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Introduction

) Activation des lymphocytes T
L’activation des lymphocytes T est une étape primordiale de la mise en place de
limmunité adaptative, principalement dépendante de la reconnaissance de I'antigéne
par le TCR, de la signalisation des molécules de costimulation ainsi que par le
microenvironnement riche en facteurs capables de moduler la réponse des

lymphocytes T.

1) Lareconnaissance de I’antigéne
La reconnaissance de [Iantigéne est assurée par le TCR, un récepteur
transmembranaire capable de reconnaitre spécifiquement une molécule antigénique,
puis d’initier une signalisation intracellulaire indispensable a 'activation, la prolifération
et la différenciation du lymphocyte. Le TCR n’étant pas capable de capter et d’identifier
un antigéne libre, I'activation d’un lymphocyte T nécessite I'intervention d’'une tierce
cellule, appelée CPA (cellule présentatrice d’antigéne), capable de présenter
I'antigéne sur ses molécules de CMH (complexe majeur d’histocompatibilité). Au-dela
de présenter l'antigéne, le CMH est également reconnu par les molécules de
costimulation CD4* ou CD8* qui stabilisent I'interaction et participent a la transduction

du signal avec le CD312.

1) 1) Le TCR
1) 1)1) Structure

Les lymphocytes T (alpha/beta) reconnaissent les antigenes peptiques présentés
dans un contexte CMH-peptide (pCMH) via leur TCR. Il s’agit d’un récepteur de la
superfamille des immunoglobulines (lg), constitué de deux chaines polypeptidiques
glycosylées transmembranaires (alpha et beta) liées par un pont disulfure®# (Figure I-
1). Chaque chaine comprend une région extracellulaire variable (V) et constante (C),
une région transmembranaire indispensable a I'ancrage du TCR a la membrane

cellulaire et un domaine intracytoplasmique court.
- Régions variables (V)

Il est connu que chaque lymphocyte T d’un individu est capable de reconnaitre et de

répondre a la reconnaissance d’une structure antigénique différente, permettant ainsi
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la mise en place d’une réponse adaptée et spécifique face a un large panel d’antigénes
et de pathogenes. Cette propriété est assurée par I'association de la région variable
de la chaine alpha et de la chaine beta qui ensemble constituent un paratope unique,
capable de reconnaitre une structure antigénigque unique. La variabilité du TCR est
concentrée dans trois zones dites hypervariables: CDR1, CDR2 et CDR3
(complimentarity Determining Regions). Des études de cristallographie montrent que
les régions CDR sont exposées sur la face externe du TCR pour favoriser les
interactions avec le pCMH. Les régions CDR1 et 2 semblent se lier majoritairement a
la molécule CMH, alors que les régions CDR3 présentant le plus de variabilité se lient

préférentiellement au peptide antigénique®®.
- Régions constantes (C)

La région constante est similaire entre tous les TCR de tous les lymphocytes. Ce
domaine permet le maintien de la structure du TCR. Elle contient des résidus cystéine

permettant la formation de ponts disulfures stables entre chaque chaine alpha et beta’.

Chaque chaine composant le TCR comprend un domaine transmembranaire
hydrophobe indispensable a I'ancrage du TCR au niveau de la membrane cellulaire
ainsi qu’une portion intracytoplasmique. Cette région intracytoplasmique constituée de
4 a 12 aminoacides est trop courte pour permettre la transduction du signal TCR,
cependant la région constante est composée d’aminoacides chargés positivement,
capables d’engager une liaison stable avec les aminoacides chargés négativement du

complexe CD3 et de 'homodimeére ¢/¢, transducteur du signal TCR#82,
- CD3et homodimere /€

Le CD3 et 'lhomodimére {/C sont des complexes protéiques qui ne font pas parti, &
proprement parler, du TCR. Cependant, leurs expressions et interactions avec le TCR
sont indispensables a la transduction du signal intracellulaire suite a la reconnaissance
d’'un pCMH.

Le CD3 est un complexe composé de I'association de trois chaines polypeptidiques
(une chaine CD3y, une chaine CD34, une chaine CD3¢), non polymorphiques qui
s’associent en hétérodimére CD3y/CD3¢ et CD36/CD3e. Chacune de ces chaines
comprend un domaine de type Ig dans sa portion extracellulaire et un motif ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) sur son domaine intracellulaire (de

45 a 55 acides aminés).
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L’homodimere £/ est composé de deux chaines polypeptidiques identiques qui se
distinguent des chaines o/p du TCR et des chaines du complexe CD3, par I'expression
d’'un domaine extracellulaire court de neuf acides aminés, compensé par I'expression

d’'un domaine intracellulaire long de 113 acides aminés possédant trois motifs ITAM.

Aussi, le récepteur activateur TCR/CD3/(/C, exprimé par les lymphocytes T, est formé
de huit chaines polypeptidiques contenant en tout dix motifs ITAM, riches en tyrosines
dont la phosphorylation par des tyrosines kinases permet la transduction du signal®°.
L’association de ces chaines est dépendante d’interaction non-covalente dépendante
de domaine transmembranaire. Alors que les chaines a et f du TCR expriment des
acides aminés aboutissant a la génération d’une charge positive, les régions
transmembranaires des chaines CD3 et  expriment une charge négative, favorisant
leur interaction. En paralléle, une étude démontre l'interaction directe entre la chaine 3
du TCR et la chaine CD3y et suggére fortement des interactions similaires entre la
chaine a du TCR et CD33d. Les chaines { quant a elles sont capables de s’associer
indépendamment avec les chaines o et B du TCR. Cependant, en I'absence du
complexe CD3, il a pu étre montré que [linteraction entre le TCR et

I'hnomodimeére {/ est instable!?.

Au cours de l'activation d’'un lymphocyte T, 'engagement du TCR avec le CD3 et
’homodimére {/C est donc associé a la transduction du signal TCR via la
phosphorylation des motifs ITAM. Cependant, des études démontrent également que
les chaines CD3 et ’homodimére /¢ jouent également un role-clef dans la stabilisation

du TCR exprimé a la surface cellulaire'?15,
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Figure I-1. Structure des récepteurs des cellules T. Le TCR se compose de deux chaines, a et 3, et forme un complexe avec
les molécules de signalisation CD3 composées des complexes CD3y/e, CD3¢/d et 'homodimeére ¢/C. Ces chaines polypeptidiques
contiennent un a trois motifs ITAM de 14 a 16 acides aminés dans leur région cytoplasmique. Chaque chaine ¢ contenant
trois motifs ITAM joue un rdle central dans la transduction du signal TCR. Repris et adapté de J. Gascoigne NR Nat Rev 2008%°.

1) 1)2) Organisation des genes du TCR

Hormis quelques exceptions!’1°, chaque lymphocyte T exprime un type unique de
TCR a sa surface, spécifique d’un seul antigéne. Aussi, I'efficacité de la réponse
repose sur la capacité de 'organisme a générer une grande diversité de TCR différents
capables de reconnaitre 'ensemble des peptides antigéniques. Cette diversité du TCR
est réalisée par un mécanisme de réarrangement génigue aléatoire au niveau du locus

codant pour la région variable des chaines o et B du TCR.

L’expression du TCR est sous le contrdle de deux locus codant respectivement pour
la chainea et B du TCR. La chaine a est composée de nombreux fragments V
(Variable), J (Joining) et C (Contant). En plus des segments V, J et C, le locus codant
la chaine B intégre deux domaines D (Diversity). La région variable définissant la
spécificité du TCR est contrdlée via un réarrangement des domaines VJ de la chaine a
et VDJ de la chaine . Chague domaine VJ ou VDJ est associé a un domaine C codant

uniqguement les polypeptides transmembranaires du TCR. On distingue un seul géne
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codant pour la région constante de la chaine a et deux génes codant pour cette méme
région au sein de la chaine B. L'ensemble de ces genes étroitement homologues

codent pour des produits similaires dont nous ne connaissons pour I'heure aucune

différence fonctionnelle.

Chacun des segments qui composent les loci suivent une structure en cascade,
ordonnée et répétée. Dans le sens de lecture du locus 3, on observe en premier lieu
la présence d’'un segmentV, d’'un segment D puis d’'un ensemble de segment J.
Chaque segment V étant suivi de deux segments D, on observe la structure suivante :
V,D,J(x),C,D,J(x),C, V,...

Le réarrangement génique est réalisé au niveau des séquences RSS (Recombination
Signal Sequence), localisé entre chacun des segments V, D, J. Il s’agit de séquences
palindromiques, composées de huit ou neuf paires de bases qui pourront servir
d’ancrage a la machinerie RAG-1/RAG-1 recombinase?®?t, Celle-ci permettra la
coupure et le réarrangement du géne pour ne sélectionner qu’un seul segment V, D et

J (chaine B) ou V et J (chaine a).

Le réarrangement génique de la chaine 3 est réalisé en premier, lors de la sélection
thymique des thymocytes DN (thymocyte CD4 et CD8 double négatif). Au cours de ce
processus, on observe dans un premier temps la formation du segment DJ via la
sélection et le regroupement d'un segmentD et d'un segmentJ. Un second
évenement de recombinaison entre le fragment DJ et le fragment V auquel il est
associé permet la formation du domaine variable VDJ. A ce stade, la recombinaison
génétique induit [I'élimination de I'ensemble des segments localisés dans
l'intervalle VDJ sélectionné, les introns sont éliminés et la translation en ARNm permet
la synthése primaire de la chaine p du TCR. A la surface cellulaire, la chaine B
s’associe alors avec un substitut invariant de la chaine a. Cette association forme un
pre-TCR qui est alors testé par les cellules environnantes. Si le réarrangent de la
chaine B est fonctionnelle, le thymocyte prolifere formant ainsi un ensemble de cellule
au pre-TCR identique. Chacune de ces cellules identiques réorganise alors son locus
codant pour la chaine a indépendamment les unes des autres. En suivant le méme
processus que pour la chaine B, un segment se réarrange directement avec un
segment J formant le fragment VJ. Suite a la transcription et la traduction de '’ARNm,
la chaine a est exprimée a la surface cellulaire et s’associe avec la chaine B pour

former le TCR final. (Figure I-2)
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Théoriquement, ce processus de recombinaison génétique permet la formation de plus
de 10%° variants du TCR. Cependant, la région variable du TCR étant formée via des
recombinaisons aléatoires, certains lymphocytes T acquierent la capacité de
reconnaitre et de réagir face aux peptides naturellement exprimés par I'organisme.
Ces lymphocytes T, appelés « auto-réactifs », sont reconnus et neutralisés au niveau
du thymus lors des sélections positives et négatives ou réprimés par la tolérance
périphérique lors de leur introduction dans la voie sanguine. Il est estimé que le
répertoire TCR des lymphocytes T humains retrouvés au niveau périphérique est

d’environ 2.107 22,
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Figure I-2. Réarrangement génétique pour le codage TCR. La formation du TCR est initiée par le réarrangement des génes
de la chaine  composé des fragments V, D, J et C pendant la sélection thymique. Le réarrangement génétique commence avec
la sélection d’'un segment D et d'un segment J qui s’associent en excluant 'ensemble des autres segments J. La formation du
segment DJ sélectionné est directement associée avec le recrutement d’'un segment V et d’'un segment C. A ce point, tous les
segments de genes situés dans les intervalles du complexe V-D-J sélectionné sont éliminés. Suite a I'élimination des introns, la
traduction de 'ARN messager génére la chaine TCR B-chain. Cette protéine est alors associée a une chaine invariable pour
former le pré-TCR, exprimé sur la surface des thymocytes DN (Double Négatif : thymocytes : thymocytes n'exprimant ni les
molécules CD4 ni les molécules CD8 sur leur surface). Si le réarrangement pré-TCR est fonctionnel et permet la prolifération
cellulaire des DN, le géne de la chaine a subit une étape de réarrangement aboutissant a la formation d’'un TCR fonctionnel
unique. Un segment V se réarrange avec un segmentJ, avant d’étre transcrit et traduit en chaine o effective. Repris de

l'immunobiology Murphy et al. 2012%
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1) 2) Présentation de I’antigéne aux lymphocytes T

Comme décrit précédemment, la reconnaissance d’un peptide antigénique par le TCR
d’'un lymphocyte T nécessite son interaction et sa présentation sur une molécule du

CMH exprimée a la surface des cellules de I'organisme.
1) 2)1) Le CMH

On distingue le CMH de classe | exprimé par I'ensemble de cellules nucléées qui
présente les peptides d’origine intracellulaire et le CMH de classe ll, exprimé
uniguement par les CPA telles que les cellules dendritiques, les macrophages ainsi
que les lymphocytes B actifs qui présentent les peptides d’origine extracellulaire. De
maniére intéressante, on observe que les peptides présentés par le CMH de classe |
sont reconnus et activent spécifiquement les lymphocytes T CD8*, alors que les
peptides présentés par le CMH de classe Il activent spécifiguement les
lymphocytes T CD4*. Cette reconnaissance specifigue est directement liée aux
molécules CD8 et CD4, capables respectivement de reconnaitre un domaine du CMHI
et CMHII?*. Cette interaction permet la stabilisation du complexe TCR-pCMH ainsi que

la transduction du signal TCR au sein des lymphocytes T2>26 (Figure 1-3).
1) 2)1)1) Structure

Chaque molécule de CMH a pour rdle la formation d’'une niche permettant la fixation
et la présentation de 'ensemble des antigénes peptidiques ainsi que la formation d’'un
domaine reconnu par le corécepteur CD4 ou CD8 exprimé a la surface des
lymphocytes T. La formation de la niche par les molécules de CMH de classe | est
assurée par une chaine polypeptidiqgue unigue de type a. Elle se compose de
trois domaines protéiques a1, a2, a3 qui s’associent avec une microglobuline 32. Alors
qgue la niche peptidiqgue est assurée par l'interaction des domaines a1l et a2, la
reconnaissance du CMH par la molécule CD8+ est assurée par le domaine a3. Aussi,

la microglobuline a pour réle le maintien structurel du récepteur CMH.

Le CMH de classe Il est quant a lui composé de deux chaines protéiques a et 3
formant 4 domaines protéiques a1, a2, f1, B2. La niche de I'antigéne est assurée par
I'interaction des domaines al et B1 alors que la reconnaissance du CMH par le CD4

est assurée par le domaine B2 de la chaine B 2”28 (Figure I-4).
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1) 2)1)2) Le gene CMH

Le CMH, également appelé systeme HLA (Human Leucocyte Antigens), chez ’'homme
est un ensemble de plus de 200 genes localisés sur le chromosome 6. lIs s’organisent
en régions codant pour trois classes de molécules CMH/HLA. Ces molécules de
classe I, Il et Ill codent pour différentes protéines impliquées dans de nombreuses
fonctions de 'immunité. On distingue les génes de classe Il qui codent des protéines
spécialisées dans des fonctions telles que la sécrétion de cytokine ou la cascade du

complément des génes de classe | et Il impliquées dans la présentation antigénique.

Les génes de classe | (codant le CMHI) et de classe Il (codant le CMHII) possédent 3

caractéristigues communes appelées polygénicité, codominance et polymorphisme?°,

pY

La polygénicité fait référence a la variabilité des chaines peptidiques o et
o/p respectivement exprimées par les molécules de CMH de classe | et Il. Cette
variabilité est le reflet de I'existence de trois genes codant chacun indépendamment
les uns des autres pour un variant de la chaine a. On distingue donc chez ’'homme le
HLA-A, HLA-B, HLA-C parmile CMHI et le HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR parmile CMHII.
Bien que chague CMH soit capable de fixer et présenter un grand nombre de peptides,
la polygénicité permet d’élargir le panel d’interactions possibles permettant ainsi la

reconnaissance de I'ensemble des peptides exprimés.

La codominance fait référence a la capacité de certaines cellules a pouvoir exprimer
deux alleles de maniere équivalente. Dans le cas des genes du CMH, les cellules
exprimant deux alleles codant pour une chaine a différente seront capables d’exprimer
deux types de CMHI et/ou Il. Cette caractéristique permet a une cellule unique

d’augmenter sa spécificité de présentation.

Pour finir, le polymorphisme fait référence a l'existence d’'une grande diversité
d’alléles, de chacun de ces génes au sein d'une méme population. Cette
caractéristique n’apporte aucun avantage individuel. Cependant, elle permet une fois
encore de multiplier les capacités de réponses aux différents profils de pathogene au
sein d’une population. Ce mécanisme agit comme une signature spécifique a chaque

individu complexifiant de ce fait les mécanismes de greffe?,
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Figure I-3. Interaction TCR-pCMH. Le peptide complexe est présenté par le CMH dans la poche du CMH interagit avec les
domaines CDR (Complementarity Determining Region exposé) du TCR. Au cours de cette interaction, le complexe TCR-pCMH

est stabilisé par le CD8 ou le CD4, capable respectivement de reconnaitre la fraction a3 du CMH de classe | et 32 du CMH de
classe Il. Adapté de Iimmunobiology Murphy 201223,
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Figure I-4. Structure des molécules CMH/HLA. A) Le CMH de classe | est composé d'une chaine de 45 kDa a trois domaines o
(a1, a2 et a3 similaires a ceux des immunoglobulines) associés a la B-microglobuline. Les domaines al et a2 forment une poche
qui constitue le site ou les antigénes peptidiques se lient & la molécule CMH. B) Les CMH de classe Il sont des molécules

hétérodimériques, composées de deux glycoprotéines transmembranaires : une chaine o de 30-32 kDa associée de fagon non-
covalente avec une chaine 3 de 27-29 kDa. Le site de liaison a I'antigéne est formé par l'interaction des domaines a1 et f1 des
chaines o et B respectivement. Repris de Iimmunobiology Murphy et al. 2012%
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1) 2)2) Apprétement et présentation peptidique

L’apprétement correspond a I'ensemble des étapes qui permettent a une cellule de
présenter les peptides antigéniques sur les molécules de CMH en surface. Ce
processus biologique comprend donc 3 étapes successives : la fragmentation de
protéines antigéniques (protéolyse), I'association des fragments générés avec une
molécule de CMH et I'expression du complexe pPCMH a la surface des cellules

présentatrices.
- Présentation des antigenes endogenes sur les molécules de classe | du CMH

Les molécules de classe | présentent des protéines endogenes, produites dans le
cytoplasme de la cellule au cours du renouvellement des protéines cellulaires. La
protéolyse des protéines en fin de vie (« retraitées ») ou des DRIPS (defective
ribosomal products)3®3! en antigéne peptidique est assurée par le protéasome, un
complexe multiprotéique dont I'expression de certaines sous-unités est assurée par
des génes inductibles tels que certains génes cibles de I'IFNy, ainsi que par
I'intervention d'aminiprotéase. Ce processus dépendant de 'ATP et de I'ubiquitination
des protéines permet la formation de nhombreux peptides au sein du cytosol capables

de migrer vers le réticulum endoplasmique (RE) via le canal TAP®,

Les molécules de CMH sont synthétisées et stockées dans le RE. Suite a la formation
des peptides et leur migration au sein du RE, les molécules de CMH de classe | dont
le site de fixation a I'antigene est libre, captent les peptides, traversent I'appareil de
Golgi, migrent jusqu’a la membrane cytoplasmique, puis sont exposées a la surface

cellulaire (Figure I-5) et scannés par les lymphocytes T CD8".

Dans le cas d’une infection bactérienne intracellulaire, virale ou de mutations
tumorales, les protéines intracellulaires spécifigues de la pathologie, fixées et
présentées par le CMH de classe | sont reconnues par les lymphocytes T CD8* qui

s’activent et réalisent le processus de cytolyse.
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Figure I-5. La présentation par les molécules du CMH-I. Les protéines sont ubiquitinylées et reconnues par le protéasome
qui, en association avec I'action des peptidases forment des peptides de tailles optimales a I'apprétement sur le CMH de
classe I. Les peptides ainsi formés pénétrent dans le RE via le canal TAP et sont associés avec le CMH de classe | via le

« peptide-loading complex » qui comprend le CMH | et la Tapasin. Une fois le peptide associé, le complexe pCMH est
transporté de I'appareil de Golgi jusqu’a la membrane cytoplasmique ou il est présenté au lymphocyte T CD8*. Repris de Vya

JM et al. Nature Reviews Immunology 2008

- Présentation des antigenes exogenes sur les molécules de classe Il du CMH

Les molécules de classe Il présentant des protéines exogenes sont assemblées au
sein du RE par I'association des chaines o et  ainsi que de la protéine accessoire i,
une chaine invariante qui bloque I'accés au site de fixation peptidique3>:38, stabilise le
complexe CMH 137 et dicte sa migration vers les endosomes tardifs (MIIC/CIIV)36:38,
Une fois dans ces endosomes, les protéases telles qu’AEP (Asparagine
Endopeptidase) et les cathepsines S et L clivent la chaine invariante li et ne laissent
que le domaine CLIP au niveau du site de fixation du peptide antigénique.

Pour étre efficacement dégradées et permettre la génération de peptides antigéniques,
les protéines internalisées par les cellules présentatrices doivent étre dénaturées. La
protéine endosomale GILT (gamma interferon inducible lysosomal thiol reductase),
constitutivement exprimée par les APC et surexprimée en présence d’IFNy, est
capable, a pH acide, de dégrader les ponts disulfures de la plupart des protéines®°. La
fusion des phagolysosome avec les endosomes tardifs, au pH acide et contenant de
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nombreuses enzymes protéolytiques, permettent la formation des peptides

antigéniques présentables par le CMH 114041,

A ce stade, la colocalisation entre HLA-DM et les molécules du CMH Il dans les MIIC#2
facilite 'échange entre le fragment CLIP et des peptides antigéniques issus de la
dégradation des antigénes internalisés**-%°. Il se forme ainsi les pCMH qui seront

présentés en surface par exocytose. (Figure 1-6)
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Figure I-6. La présentation par les molécules du CMH-II. Le CMH de classe |l est constitué des chaines o, 3 et de la

chaine invariante li qui s’assemblent dans le RE. Le complexe formé est transporté de I'appareil de Golgi jusqu’aux endosomes
terminaux MIIC/CIIV au riche en protéase. En milieu acide, les protéases clivent la chaine li, ne laissant que le domaine CLIP en
contact avec le site de fixation de I'antigéne. Via I'association avec HLA-DM et la présence de peptides antigéniques, dégradés
par des protéases aux seins des endosomes précoces qui fusionnent avec les endosomes tardifs, le domaine CLIP est
échangé avec un peptide antigénique. Pour finir, les pPCMH de classe Il migrent en surface et sont exposés au

lymphocyte T CD4+. Repris de Neefjes et al., Nature Reviews Immunology 2011 “°.

- La cross présentation, indispensable a la primo activation des

lymphocytes T CD8”*

L’ensemble des cellules nucléées de I'organisme exprime le CMH de classe | et sont
donc capables d’activer les lymphocytes T CD8*. Cependant, les lymphocytes T naifs,
n’ayant jamais rencontrés leur antigene activateur, sont stockés au sein des organes

lymphoides secondaires et ne sont donc pas capables de rentrer directement en
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contact avec les cellules infectieuses localisées dans d’autres tissus. Pour leur
premiere rencontre avec [Iantigéne, les lymphocytes comptent sur les
CPA professionnelles, des cellules capables de capturer de facon exogene des
antigenes, de les appréter, puis de migrer au sein des organes lymphoides
secondaires. Ces cellules capturant I'antigéne de maniére exogene expriment
naturellement les peptides antigéniques sur leur CMH de classe Il, aboutissant a
I'activation des lymphocytes T CD4*. Cependant, I'activation des lymphocytes T CD8*
étant spécifique a la présentation sur le CMH de classe |, les CPA professionnelles
réalisent la cross présentation, un mécanisme permettant la présentation d’antigénes
exogenes sur les molécules de CMH de classe I. Classiquement, les antigénes
exogenes présents au sein du phagosome sont redirigés vers le cytosol ou ils sont
dégradés par le protéasome, puis comme lors de la présentation des antigénes
endogeénes, ils intégrent le RE ou le phagosome par le transporteur TAP, avant d’étre

associés avec le CMH de classe I.

Aussi, la cross présentation ou présentation croisée, est essentielle a la présentation
d’antigénes qui ne sont pas synthétisés directement par les DC et pour I'établissement

d’une réponse CD8+ antivirale et antitumorale31-32,
1) 3) Interaction TCR-pCMH

De maniere générale, I'engagement du TCR dans un complexe TCR-pCMH
correspond aux premiers signaux activateurs d’'un lymphocyte T. Cependant, cette
interaction ne se limite pas a un signal de tout ou rien mais est capable de moduler

I'activation et I'activité d’'un lymphocyte via des mécanismes d’interactions complexes.
1) 3)1) L’affinité de contact

Dans le cas du lymphocyte T, I'affinité de contact correspond a la constante d’équilibre
qui régit l'interaction entre le TCR et le pCMH. Aussi, plus un TCR sera affin pour son
peptide, plus la constante de dissociation (Kd) sera faible et plus le temps de contact
sera prolongé entre le TCR et le CMH. De nombreuses études cellulaires démontrent
que l'activation totale des cellules T nécessite un signal maintenu dans le temps
supposant une signalisation soutenue entre le lymphocyte et sa cible*’ .
Paradoxalement, d’autres études basées sur la mesure des affinités TCR-pCMH en
solution révelent des affinités ainsi que des temps de contact faibles entre le pCMH

présenté et le TCR du lymphocyte®%°L. Plus récemment, I'utilisation des techniques de
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microscopie a haute résolution et de FRET (fluorescence resonance energy transfer)
permettant I'analyse approfondie d’un seul TCR fluorescent avec son ligand pCMH,
Huppa et al. a démontré une augmentation de la cinétique d’interaction ainsi que de
I'affinité entre un TCR et son pCMH lors de rencontre in situ comparée aux interactions

en solution®2.

La spécificité de la reconnaissance antigénique, un autre aspect important de la
reconnaissance de l'antigéne par le lymphocyte T, établit clairement que des hauts
niveaux de spécificité entre le TCR et le peptide présenté sont nécessaires a I'induction
d’une activation totale des lymphocytes. Des expériences visant a déterminer le niveau
d’activation des lymphocytes T pour des peptides de constitution similaire démontrent
que la modification d’un seul acide aminé peut totalement inhiber l'activation d’un

lymphocyte T3,
1) 3)2) Probabilité d’interaction

L'interaction entre le TCR et son ligand est une contrainte majeure de I'activation des
lymphocytes T. Premiérement, bien qu’une cellule T exprime un nombre significatif de
TCR identiques, spécifique d’'un antigéne unique, une CPA ne présente a sa surface
qu'un petit nombre de molécules de CMH présentant I'antigene spécifiqgue d’un TCR.
Malgré la reconnaissance et la dégradation d’'un pathogéne, la plupart des pMHC
exprimés a la surface d’'une APC sont des auto-antigénes, produits par 'apprétement
de protéines intra et extracellulaires. En 1990, Demotz et al. ont mesuré qu’une
APC activatrice ne présente a sa surface que 0.03% de complexe pCMH spécifique
d’un TCR parmi I'ensemble des pCMH exprimés®*. Par conséquent, la probabilité de
présence de complexes pMHC spécifiques au niveau de la zone de contact entre deux
cellules est rare. De plus, dans un second temps, un encombrement stérique réduit
encore la probabilité d'interaction TCR-pMHC. En effet, le TCR ainsi que le CMH
mesure de 7,5 nm a 9 nm chacun imposant une distance de ~ 15 nm pour permettre
un engagement TCR productif. Ce scénario est difficile a envisager en raison de
I'expression a la surface cellulaire d'un grand nombre de grosses protéines
glycosylées qui pourraient empécher une telle proximité®®. En dépit de ces facteurs
contraignants, les lymphocytes T présentent une réponse de haute sensibilité a la
stimulation antigénique. Des études récentes ont démontrées qu’'un pMHC unique
rencontrant son TCR est capable d'induire une augmentation transitoire de [Ca2+] i,

traduisant une activation cellulaire, maintenue dans le temps dés la formation de
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15 complexes TCR-pCMH®%57, De méme, les cellules déja activées et différenciées en
CTL sont capables de tuer les cellules cibles exprimant 1 & 10 complexes pMHC sur

leur surface®8°,

Depuis 1995, de nombreuses études ont tenté d'étudier ce paradoxe intrigant. Deux
modeéles sont proposés pour expliquer le mécanisme de régulation de la
reconnaissance de l'antigene par les cellules T : le modéle de relecture cinétique

proposé® et le modele d'engagement de TCR en sériel”.
1) 3)2)1) Modele de relecture cinétique

Le modéele de relecture cinétique décrit I'activation d’'un lymphocyte T comme étant
dépendant d’'une interaction longue entre un TCR et le pCMH qui lui est associé. Selon
ce modele, il y a un laps de temps entre l'interaction TCR-pCMH initiale et la
transduction du signal. Le modéle propose que la signalisation couplée au TCR soit
composée d'une série d'étapes intermédiaires réversibles menant a une activation
complete de la cascade de signalisation (Figure I-7). Bien que toutes les étapes et
modifications fonctionnelles ne soient pas encore décrites, le modele propose que,
suite a la rencontre TCR-pCMH, le lymphocyte engage une séquence de modifications
intracellulaires tels que des phosphorylations de tyrosine, le recrutement de protéines
échafaudages ou la génération de second messager qui s’opéreraient en cascade tant
gue la connexion TCR-pCMH est maintenue. Cependant, I'ensemble de ces
modifications seraient réversibles permettant au lymphocyte T d’inhiber son activation
dans le cas ou il y aurait rupture de contact TCR-pCMH. Ce mécanisme permettrait
d’agir tel un senseur induisant un signal abortif et anergique dans le cas ou un antigéne
de trop faible affinité et non spécifique serait reconnu par un TCR. Ce modéle, basé
sur des études de temps d’interaction et d’activation biologique du lymphocyte,
suggere que la spécificité entre un TCR et son liguant antigénique détermine le temps
d’interaction TCR-pCMH ainsi que le niveau de différenciation et d’activation du

lymphocyte®-63,
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Figure I-7. Modéle de la relecture cinétique. Ce modele suggére que la liaison d'un TCR & un pMHC pour former un
complexe TCR-pMHC initie une séquence d'événements de signalisation intermédiaire (C1, C2...) qui culminent vers la formation
du produit de signalisation final (CN). Toutefois, si le complexe TCR-pMHC se dissocie avant la formation de la signalisation CN,
celle-ci échoue. Les constantes de vitesse d'association (k1) et de dissociation (k-1) déterminent le niveau de signalisation

intracellulaire aboutissant a la signalisation finale CN. Repris de George et al., in immunology 2005 “’.

1) 3)2)2) Modele de I’engagement en série du TCR

Le modéle d’engagement en série est proposé pour expliquer la capacité d’un
lymphocyte T a pouvoir répondre efficacement en présence de peu d’antigénes malgré
des interactions TCR-pCMH de faible affinité. Ce modéle se base sur la capacité d’un
lymphocyte a pouvoir faire interagir de nombreux TCR avec un seul et méme pCMH
via un mécanisme d’internalisation des molécules TCR activées permettant ainsi de
maintenir une signalisation soutenue. lls ont pu estimer qu’un seul pCMH présenté sur
une CPA pouvait induire linternalisation d’approximativement 180 molécules TCR.
Cela signifie qu’'une quantité infime d’antigénes présentée a la surface d'un CPA est
capable d’activer un grand nombre de molécules TCR. Ce modéle propose que les
TCR de faible affinité, en interagissant en série avec un petit nombre de pMHC

spécifiques, peuvent conduire a une signalisation soutenue et amplifiée?’.

Cette occupation dite « séquentielle » du pCMH par un grand nombre de TCR permet
d’expliquer la haute sensibilité d’'un lymphocyte T face a une quantité limitée de pCMH
(Figure 1-8)%4. Des publications récentes rapportant des taux pCMH faibles ainsi que
des vitesses de liaisons TCR-pMHC transitoires et rapides supportent le modéle de
'engagement du TCR en série. De plus, des études expérimentales et
computationnelles supposent qu’'un mécanisme d’activation en série serait nécessaire

pour une réactivité optimale des cellules T°257.65,
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La lecture cinétique et 'engagement en série du TCR sont deux modéles permettant
d’appréhender I'activation d’'un lymphocyte T. Cependant, les mécanismes et tensions
mis en ceuvre pour expliquer la signalisation sont diamétralement opposés. D’une part,
la lecture cinétique explique la spécificité des interactions au niveau moléculaire.
D'autre part, I'engagement en série explique principalement la sensibilité de la cellule T
a répondre a un niveau antigénique faible. Physiologiquement, rien ne permet
d’affirmer que ces mécanismes soient mutuellement exclusifs et il semble cohérent de
penser qu’en fonction de la situation, ces deux mécanismes puissent intervenir dans
I'activation d’'un lymphocyte T. En effet, il est cohérent de penser que la demi-vie des
interactions TCR-pMHC soit assez longue pour permettre la relecture de la
signalisation cinétique et assez courte pour permettre a un seul pCMH d’engager

plusieurs TCR en série.
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Figure 9A : ala Sl, une petite quantité de
CMH présente le peptide spécifique (@). Les
TCR sont successivement stimulés par le
pCMH spécifique aboutissant a la formation
d’un signal soutenu. Les TCR stimulés sont
internalisés et dégradés par le lysosome
laissant le pCMH libre, capable d’activer
d’autres molécules TCR.

Figure 9B : le modéle d’'engagement en série
postule que les ligands présentés par le CMH
présentant une demi-vie de liaison optimale
avec le TCR se comportent comme des
agonistes optimaux.

Figure 9C : lorsque la densité en pCMH
spécifique est forte, les pPCMH qui présentent
une demi-vie de liaison forte sont capables
d’agir comme peptides stimulateurs
(suffisamment de pCMH capables de stimuler
suffisamment de TCR).

Figure 9D : lorsque la densité en pCMH
spécifique est faible, les pPCMH qui présentent
une demi-vie de liaison forte sont incapables
d’agir comme peptides stimulateurs (la faible
densité en pCMH spécifique associée au long
contact ne permet pas d’activer suffisamment
de molécules TCR).

Figure 1-8. Modéle de I’engagement en série du TCR. Repris de Valitutti 2012 Frontiers®



1) 4) Signalisation intracellulaire

Dans le cas des lymphocytes T, l'activation est un terme général qui inclut les
événements de signalisation conduisant a la survie cellulaire, la prolifération, le
réarrangement du cytosquelette, l'augmentation du métabolisme et la variation du
profil d'expression génique. Dans les cellules T naives, lactivation nécessite
l'accomplissement de trois signaux distincts et synergiques : la reconnaissance de
complexes pPCMH par le TCR, l'engagement de molécules co-stimulatrices et
'engagement des récepteurs aux cytokines. Ensemble, ces signaux induisent une
signalisation intracellulaire capable d'impacter et de dicter les réponses biologiques du

lymphocyte T.
1) 4)1) Etape précoce de ’engagement TCR

L’engagement du TCR est le premier évenement nécessaire a l'activation d'un
lymphocyte T naif. Suite a la reconnaissance d’'un pCMH, les événements précoces

de la signalisation TCR peuvent étre divisés en 4 étapes (Figure 1-9).

1) Recrutement rapide des tyrosines kinases de la famille Src : LCK (acteur majeur) et
Fyn. Chaque TCR engagé dans un complexe TCR-pCMH activateur est transloqué
dans des micro-domaines membranaires, riches en cholestérol et en sphingolipides,
connus sous le nom de DRM (membranes résistantes aux détergents)®®. Cette
migration facilite la phosphorylation des motifs ITAM localisés au niveau des
chaines CD3 associées au TCR actif”. L’engagement du TCR par le pCMH, des
molécules de co-stimulation ainsi que le recrutement précoce de CDA45, initient le
recrutement et [lactivation de la protéine LCK au niveau du domaine

intracytoplasmique des corécepteurs CD4 et CD8%8-70,

2) Phosphorylation des motifs ITAM du complexe CD3 et des chaines{: Les

motifs ITAM du complexe CD3 sont des motifs riches en résidu tyrosine directement
phosphorylables par les tyrosines kinases LCK et Fyn recrutées suite a I'activation du
TCR. Une étude réalisée sur le domaine ITAM de la chaine CD3¢ montre que les
résidus basiques présents au niveau de la chaine CD3g sont capables d’interagir avec
les phospholipides acides enrichis au sein du feuillet interne de la membre
phospholipidique. Les deux résidus tyrosine contenus au sein du motif ITAM sont alors
insérés au niveau de la région transmembranaire hydrophobe et restent inaccessibles

au Src kinase (LCK et FYN) capable de les phosphoryler. La stimulation du TCR serait
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alors capable d’exposer les résidus tyrosine a la surface interne de la membrane
plasmique. Ce mécanisme représente d’'une part, un moyen ubiquitaire d’inhiber la
phosphorylation aspécifique des ITAM et d’autre part, de permettre le rapprochement

stérique entre les tyrosines et les kinases Src suite a la reconnaissance antigénique.

La phosphorylation des motifs ITAM induit le recrutement d'un ensemble d'enzymes
(protéines kinases, GTPases, phosphatases) et de molécules adaptatrices dans les

DRM pour former un complexe protéique appelé « signalosome »’1.72,

3) Recrutement et activation de la protéine ZAP-70 (protéine kinase associée a la

chaine ¢ de 70 kDa). La protéine ZAP-70 est indispensable a I'établissement final du
« signalosome ». Elle exprime deux domaines SH2 directement recrutés par les ITAM
phosphorylés de la chaine {. Suite a son encrage au niveau du « signalosome », la

protéine ZAP-70 est activée par les protéines kinases Src’s.

4) Activation par phosphorylation de la protéine LAT (Linker pour l'activation des

cellules T). Suite a sa phosphorylation par ZAP-70, LAT devient une plateforme pour
la liaison de protéines de signalisation supplémentaires. De plus, d’autres substrats de
l'activité ZAP-70 sont indispensables pour la transduction du signal telle que la
protéine adaptatrice SLP-76 (protéine leucocytaire contenant le domaine SH2 de
76 kDa)"3.
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Figure 1-9. Mise en place du signalosome. Adapté de Brownlie et al. 2013 3
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1) 4)2) Latransduction du signal

La mise en place du « signalosome » conduit a I'activation de hombreuses voies de
signalisations intracellulaires dont I'activité convergente vers le noyau participe a la
régulation de I'expression génique de genes-clef intervenant dans les processus de
prolifération et différenciation cellulaire. De maniere intéressante, on observe que
lactivation d’'un lymphocyte T n’active pas une seule voie de signalisation mais
sélectionne un ensemble de voies capables d’interagir et de converger vers une action
commune.
1) 4)2)1) Voie calcique

L'interaction TCR-pMHC, induit une augmentation de la concentration de [Ca2 +]i
dans les lymphocytes T, associée a l'activation de facteurs de transcription-clef
nécessaire a lactivation d'un lymphocyte T’4#7. Il s’agit d’'une réponse rapide,
détectable des les 6 premiéres secondes, directement dépendante de 'engagement
du TCR et du nombre de complexe TCR-pCMH formés®-°8. Comme illustré dans la
Figure 1-10, 'augmentation du calcium intracellulaire active différentes voies de
signalisation permettant la translocation nucléaire de facteurs de transcription telles
que NFAT, CREB ou NF-kB, impliquées dans la prolifération cellulaire, la
différenciation, la survie et I'acquisition de fonction telle que la sécrétion d’'IL276.
Initialement, le calcium intracellulaire est maintenu au sein du réticulum
endoplasmique ou il n’est pas capable d’initier I'activation des facteurs de transcription.
Suite a la formation du complexe TCR-pCMH, la mise en place du signalosome active
de nombreuses enzymes dont la Phospholipase Cyl (PLC y1), capable de dégrader la
protéine PIP2 en DAG et IP3. L’augmentation d’IP3 agit directement sur les canaux
calciques RIP3 du réticulum endoplasmique qui s’ouvre et libére le calcium dans le
cytoplasme de la cellule. En parallele, on observe également I'ouverture de canaux
membranaires tel que ORAI, induisant un flux calcique du milieu extracellulaire vers le
cytoplasme’”. A ce stade, le calcium Ca2+ cytoplasmique est capable d’interagir et
d’activer la calmoduline, un senseur de [Ca2 +]. La calmoduline ainsi activée lie les
sous-unités CA et CB composant la Calcineurine’®. L’ensemble de ce complexe
déphosphoryle le facteur de transcription NFAT qui migre du cytoplasme au noyau, ou
il active la transcription de géne codant pour des cytokines et facteurs de croissance

indispensables a la prolifération et différenciation des lymphocytes T76.
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En plus de son réle bien décrit dans la régulation de I'activation des cellules T et la
production de cytokines, l'augmentation [Ca2 +]i semble avoir un impact sur le
« signal d'arrét » des cellules T. De par leurs fonctions, les lymphocytes T ont des
propriétés de migrations importantes leur permettant de scanner 'ensemble de la
surface d’'une CPA a la recherche d’un peptide activateur. Lorsqu’un lymphocyte T
rencontre un peptide spécifique, celui-ci se stoppe, favorisant la formation du
complexe TCR-pCMH et la signalisation associée. Dans ce cas, le calcium
intracellulaire active la calpaine, une protéase qui libére la protéine de surface LFA-1
sous sa forme active’®8%, LFA-1 agit alors comme une protéine d’ancrage interagissant
avec ICAM-1 présenté par les CPA au niveau de la zone de contact. Cette interaction
a été démontrée comme étant indispensable au renforcement et la stabilisation de
l'interaction entre un lymphocyte T et un CPA nécessaire a [Iactivation des
lymphocytes T8182, Cet arrét du lymphocyte T, toujours précédé d’une augmentation
de [Ca2 +]i, est inhibé lorsqu'on induit une diminution artificielle du calcium

disponible.
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Figure 1-10. La voie de signalisation calcique (Ca?") dans les cellules immunitaires. La reconnaissance de |'antigene par le
TCR entraine l'activation des protéines kinases, telles que LCK et ZAP70. Elles activent par phosphorylation des protéines
adaptatrices, telles que SLP76 et LAT qui recrutent et activent la TEC kinase, ITK (interleukine-2-inductible T-cell kinase) et la
phospholipase Cyl (PLCy1). De méme, I'activation de la protéine G couplée aux récepteurs au chimiokine participe & I'activation
de la PLCB. Ensemble, les PLC activent, catalysent I'hydrolyse du phospholipide phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (Ptdins
(4,5) P2) en inositol-1,4,5-trisphosphate (InsP3) et diacylglycérol (DAG). InsP3 (IP3) se lie aux récepteurs InsP3 (InsP3Rs)
localisés au niveau du réticulum endoplasmique (ER) qui retient le calcium intracellulaire. InsP3Rs est un récepteur capable de
s’ouvrir en présence d’InsP3 et de libérer le calcium intracellulaire, du ER vers le cytoplasme. En paralléle, la diminution du
Ca2+ ER est «détectée » par la molécule dinteraction stromale 1 (STIM1), qui a son tour active l'entrée de
Ca2+ intracytoplasmique via I'ouverture de canaux membranaires (CRAC Channel). L'afflux de Ca2+ par les canaux CRAC et la
concentration intracellulaire élevée de Ca2+ activent les enzymes dépendantes du Ca2+, telles que la Calcineurine et IKK.

Ensemble, I'activation de ces voies participent aux modifications transcriptionnelles via la régulation des facteurs de transcriptions-
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clefs NFAT, CREB, NF-kB. NF-kB (nuclear factor-kB) and CREB (cyclic-AMP-responsive-element-binding protein). cADPR, cyclic
ADP ribose; CaMK, calmodulin-dependent kinase; GADS, growth-factor-receptor-bound-protein-2-related adaptor protein; IKK,
inhibitor of NF-kB kinase; RYR3, ryanodine receptor 3. Repris de Feske S Nat Rev 20077°.

1) 4)2)2) Voie PKC dépendante
Les PKC (protéine kinase C) sont des serines/thréonines kinases dont l'activité
réversible est dépendante du DAG en présence de phospholipide. Cette famille de
protéine kinase comprend dix isoformes qui possédent un domaine catalytique
identique mais dont les variabilités au niveau du domaine régulateur permettent
I'établissement de trois sous-familles®3,

- PKC Classique (cPKC) : cette sous-famille comprend les isoformes PKC q,

PKC B et PKC y dont l'activité catalytique est dépendante de la présence de
DAG ainsi que du calcium intracellulaire.
- PKC Nouvelle (nPKC) : regroupe les isoformes PKC &, PKC ¢, PKC n et PKC 6

dont [lactivation dépendante du DAG est indépendante du calcium

intracellulaire.
- PKC Atypique (aPKQC) : comprend les isoformes PKC ¢, PKC A et PKC | dont

l'activité est indépendante du DAG et du calcium, justifiant leur appellation

d’atypique.

Parmi 'ensemble de ces protéines serine/thréonine kinase, les isoformes PKCaq, 9, €,
n, 6 et ¢ sont exprimées a des taux variables par les lymphocytes T humains. De
maniére intéressante, ces variabilités d’expression seraient directement associées a
I'activation ainsi qu’aux fonctions effectrices misent en place par les lymphocytes T84
Lors de la formation d’'un complexe TCR-pCMH, la PKC 0 est I'une des protéines les
plus connues recrutées au niveau de la synapse immunologique (SI). En association
avec le CD2, le CD4 ou CD8, le CD28 et les kinases Src (LCK, Fyn), la PKC 0 participe
a la mise en place du complexe SMAC de la Sl ainsi qu’a I'activation des cellules T8~
89_

A.Kupfer et al., dans leurs premieres descriptions de synapse immunologique, ont
montré que lors d’'une interaction entre un lymphocyte T et une CPA, la PKC 0 est
recrutée tres rapidement a la zone de contact entre les deux cellules, uniqguement
lorsque la CPA présente I'antigéne spécifique reconnu par le TCR de la cellule T, La
stimulation du TCR active la PLCy1 qui hydrolyse PIP2 en DAG et IP3. Le DAG recrute
la PKC 6 a la membrane plasmique qui est activeée par phosphorylation sur son site
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catalytigue (Thr538) par la kinase GLK. La PKC 0 activée (pPKC 0) induit la formation
du complexe CARMAL/MALT/BCL10 et initie une cascade d'événements de
phosphorylation. Le complexe CARMAL, ainsi formé, phosphoryle IKB qui est alors
reconnu et dégradé par le protéasome. La perte d’IkB conduit a la libération de la forme
active de NF-kB, capable de migrer du cytoplasme au noyau, ou il contribue a
I'expression de génes indispensables a la fonction et prolifération du lymphocyte T°.
Cette voie de signalisation est particulierement décrite dans le processus de
différenciation Th1/Th2 des lymphocytes T CD4*. En effet, bien que n’influencant pas
le profil Thl, la perte de la PKC 6 inhibe le développement et la différenciation des
lymphocytes Th2% (Figure I-11).

Récemment, des études ont identifié la PKC ¢ atypigue comme un guide moléculaire

clé pour la polarisation des cellules T vers les DC% 3,
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Figure I-11. La signalisation PKC8. La stimulation TCR active la PLCy1 qui hydrolyse PIP2 en DAG et InsP3. Le DAG recrute
la PKC6 a la membrane plasmique a proximité de la kinase GLK localisée dans le signalosome. La GLK phosphoryle (Thr538) et
active le site catalytique de la PKCH . A ce stade, la PKC8 initie la formation du complexe CARMA1/MALT/BCL10 qui aboultit & la
phosphorylation d’lxB et la libération de NF-xB. kB phosphorylée est dégradée par le protéasome qui libére le NF-xB, capable
de migrer au noyau et d’induire I'expression de génes-clefs. C1, DAG-binding domains of PKC; C2, calcium- and
phosphatidylserine-binding domain; PP, polyproline motif; CNH, citron homology domain; YYY, Tyr-Tyr-Tyr; CARD, caspase-
recruitment domain; PDZ, postsynaptic density 65—discs large—zonula occludens 1 domain; GUK; guanlylate kinase domain; DD,
death domain; Ig, immunoglobulin domain; IKK, inhibitor of NF-kB kinase (y, a, B are subtypes); KIN, kinase domain (tyrosine or

serine-threonine). Repris de Dustin ML Nat Rev 2011 %

1) 4)2)3 Voie MAP Kinase dépendante

La voie de signalisation MAPK (mitogen activated protein kinase) est une voie
particulierement conservée au sein des organismes multicellulaires et retrouvée dans
un large panel de type cellulaire humain. Chez les mammiferes, on identifie les MAP-
K de la famille ERK (Extra-cellular signal-Regulated protein Kinases), p38 et JNK (c-
Jun NH2-terminal Kinase) qui ciblent des facteurs de transcription distinct®*. Ensemble,
les MAP-K sont impliguées dans un certain nombre d'événements de la vie de la
cellule, comme la mitose, mais aussi tres liées a des phénomenes apoptotiques, la
différenciation ou encore la survie cellulaire®.

Chaque MAPK est activé en amont par une cascade de signalisation dépendante des
MKKs (MAPK Kinase) et MKKKs (MAPK Kinase Kinase). Lors de I'activation cellulaire
dépendante des signaux extracellulaires, les MKKKS phosphorylent et activent les
MKKS qui phosphorylent et activent les MAPK.

Les MAPK sont activées par une double phosphorylation sur des résidus tyrosines et
thréonines spécifiques de leurs activations. Une fois activés, les MAPK activent
différentes voies de signalisation via la phosphorylation et I'activation de facteurs de

transcription.

- La voie MAPK/ERK, décrite dans les processus de prolifération et
différenciation, répond a de nombreux stimuli tels que les facteurs de
croissance, les cytokines ou encore lors d’'infection virale. La reconnaissance
de ces signaux active RasGDP en RasGTP, capables d’initier différents MKKKS
tels que Rafl ou B-Raf qui transduisent le signal par I'activation des MKKs,
MKKZ1 et/ou MKK2. La transduction de ce signal aboutit a I'activation des MAPK,
ERK1 et ERK2 dont les facteurs de transcription cible (telle que Elk1) sont

principalement décrits dans la réponse proliférative et 'angiogenése®46:97
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- La voie MAPK/JINK est principalement décrite dans les processus de mort
cellulaire telle que I'apoptose. Cette voie de signalisation cellulaire répond a de
nombreux stimuli incluant des cytokines ainsi que les stress environnementaux
telles que les radiations. La régulation de la voie JNK est complexe et dépend
de nombreux MKKKs capables d’influencer la réponse cellulaire. De maniéere
générale, on observe que l'activation de la MAPK JNKs (1, 2 ou 3) aboutit a
'augmentation de I'activité de c-Jun, un composant du facteur de transcription
de AP1 qui contrble la réponse a de nombreux stress cellulaires, cytokines et

facteurs de croissance49,

- La voie MAPK/p38 integre de nombreux signaux telles que les cytokines
inflammatoires, les hormones ou encore les stress environnementaux comme
les chocs osmotiqgues ou thermiques (heat shock protein). De maniere
intéressante, les cellules immunitaires sont activées par la voie p38 en réponse
a des signaux pro-inflammatoires et contribuent a la synthese de cytokine pro-

inflammatoire®.

L’ensemble de ces voies ne sont pas indépendantes mais agissent en étroite
collaboration. Par exemple, suite a 'activation cellulaire et a l'initiation de la voie de
signalisation MAPK/ERK, ERK1/2 active par phosphorylation le facteur de
transcription c-Fos. C-Fos forme alors un complexe avec JUN préalablement activé
par phosphorylation via la signalisation MAPK/JNK. L’hétérodimére AP-1 ainsi formé
par I'action simultanée des deux signaux MAPK permet d’initier I'entrée dans le cycle
cellulaire et ainsi la prolifération®® alors que dans d’autres contextes d’activation, AP-1

est décrit comme initiateur de I'apoptose®®

2) Engagement des molécules de costimulation
La signalisation TCR est indispensable a la mise en place du signalosome et
correspond au premier signal nécessaire a I'activation d’'un lymphocyte T. Cependant,
a lui seul, ce signal aboutit a I'anergie du lymphocyte T qui devient alors incapable de

s’activer et d’exercer sa fonction190:101,

Au cours de la présentation antigénique, les CPA expriment des molécules de

costimulation, capables de moduler ['activation d'un lymphocyte T. Bien que

36



'engagement de molécules de costimulation soit une étape indispensable a 'activation
d’'un lymphocyte T face a un antigéne spécifique, les molécules de costimulation sont
capables au cours du temps d’initier des complexes activateurs ou inhibiteurs de
l'activité d’'un lymphocyte T. On distingue les molécules de costimulation qui vont
directement influencer et participer la transduction du signal activateur (CD28, CD40L)
ou inhibiteur (CTLA4), et les molécules d’adhésions telles que LFA-1 et CD2 favorisant
le contact et les interactions entre le lymphocyte et la CPA. De telles interactions
influencent et régulent la force de la liaison TCR-pMHC, mais affectent également

l'amplitude et la qualité de la signalisation des cellules T.

2) 1) Interaction CD28-CD80/86 versus CTLA4-CD80/86
Les molécules CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) sont des protéines monomériques de la
famille B7, exprimant chacune deux domaines de type Ig, capables de se lier aux
molécules de stimulation, CD28 activateur et CTLA-4 inhibiteur92.103,

Ces deux protéines de la famille B7 dont I'expression est restreinte aux CPA
professionnels activés'®*1%5 ont une cinétique d'expression et d'affinité particuliére
permettant a la fois d’initier, amplifier ou inhiber la réponse immunitaire adaptative.
Tandis que CD86 est exprimé constitutivement sur les CPA et surexprimé lors son
interaction avec CD28, I'expression de CD80 est induite suite a I'activation de la CPA

pendant une durée de 4 a 5 jours (avec un pic maximal d’expression a 48 heures)6.

Les molécules de costimulation CD28 et CTLA-4 exprimées a la surface des
lymphocytes T sont capables d’interagir directement avec les molécules de
costimulation CD80/86 exprimées a la surface des CPA actives. Cependant, malgré
leur interaction commune, la formation du complexe CD28-CD80/86 initie un signal
activateur, indispensable a la prolifération et a la mise en place des fonctions
effectrices des lymphocytes alors que le complexe CTLA4-CD80/86 participe a la mise

en place d’un signal inhibiteur de I'activité des lymphocytes T.

De maniére intéressante, on observe que les molécules CD28 et CTLA4 n’ont pas la
méme cinétique d’expression au cours de l'activation des lymphocytes T. En effet,
alors que la molécule CD28 est exprimée de maniére constitutive a la surface des
lymphocytes T, on observe que le CTLA-4 a une cinétique d'expression plus complexe
dont I'exposition en surface est directement dépendante de I'état d’activation du

lymphocyte.
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Suite a la formation d’'un complexe TCR-pCMH activateur, les molécules co-
stimulatrices CD28 et CD86/CD80 exprimées par le lymphocyte et la CPA
respectivement, interagissent et forment les activateurs CD28-CD86 et CD28-CD8O0.
Ensemble, il génére un signal positif au sein des cellules T naives nécessaires a leur

activation, prolifération, différenciation ainsi qu’au contréle de l'infection07:108,

Initialement localisé au sein des vésicules intracellulaires, le CTLA4 est libéré a la
surface cellulaire au cours de l'activation des lymphocytes T. Cette exposition en
surface permet la formation de complexe CTLA4-CD86/80 inhibiteur de la réponse
immunitaire. Il est intéressant d’observer que I'affinité du complexe CTLA4-CD80/86
est supérieure a l'affinité du complexe CD28-CD86/80, favorisant la formation du

complexe inhibiteur au cours de temps suite a l'initiation du signal activateur0.110,

Aussi, au cours de l'infection, le mécanisme CD28/CTLA4 dépendant des molécules
de costimulation CD86 et CD80 exprimés en quantités limitantes a la surface des CPA
permet a la fois I'activation des lymphocytes T nécessaires au contréle du pathogene
lors des phases précoces de linfection ainsi que l'arrét de la réponse immunitaire
indispensable au contréle de I'inflammation lors des phases tardives de I'infection!!!
(Figure 1-12).

CD80/86
CTLA-4

Apoptosis Proliferation Cell-cycle arrest
Anergy Differentiation
Effector function

Figure I-12. Etat d’activation, modulé par les corécepteurs CD28 et CTLA-4. Lors de la reconnaissance du pCMH par le TCR
d’une cellule T, 'absence de signalisation CD28 initie une signalisation intracellulaire abortive aboutissant a I'anergie et 'apoptose
des cellules T. Ce mécanisme participe a la tolérance périphérique en inhibant les cellules T capables de reconnaitre un antigene.
La reconnaissance simultanée d'un pCMH par le récepteur TCR des cellules T et de CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2) par le récepteur
co-stimulateur CD28 entraine l'activation des cellules T, la production de cytokines, la prolifération et la différenciation. Apres
I'activation des lymphocytes T et la régulation a la hausse de I'antigene T-lymphocytaire cytotoxique 4 (CTLA-4 ; CD152), la co-
ligation du TCR et du CTLA-4 entraine l'arrét du cycle cellulaire et l'arrét de l'activation des lymphocytes T. APC, cellule

présentatrice d'antigéne. Repris d’Alegre et al. Nat reviews immunology 2001 111
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2) 2) Interaction CD40L-CD40
Le CD40 exprimé a la surface des CPA est un récepteur transmembranaire
appartenant a la famille des récepteurs du TNF. L'interaction du CD40 avec son
ligand CD40L exprimé a la surface d’un lymphocyte est largement impliquée dans les
dialogues entre un lymphocyte T et une CPA!'2113 | 'engagement de CD40 améliore
la survie des CPA via une régulation a la hausse de I'expression de Bcl-2 et aboutit a
la maturation de ces cellules''*. En outre, suite a I'engagement de CD40, les CPA
augmentent I'expression des molécules du CMH de classe Il, des molécules co-
stimulatrices CD80 et CD86 et sont activées pour la production de cytokines tels que
le TNF-q, IL-8 et MIP-1a 69. L'engagement de CD40, associé a la réponse a I'lFN-y,
les CPA induisent également la production d'IL-6 et d'IL-12, deux cytokines pro-
inflammatoires indispensables a la prolifération des lymphocytes T ainsi que la mise

en place des cellules effectrices telles que les CTL115116,

3) Engagement des récepteurs aux cytokines

Les cytokines représentent un groupe diversifié de protéines qui agissent comme
meédiateurs entre les cellules. Parmi les cytokines, on distingue les interleukines,
impliquées principalement dans les mécanismes d’activation, d’inhibition et de
différenciation de la réponse immunitaire, et les chimiokines principalement impliquées
dans les phénoménes migratoires.

Suite a la reconnaissance d’'un pathogene, les cellules de I'immunité innée peuvent
produire de nombreuses cytokines au site de l'infection telles que : I'lL12, I'IL1, I'IL6,
le TNFa et I'IFN de type 117, Ces cytokines pro-inflammatoires concentrées au site de
l'infection participent a Il'activation et la prolifération des cellules effectrices de
limmunité adaptative. Suite a la stimulation du TCR et des molécules de costimulation,
les lymphocytes T migrent au niveau du tissu infecté riche en cytokine pro-
inflammatoire. L’expression et I'activation du récepteur a I'lL12 participe a un signal
intracellulaire nécessaire a I'expression du CD25, également connu comme étant la
chaine a. de récepteur a I'lL2%8 Cette expression du CD25 en surface rend le
lymphocyte T sensible a la sécrétion d’IL2 (majoritairement produit par les
lymphocytes T CD4* actifs) et initie une cascade de signalisations aboutissant a
I'expansion clonale aussi bien des LT!° que des LB*?°. En paralléle, I'lL12 participe a

la différenciation des T CD4* en Thi sécréteur de I'IFNy, et du TNFa 21, deux autres
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cytokines ayant un réle majeur dans le contrdle de l'infection et stimulant l'activité
cytotoxigue des lymphocytes T CD8* 122.123,

A linverse, une fois l'infection contrélée, la sécrétion dans le microenvironnement de
cytokines anti-inflammatoires, telle que I'lL10, participe a l'arrét de la réaction
immunitaire?4,

Aussi, les cytokines présentes dans le microenvironnement ont un réle majeur dans le
contréle de lactivité du lymphocyte T et constitue un troisieme signal capable
d’orienter la réponse immunitaire. Cependant, leur activité est directement dépendante

des récepteurs qu’un lymphocyte exprime de maniére constitutive ou induite.

3) 1) Structure des récepteurs aux cytokines de type | et Il

En fonction de leur structure tri-dimensionnelle, les récepteurs aux cytokines sont
classifiés en 6 familles : les récepteurs de typel, les récepteurs de typell, la
superfamille des immunoglobulines, les tumour necrosis factor receptors, les
chemokine receptors et les TGFb receptors. L’ensemble de ces récepteurs sont
transmembranaires et expriment une région extracellulaire capable de reconnaitre au
moins une cytokine stimulatrice et un domaine intracellulaire capable d’initier la
réponse cellulaire en réponse aux stimuli. Parmi ces familles de récepteur, on distingue
les récepteurs aux cytokines de typel et Il dont la transmission du signal est
dépendante de la voie JAK-STAT, particulierement étudiée dans les étapes de
différenciation cellulaire!?.

Les récepteurs de typel et Il sont constitués d’'une, deux, voire trois chaines
polypeptidiques différentes codées par des génes distincts. Cependant, un récepteur
d’affinité optimale nécessite la co-expression d’au moins deux chaines différentes :
une chaine o fixant spécifiquement le ligand et une chaine 3 et/ou y, ne fixant
généralement pas le ligand a elle seule mais qui permet la stabilisation membranaire
de récepteurs de forte affinité ainsi que la transduction du signal intracellulaire.
Plusieurs cytokines exercent des effets biologiques trés proches. Cette redondance
est le reflet d’'un partage de chaines entre différents récepteurs. En effet, bien que la
chaine a soit spécifique d’une cytokine particuliére, les chaines  ou y, souvent en
guantité limitante, qui transmettent le signal intracellulaire, peuvent se coupler a
différentes chaines a. Aussi, dans le cas des récepteurs dimériques, ce mécanisme

de redondance permet a plusieurs cytokines différentes d’initier la méme voie de
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signalisation intracellulaire favorisant I'expression d’'une fonction biologique cellulaire
particuliere quelle que soit le tissu ou le milieu considéré!?6,

Cependant, dans certains cas, ce phénoméene peut également étre le reflet d’'une
compétition dans le choix d’'une signalisation intracellulaire. Le récepteur de I'lL2, dont
l'activation est indispensable a l'activation compléte des cellules effectrices, est un
complexe multimérique formé de trois chaines : une chaine o, spécifique de la
reconnaissance de I'lL2, et deux chaines, B et y, toutes deux indispensables a la
transduction du signal biologique de I'lL2. Cependant, bien que la chaine y soit
commune aux récepteurs de I'lL2, 4, 7, 9 15 et 21, ces cytokines activent des voies de
signalisations différentes, suggérant que lI'association entre la signalisation 3 et y est
indispensable a I'établissement de la fonction biologique associée. Dans ce cas,
puisque la disponibilité en chaine y est limitante, les quantités et chances d’interaction
entre la chaine y et les chaines o/ d’'un récepteur sont déterminantes au choix de la
signalisation intracellulaire ainsi que de la fonction biologique associée!?”128 (Figure
1-13).

IL-2R IL-4R IL-7R IL-9R IL-15R

IL-2Rb  g-¢ [L-9R &€ IL-2Rb g

IL4Ra g i IL-7Ra  g<

/‘Y\

IL-2Ra ‘IL-15Ra

'
'
'
'
'
'
'

| ;g -

/ Milicu extracellulaire

] Mcembrane plasmique

‘ Milieu intracellulaire

Figure I-13 : Composition, redondance et partage des chaines protéiques des récepteurs aux cytokines. Les récepteurs
aux cytokines majoritairement composés de deux ou trois chaines polypeptidiques, une chaine o (Cyan) capable de s’associer
avec une chaine capable d'initier la signalisation intracellulaire (y et/ou ) (Rouge). Plusieurs cytokines sont capables d’assurer
la mise en place de voies de signalisation communes, appelées mécanismes de redondance. Cette redondance est assurée par
le partage d’'une méme chaine y et/ou b entre deux chaines a différentes telle que la chaine y-c du récepteur a I'lL7 qui constitue
également les récepteurs a I'lL4. Les récepteurs aux cytokines IL2 et IL15 qui partagent uniquement la chaine y-c des
récepteurs IL7 et IL4 induisent des voies de signalisation différentes favorables a la prolifération cellulaire. Cette variabilité de la
signalisation intracellulaire est liée a I'expression d’une troisieme chaine () au sein de ces deux récepteurs également capables
de transduire le signal. Suite a la reconnaissance de leur cytokine spécifique, les récepteurs a I'lL2 et IL15 initient une voie de
signalisation dépendant des chainesy et § qui aboutit & la mise en place d'une signalisation intracellulaire différente des
récepteurs a [I'lL4 et IL7 qui exprime uniquement la chainey. Repris et modifié de http://acces.ens-
lyon.fr/biotic/biomol/enjeux/TGS/html/recepil.htm
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3) 2) Signalisation intracellulaire

Suite a la reconnaissance d’'une cytokine, les récepteurs initient une cascade de
signalisations intracellulaires aboutissant a I'expression ou la répression de génes
cibles. La transduction du signal de ces récepteurs est directement liée a la voie JAK-
STAT qui lui est associée. La fixation de la cytokine au récepteur initie un changement
conformationnel au niveau des chaines qui induit la transactivation des kinases de la
famille Jak (Jakl, Jak2, Jak3 et Tyk selon les récepteurs) qui sont associées a
chacune des chaines du récepteur. Cette transactivation induit la phosphorylation en
trans de chacune des kinases. Une fois phosphorylées et actives, les Jak kinases
phosphorylent des résidus tyrosine du domaine intracellulaire de chacune des chaines
du récepteur. Cette phosphorylation permet le recrutement des molécules STATS via
leur domaine SH2. Ce rapprochement stérique des molécules STATSs ainsi recrutées
et des Jak kinases permettent I'activation par phosphorylation des molécules STATSs.
Suite a leur phosphorylation, les molécules STATs peuvent se dimériser entre elles
grace a leur motif SH2, avant de migrer dans le noyau ou elles exercent leur activité
transcriptionnelle  (Figure 1-14). De maniéere intéressante, cette activité
transcriptionnelle est accompagnée d’une boucle de rétrocontrble négative via
laugmentation de I'expression des génes SOCS, capables d’inhiber la
voie JAK/STAT. Pour finir, il est important de constater que I'activation d’'un récepteur
et de sa signalisation JAK-STAT associée, active majoritairement une classe de STAT
mais est également capable d’initier plusieurs types de molécules STATSs différentes
simultanément qui peuvent s’hétérodimériser, ajoutant ainsi de la complexité a cette
signalisation mais favorisant aussi la flexibilité, 'adaptabilité et la plasticité de la

réponse aux cytokines!?.

42



Survival
Transcriptional regulation
Effoctor differentiation

B |

Figure I-14. Signalisation intracellulaire, JAK-STAT. (a) récepteur a I'lL2 en absence de la cytokine d’intérét (b). La fixation de
la cytokine (IL-2) a son récepteur initie la transactivation puis la cross-phosphorylation des kinases JAK associées a chaque
chaine du récepteur. Suite a leur activation, les kinases JAK phosphorylent des résidus tyrosine dans les chaines du récepteur
qui peuvent alors recruter les protéines STAT via leur domaine SH2. Les molécules STAT associées au récepteur sont également
phosphorylées, leur conférant la capacité de se dimériser. Les diméres de molécules STATs migrent alors dans le noyau ou elles
induisent la transcription de genes cibles. Plusieurs dimeres de STAT différents peuvent étres générés et participent ainsi a
I'expression de génes distincts en fonction du microenvironnement en cytokines. En paralléle, les récepteurs aux cytokines sont
capables d’activer des voies de signalisation annexes, telle que PI3K principalement activée par la signalisation TCR ou encore
la signalisation MAPK comme décrit en 1)1)4)2)3. De Razavi et Allen, 2015%°
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) Reéponse primaire et hétérogénéité des lymphocytes T CD8"
Les lymphocytes T CD8+ sont les principaux acteurs de I'immunité adaptative a
médiation cellulaire, capables de contr6ler les infections intracellulaires ainsi que les
mutations tumorales. La persistance d’'une population de lymphocytes T CD8*
nécessaire au maintien de cette immunité adaptative est assurée par la génération
d’un pool de lymphocytes T naifs a longue durée de vie, stockés au sein des organes
lymphoides secondaires. Suite a leur activation par une CPA professionnelle, capable
de présenter I'antigéne sur le CMH de classe | et de migrer jusqu’aux organes
lymphoides secondaires, les lymphocytes T naifs entrent en phase de prolifération
puis se différencient en cellules effectrices spécialisées, capables de controler

l'infection ainsi qu’en cellules mémoires assurant une protection a long terme.

1) Les lymphocytes T naifs

1) 1) Les lymphocytes T naifs sont générés au sein du thymus

Les progéniteurs des lymphocytes T (ETPs) se développent au sein de la moélle
osseuse, puis migrent dans le thymus. Les ETPs sont alors appelés thymocytes. Le
thymus est un organe constitué aussi bien de cellules d’origine hématopoiétique
(macrophage et DC) et non hématopoiétique (cellules épithéliales et corticales
thymiques) composant une succession de microenvironnements qui fournissent
'ensemble des signaux nécessaires a la maturation des thymocytes en
lymphocytes T naifs. Aussi, la maturation thymique est un mécanisme orchestré,
accompagné de modifications morphologiques et fonctionnelles qui s’effectuent du

cortex vers la médulla.
On discerne quatre grandes étapes lors de la maturation thymique (Figure 1-15) :

- Etape 1: Entrée et prolifération dans la zone sous-capsulaire : les ETPs
guittent la moélle osseuse et migrent a travers le flux sanguin jusqu’au thymus.
Cette migration est assurée par I'expression de récepteurs aux chimiokines
telles que CCR9/CCR7 ainsi que des molécules d’adressage (V-CAM1 et
ICAM-1)117.131-133 "Une fois dans le thymus, les ETPs s’engagent définitivement
dans la voie de différenciation lymphocytaire T. Ce processus est dépendant du
récepteur Notchl, exprimé a la surface des ETPs, qui trouve son ligand

activateur Jagged, exprimé a la surface des cellules stromales thymiques de la
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jonction cortico-médullaire. A ce stade, il migre en périphérie de l'organe et
exprime un phénotype de thymocyte dit « double-négatif » (DN) : CD4 et CD8".
Au cours de cette premiére étape de maturation, les DN acquiérent le marqueur
phénotypique CD2, modifient les profils d’expression CD44 et CD25 et
proliferent en réponse a I'lL7 exprimé dans la zone sous-capsulaire du thymus.
En paralléle, ils expriment également les génes RAG1 et RAG2, nécessaires
au réarrangement des genes codant pour les chaines a et B du TCR.

Etape 2 : Acquisition du TCR : Sous la dépendance du micro-environnement
thymique, les DN reéalisent leurs premiers évenements de recombinaison
génétique du TCR sur les génes composant la chaine Tcrf. Ces
recombinaisons aboutissent a I'expression a la surface cellulaire du pré-TCR,
composé d’une chaine 3 recombinée, d’'une chaine invariante et du CD3 qui
ancre définitivement les DN vers le stade de différenciation des
lymphocytes Tof34. A ce stade, les thymocytes appelés double-positif (DP)
expriment les molécules CD4 et CD8. Cette association du pré-TCR, associé
avec I'expression du CD4 et CD8, permet de tester fonctionnellement chaque
DP au sein du cortex par les cellules épithéliales corticales. Les DP, capables
de répondre aux cellules corticales, sont positivement sélectionnés et
proliférent, permettant d’augmenter la population de thymocytes exprimant une
chaine B valide. Les DP ainsi sélectionnés initient le réarrangement des génes
composant la chaine TCRa formant des DP aux TCR fonctionnels®®®. Il est
important de noter que chaque chaine o est recombinée de maniére aléatoire.
Aussi, chaque DP exprimant une chaine B identique suite a la prolifération
cellulaire exprime un TCRaf différent.

Etape 3 : Education thymique : Les DP exprimant un TCRaf ainsi que les
molécules CD4 et CD8 sont capables pour la premiére fois d’engager leur TCR
dans la formation d'un complexe TCR-pCMH accompagné de la
reconnaissance du CMH par le CD4 ou le CD8. Les DP ainsi formés expriment
tous un TCR formé de maniere aléatoire, capable de reconnaitre une infinité de
peptide antigénique. Pour empécher qu’un lymphocyte T soit capable de
reconnaitre et de s’activer au contact d'un antigéne du soi (appelé
lymphocyte T auto-réactif), les DP subissent une sélection positive, visant a

sélectionner les TCR capables de reconnaitre un antigene présenté sur une
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molécule du CMH accompagné d’une sélection négative, visant a éliminer par
apoptose les DP exprimant un TCR ayant une trop forte affinité pour un peptide
antigénique du soit36:137,

Etape 4: Export vers la périphérie au niveau médullaire: Les
lymphocytes T ayant passé avec succes les étapes de sélection (2%) perdent
le corécepteur non mis en jeu lors de ces étapes et deviennent des cellules

dites simples positives (SP). Elles expriment alors le TCRaf/CD3 ainsi qu’un

marqueur CD4 ou CD87138,

Les cellules simples positives naives passent alors au niveau périphérique ou elles

migreront vers les organes lymphoides secondaires dans I'attende de leur activation

future pour devenir des cellules T helper (CD4) ou cytotoxique (CD8).

Une fois le lignage établi au sein du thymus, celui-ci reste stable dans les cellules qui

migrent en périphérie, conservant les marques épigénétiques dictant 'expression de

nombreux genes-clés3®140, Malgré tout, suite a leur activation, 'ensemble de ces

cellules passeront par de nouvelles étapes de différenciation, augmentant la diversité

des populations T circulantes.
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Figure I-15. Maturation thymique des lymphocytes T (CD4* et CD8"). Au sein du thymus, les précurseurs hématopoiétiques
différenciés en progéniteurs lymphoides ETPs maturent et aboutissent a la formation de ses populations lymphocytaires T CD4*
et CD8* naives. Au sein du cortex, le microenvironnement initie la maturation des ETPs doubles négatives (DN) qui n’expriment
ni le TCR, ni les corécepteurs CD4 et CD8, vers le stade de cellules doubles positives (DP) qui expriment un pré-TCR et les deux
molécules de costimulation CD4 et CD8. Le pré-TCR formé de la chaine § du TCR recombinée ainsi que d’'une chaine o invariante
permet la formation de complexe TCR-pCMH via leur interaction avec les cellules épithéliales corticales capables de présenter
'ensemble des antigénes potentiellement exprimé par le soi. Dans le cas d’une interaction avec une affinité modérée entre le
TCR et le pCMH, le signal induit par le pré-TCR initie le réarrangement de la chaine o qui s’associe avec le TCR a la place de la
chaine invariante. A ce stade, les DP migrent dans la médulla, ol elles sont testées et sélectionnées pour leurs capacités a
pouvoir reconnaitre et réagir face au p-CMH. Seules les cellules fonctionnellement intéressantes, capables de maintenir une
interaction modérée avec le CMH sans réagir au peptide du soi seront sélectionnées. Ces cellules deviennent alors des
lymphocytes simples positifs (SP) qui expriment un TCR o/ associé & un seul corécepteur CD4* ou CD8*. Reproduit d’aprés

Germain et al., nature review immunology, 20024

1) 2) Les cellules naives sont des cellules a longue durée de vie

Les lymphocytes T CD8+ naifs sont des cellules capables de rester au repos plusieurs
années, en attente de leur stimulation spécifique'*>-144. Chez 'homme, la survie de
ces cellules est dépendante de signaux immunologiques, environnementaux ainsi que

de la prolifération homéostatique.

La signalisation TCR-CMH initie la signalisation PI(3)K-AKT. Dans le cas de la
reconnaissance d’'un peptide spécifique, la signalisation PI(3)K-AKT est fortement
induite et aboutie a I'activation de nombreuses voies de signalisation et facteurs de
transcriptions. L’ensemble de ces modifications aboutissent a la prolifération,
'activation et la maturation des lymphocytes T. Cependant, des 1997, des études
démontrent que la signalisation TCR-CMH, dépendante de la présentation d’un
peptide du soi est nécessaire a la survie des lymphocytes T naifs4>146, Ces études
réalisées chez la souris laissent penser qu’une faible signalisation PI(3)K, induite par
un signal TCR faible pourrait contribuer a maintenir un niveau d’activité basal,
favorable a leur activation et leur survie. De plus, bien que [l'activation d’'un
lymphocyte T soit restreint a la reconnaissance d’'un antigéne agoniste unique par un
TCR, on observe qu’'un TCR est capable de lier et reconnaitre plusieurs peptides dont
certains agirons comme des agoniste-partiels. Ces agonistes-partiels induisent une
réponse mesurable au sein des lymphocytes T naifs qui se traduit par une prolifération
minimale et la survie des cellules, sans étape de différenciation'#’. En parallele, les
lymphocytes T naifs expriment les récepteurs aux interleukines 7 (CD127) et 15 (IL7R,

IL15R), deux cytokines décrites comme indispensables a la survie des cellules
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lymphoides. Ensemble, ces signaux contribuent & inhiber la voie mitochondriale de

I'apoptose et participent a la prolifération homéostatique des cellules#8-10,

La prolifération homéostatique, mise en évidence chez ’lhomme, est un mécanisme
dépendant de différent signaux de survie et prolifération qui permet a un
lymphocyte T naif de proliférer tout en conservant son profil inactif, augmentant ainsi

le pool de lymphocytes T naif spécifique d’un antigéne unique®152,

1) 3) Les lymphocytes T naifs migrent aux seins des organes lymphoides

secondaires

Malgré le processus de prolifération homéostatique, la chance qu’un lymphocyte T naif
spécifigue d’un pathogéne rencontre son antigéne spécifique reste faible. Pour pallier
cette limite, les T naifs migrent et se regroupent au sein des organes lymphoides
secondaires (OLS) tels que les ganglions lymphatiques, la rate ou les plaques de
Peyer, lieu privilégié de la rencontre entre les cellules de l'immunité innée,
présentatrices des antigénes périphériques et les lymphocytes de 'immunité acquise.
En paralléle, pour maximiser leur chance de rencontre avec l'antigene, elles sont

capables de recirculer transitoirement, avant de réintégrer un OLS!%3,

Suite a leur libération du thymus vers le sang périphérique, les lymphocytes T migrent
et pénétrent au sein des OLS via I'expression de récepteurs aux chimiokines,
d’'intégrines et sélectines ainsi que via de nombreuses réorganisations du
cytosquelette d’actine. Les lymphocytes T naifs expriment fortement la L-selectin
(CD62L), un « homing récepteur » capable de lier des protéines d’adhésion (PNAd)
exprimé a la surface des cellules endothéliales. A l'approche de I'endothélium
vasculaire épais des OLS, cette liaison CD62L-PNAd rapproche le lymphocyte T de la
paroi vasculaire. Cette liaison a pour role d’'induire le phénoméne de « homing »
(roulement du lymphocyte le long de la paroi) ralentissant sa progression dans le flux
sanguin, ainsi que de favoriser les interactions entre le récepteur au chimiokine CCR?7,
exprimé par les lymphocytes T, de leur chimiokine CCL19 et CCL21 abondamment
exprimé par les tissus des OLS. Cette interaction induit une signalisation intracellulaire
aboutissant au passage de l'intégrine LFA-1 de sa forme inactive a sa forme active.
La forme active de LFA-1 est alors capable de reconnaitre et de lier ICAM-1 exprimé
par les cellules endothéliales, qui stoppe définitivement la progression du lymphocyte
(Figure 1-16). L’arrét du lymphocyte initie I'extravasation cellulaire, un mécanisme

regroupant I'ensemble des étapes nécessaires au passage du lymphocyte du flux
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sanguin vers 'OLS. Des études démontrent qu’une fois dans les OLS, les lymphocytes
sont capables de recirculer au sein du flux sanguin avant de retourner au niveau d’un
OLS favorisant une fois de plus les chances de rencontre avec un antigéne

spécifiquet®3154,

ICAM1
P S A
N e
e
Extravasation
. ) - Y

Figure 1-16. Entrée des lymphocytes T naifs dans le ganglion lymphatique. A l'approche des organes lymphoides
secondaires, les lymphocytes T naifs qui expriment le ligand CD62L sont captés par I'endothélium qui exprime le CD62. La
formation de ces complexes, associés au flux sanguin, permettent le « roulement » cellulaire le long de la paroi endothéliale. Les
ganglions lymphatiques (principaux organes lymphoides secondaires) expriment a leur surface endothéliale les
chimiokines CCL21 et CCL20 directement reconnues par le récepteur au chimiokine CCR7. La formation du
complexe CCR7/CCL20-21 initie le changement de conformation de LFA1 alors capable d’'interagir avec ICAM1 exprimé a la
surface des cellules endothéliales. Le complexe LFA1-ICAM1 induit I'arrét total du lymphocyte contre la paroi endothéliale
nécessaire a la mise en place de I'extravasation, un mécanisme complexe permettant aux lymphocytes de passer entre deux

cellules endothéliales. Adapté de Masopust et Schenkel, 201353
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2) Les lymphocytes T CD8" effecteurs
Les Ilymphocytes T cytotoxiques (CTL) sont les cellules effectrices T CD8".
L’engagement des cellules naives dans la voie de différenciation des Teff est
majoritairement induite par la présence de cytokineslIL2 et IL12 dans le
microenvironnement!®5-1%8  Cette différenciation est accompagnée de nombreuses
modifications phénotypiques telles que: laugmentation de [I'expression des
marqueurs CD44, CD69, KLRGL1 et du récepteur a I'lL2, associé avec la diminution
des marqueurs CD62L, CD127 et CD27 spécifiques a la localisation et a la survie des
cellules naives. Elles jouent un role central dans I'élimination des pathogénes
intracellulaires et dans la réponse antitumorale. En effet, les pathogénes
intracellulaires ainsi que les mutations tumorales induisent des modifications
génétiques qui modifient le répertoire peptidique présenté par CMH de classe | des
cellules transformées. Ces modifications du répertoire sont reconnues par le TCR et
activent les CTL qui scannent I'ensemble des CMH de classe | au sein du tissu

infectieux ou elles migrent.
2) 1) Les CTL migrent au sein des tissus infectieux

Lors d’une infection, les lymphocytes T activés doivent quitter les OLS et migrer vers
les tissus infectieux ou ils réaliseront leur fonction. La sortie des lymphocytes T des
OLS vers le flux sanguin est fortement corrélée avec le taux d’expression de S1PR1
(Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1), un récepteur membranaire sensible a la
chimiokines sphingosine-1-phosphate S1P, fortement exprimée dans le flux sanguin
et la lymphe. Suite a la reconnaissance antigénique au sein des OLS, la
signalisation TCR associée avec de forts signaux pro-inflammatoires induisent une
diminution transitoire de I'expression de S1PR1. Cette diminution d’expression est
associée a une rétention des cellules T CD8* activées au sein des OLS, décrite
comme favorisant les contacts avec I'antigéne présenté par les CPA et indispensable
a l'activation optimale des lymphocytes T%%-161 Au cours de leur activation, les
LT CD8* activées perdent I'expression des récepteurs CCR7 et CD62L favorisant leur
délocalisation des OLS, et réexpriment S1PR1 favorisant leur introduction dans la voie
sanguine. Une fois dans le flux sanguin, les cellules activées doivent migrer au sein
des tissus infectieux pour réaliser leur fonction de cellules effectrices. Cette migration
vers les tissus infectieux est dépendante d’'une succession d’événements dictée par

'expression de combinaison de molécules d’adhésion et de récepteurs aux
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chimiokines!®?, Dans un milieu pro-inflammatoire ou lorsqu’elles sont infectées, les
cellules épithéliales sécretent de nombreuses chimiokines telles que CXCL9 et
CXCL10 reconnues spécifiquement par le récepteur CXCR3, exprimé a la surface des
lymphocytes T CD8* stimulés. La sécrétion en CXCL9 et CXCL10 forment ainsi un
gradient capable de diriger la migration des lymphocytes T stimulés du flux sanguin
vers le tissu infectieux. En paralléle, en présence de cytokine pro-inflammatoire, les
lymphocytes T expriment les molécules d’adhésions VLA-4 et PSGL1 qui participent a

la migration du milieu périphérie vers les tissus infectés'63-165,

En 2002, weninger et al proposent deux modeles qui expliqueraient comment un
ensemble de lymphocyte effecteur peut acquérir 'ensemble des combinaisons de

récepteurs nécessaires a leur migration spécifique vers et au sein des tissus infectieux.

- Le modéle sélectif est basé sur la capacité des cellules au cours de leur
prolifération a acquérir des molécules d’adhésion et des récepteurs aux chimiokines
aléatoirement. Celui-ci, au méme titre que le réarrangement TCR, permettrait la
formation de cellules ou populations cellulaires exprimant des combinaisons de
récepteurs variables. Aussi, ce modeéle aurait 'avantage de former des lymphocytes
effecteurs capables de migrer au sein de I'ensemble des tissus d’'un organisme suite
a un seul événement d’activation. Cependant, il est cohérent de penser qu’un tel
modele induit une perte conséquente de LT spécifiquement orienté vers un tissu

spécifique.

- Le modéle instructif est basé sur I'éducation des lymphocytes T au cours de leur
activation a exprimé les molécules d’adhésions et récepteurs aux chimiokines dont

elles auront besoin pour répondre au type et au site de I'infection qui les a stimulées?¢®.

De nombreuses études suggérent I'existence du modéle instructif. En effet, dans le
cas d’'un contexte d’inflammation pulmonaire, Mikhak et al ont pu démontrer que
'expression de CCR4 nécessaire a la migration des Teff vers le tissu pulmonaire
nécessite que le peptide activateur soit présenté par un DC pulmonaire®’. En
parallele, Sigmundsdottir et al démontrent en 2007 que les DC résident au sein de
la peau sont capables en présence d’UV de synthétiser de la vitamine D3. Une fois
activée au niveau de la peau, ces cellules migreraient aux OLS ou leur métabolite
induirait 'expression de CCR10 par les lymphocytes T qu’elles activent. Ces cellules
deviennent alors sensibles a la chimiokine CCL27 secrétée par les cellules de

I'épiderme %8, En accord avec ces résultats, Hobb et al. montrent dans un contexte
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similaire que les lymphocytes T CD8* retrouvés au sein de la peau expriment les
récepteurs CCR10, CCRS8 ainsi que les ligands E et P selectin'®®. Ensemble, ces
études suggerent la mise en place d’'un modéle instructif ou les DC sont capables
d’éduquer les lymphocytes T, d’'une part en les activant et d’autre part en orientant leur

migration vers le tissu infectieux qui a initialement induit leur activation.

Quel que soit le contexte infectieux, un lymphocyte T activé est capable de migrer dans
I'ensemble des tissus infectieux'641%5, En paralléle, un lymphocyte T activé est capable
de retraverser un OLS et de subir une modification de son panel d’expression'’.
Ensemble, ces mécanismes maintiennent une flexibilité des lymphocytes T effecteurs,
capables de réagir en cas d’infections généralisées dans I'ensemble des tissus

infectieux.
2) 2) Les CTL réalisent la cytolyse

Lorsque qu’un CTL scanne la surface d’une cellule et rencontre un CMH de classe |
présentant le peptide dont il est spécifique, celui-ci se stoppe, stabilise la synapse
immunologique et induit le coup létal, se traduisant par la mort de la cellule cible
transforméel/infectée. Trois grandes voies ont pu étre identifiées permettant a un CTL
d’induire la mort d’'une cellule cible spécifique : la voie de la perforine/granzyme, la
voie FAS-L, et la voie dépendante des cytokines. Alors que la voie perforine/granzyme
et FAS-L vont nécessiter un contact direct pour l'induction de l'activité cytolytique, la
voie dépendante des cytokines va principalement impacter les cellules environnantes
en favorisant leur reconnaissance par les CTL ou dans une moindre mesure induire
lapoptose. De maniére intéressante, on observe que la granzyme B, la
signalisation FAS et TNFa initient toute l'apoptose par la voie d’activation des
caspases, démontrant une redondance d’activation des mécanismes de mort

cellulaire*’” (Figure 1-17).
2) 2)1) Lavoie perforine/granzymes

Ces deux protéines cytolytiques sont synthétisées par les CTL et pré-stockées au sein
des granules lytigues CD107A*. Suite a la reconnaissance d’'un peptide antigénique,
le CTL activé se polarise et en réorientant sa machinerie lytique telles que les granules
lytiques et l'appareil de Golgi, polarise le golgi vers la cellule cible!’*172, Lors de la
reconnaissance peptidique, le MTOC (microtubule organizing centre) migre

rapidement a la synapse immunologique et sert de plateforme a la migration des
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granules lytiques'’3174, Cette polarisation aboutit a la sécrétion des granules lytiques
au niveau de la synapse immunologique qui libéere dans la fente synaptique, les
protéines cytolytiques telles que la perforine/granzyme. Cependant, des études
récentes montrent que les lymphocytes T CD8* activés sont capables de tuer plusieurs
cibles simultanément, suggérant des mécanismes indépendants de la polarisation du
MTOC. Ce processus appelé « multiple killing » est dépendant d’'une polarisation des
granules lytiques qui précede la polarisation du MTOC au niveau d’'une synapse
lytique, permettant a un lymphocyte T CD8* unique de tuer deux cibles simultanément

malgré la présence d’un seul MTOC75:176,

La perforine identifiée entre 1984 et 1986 est une protéine monomeérique de 67kDa,
capable a pH neutre et en présence de Ca2* de former des pores au niveau de la
membrane de la cellule cible. Elle est stockée au sein des lymphocytes T CD8+ dans
des granules CD107a* au pH acide qui la maintiennent sous une forme inactive,
incapable de se lier au phospholipide'’”178, Suite a la sécrétion, la perforine est libérée
dans le microenvironnement a pH neutre. Dans ces conditions et en présence de
Ca2+, elle se lie au phospholipide de la cellule cible et s'oligomérise. Cette
oligomérisation forme au niveau de la membrane des pores de 16 a 22 nm qui rendent

la cellule cible perméablel’®-183,

Bien que la perforine soit un acteur majeur, son action seule n’est pas suffisante pour
induire I'apoptose de la cellule cible. La perméabilisation induite par I'oligomérisation
de la perforine permet le passage a travers la membrane plasmique, des protéines
lytigues de la famille des granzymes. Les granzymes induisent la mort des cellules
cibles par des voies dactivation complémentaire, non-redondantes et
hiérarchiques®*85 (Tableau 1). Parmi I'ensemble des protéines de cette famille, la
granzyme B est celle qui ressort comme ayant les propriétés pro-apoptotiques les plus
importantes. L'introduction de granzyme B suite a la perméabilisation cellulaire par la
perforine induit 'apoptose en 5-8 min via I'activation de la voie des caspases, soit en
clivant directement la caspase 3, soit via la voie mitochondriale. Chez 'homme, la
granzyme B agit principalement sur la voie mitochondriale. Lors de son introduction
dans le cytosol de la cellule cible, la granzyme B clive le facteur BID en tBID qui
participe a la perturbation de I'activité mitochondriale. La libération de cytochrome c

par la mitochondrie participe a la mise en place de I'apoptosome, complexe protéique
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qui clive de nombreuse caspases dont la caspase 3 et la caspase 9 qui induisent la

mort cellulaire186-189

Cell type Cytotoxicity® Morphology Phosphatidylserine  Propidium Initiati on
{functional exposure? iodide phasa!
granzymes) uptake® (minutes)
Wild-type ———— Clazsical apoptosis Early Late =
MK cells [zecondary
{predominanthy neorosis)
granzyme B)
GzmA™ ———— Clazsical apoptosiz Early Lat= =7
ME ells {zmoondary
{predominantly meorosis)
granzyme B}
CzmE-Micels  ++ Athetoziz bworm-like  Simultaneous Simultanecuz  ~15
(predominantly marphology, [zmcondary necrosis)  (secondarny
granzyme A elongsted cells and no neorosis)

mermibrans blzbbing)
GzmA~-GzmE™  +/- Similar to apoptosiz  Late Lat= Twpically
CTLs (other but slower [zmcondary =20
granzymes) neorosis)

Tableau 1. Hiérarchie des voies de mort cellulaire dépendantes des granzymes. La quantité relative de mort

cellulaire dans un test typique de 4 heures. Chaque « + » indique la mort d’environ 20% des cellules cibles.

« +/- » indique la mort de < 20% des cellules cibles. Exposition des phosphatidylsérines est une étape précoce de
I'entrée en apoptose des cellules. L’iodure de propidium est une sonde de 'ADN uniquement capable de pénétrer au sein des
cellules mortes. CTL, lymphocyte T cytotoxique ; Gzm, granzyme; NK, tueur naturel. Repris de Voskoboinik et al.

2015,

2) 2)2) Lavoie FAS/FAS-L

Dans un contexte inflammatoire, les cellules cibles expriment le récepteur
membranaire FAS (CD95), capable de reconnaitre la protéine, FAS-L (FAS ligand)
exprimée a la surface des CTL activées. Lors d’une interaction soutenue et spécifique
entre un CTL et sa cible, le ligand FAS-L se lie a son récepteur FAS qui induit une
signalisation intracellulaire aboutissant a I'apoptose de la cellule cible par la voie

classique d’activation des caspases!®.
2) 2)3) Lavoie des cytokines

Les cytokines ont un impact majeur dans le recrutement et I'activité du systeme
immunitaire. Comme I'ensemble des cellules du systéeme immunitaire, les CTL
activent, synthétisent et sécretent des cytokines favorisant leur capacité effectrice.
Parmi les cytokines sécrétées par les CTL, on retrouve majoritairement les cytokines
pro-inflammatoires, « tumour necrosis factor » TNFa. et « interferon » IFNy. A l'inverse

des mécanismes cytolytigues perforine/granzyme et FAS/FAS-L, les cytokines
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secrétées par les CTL ne nécessitent pas un contact direct entre le lymphocyte et sa
cible pour exercer leur action. Aussi, suite a la reconnaissance antigénique, les
cytokines secrétées pourront réaliser leur action et favoriser la réponse immunitaire au

sein des tissus infectieux#’.
2) 2)3)1) Le TNFa

Le TNFa est décrit pour la premiere fois en 1975 comme un facteur soluble libéré par
les cellules de I'héte, capable d’induire la nécrose de tumeur par sa seule présence
dans le sérum!®l. Cette cytokine, fortement sécrétée par les lymphocytes T CD8*
activés, est capable de se lier aux récepteurs membranaires, TNFR1 et TNFR2
respectivement impliqués dans les mécanismes de mort cellulaire par apoptose et de
survie cellulaire. L’action du TNFa sur la mort ou I'apoptose est donc dépendante de
I'état d’activation cellulaire ainsi que des facteurs associés'®2. Dans un contexte
inflammatoire, la sécrétion de TNFa par les CTL favorise 'apoptose des cellules

environnantes via I'activation des caspases.
2) 2)3)2) L’IFNy

L’interféron (IFN) est décrit pour la premiere fois en 1957 par A. Isaacs, J.
Lindenmann et R.C. Valentine!®®, comme ayant une activité antivirale. Parmi les
interférons, on distingue les interférons de classe | : IFNa et IFN, des interférons de
classe Il : IFNy. L’IFNy, unique membre de la famille des interférons de classe Il, est
une cytokine pro-inflammatoire fortement synthétisée et sécrétée par les CTL actives.
L’IFNy libéré dans le microenvironnement est capable de se lier aux
récepteurs IFNGR1 ou INFGR2 présentés a la surface cellulaire. Dans ce contexte,
'INFy potentialise la réponse immunitaire en favorisant la reconnaissance des cellules
infectieuse ainsi que leur élimination. Dans le cas de l'activité du CTL, I'lFNy sécrété
induit une augmentation transcriptionnelle du CMH de classe | qui favorise la
présentation et la reconnaissance de I'antigéne spécifique en augmentant le nombre
de complexes CMH-peptide a la surface des cellules cibles'®*1%. En paralléle, I'IFNy
via la voie STAT1, IRF1 induit la surexpression du récepteur FAS et I'élimination
médiée par la signalisation FAS des cellules cibles environnantes de la CTL
activel®/1%8 Ensemble, 'augmentation du CMHI et du récepteur FAS a la surface des
cellules du tissu infecté favorise la reconnaissance et la neutralisation par apoptose

des cellules infectées ou tumorales.
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Pour finir, il est intéressant de noter que les IFN de type | et Il (y) ont pu étre montrés
comme reégulant positivement I'expression du récepteur TRAIL (tumour-necrosis-
factor related apoptosis inducing ligand) a la surface des lymphocytes T, et/ou des
cellules de 'immunité innée, qui contribue fortement au contréle des cellules tumorales
via l'induction des caspases!®®-2°1, Cependant, a I'inverse de I'lFNa (de type I), 'IFNy

n’est pas capable d’induire directement I'apoptose via la voie p532°2,
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Figure I-17. Les mécanismes de cytotoxicité des CTL. La mort cellulaire par cytotoxicité repose sur une cascade d’activations
aboutissant au clivage de la caspase 3. Une fois activée, la caspase 3 initie une seconde cascade d’activations aboutissant a la
protéolyse et apoptose des cellules cibles. L’entrée de granzyme B (voie perforine/granzyme) dans le cytoplasme de la cellule
cible ou le clivage de la caspase 8, suite a la reconnaissance du FAS-L ou du TNFa sur leur récepteur spécifique, initient
'ensemble des étapes aboutissant a la protéolyse et I'apoptose dépendante de la voie des caspases. La granzyme B et/ou la
caspase 8 active clive et active la protéine BID en tBID. tBID est reconnue par les canaux Bax-Bak de la mitochondrie qui s’ouvre
et laisse passer par osmose le cytochrome c de la mitochondrie vers le cytoplasme cellulaire. Le cytochrome c ainsi libéré
s’associe et active 'apoptosome, un complexe protéique composé de sept protéines APAF1 et d’'une protéine caspase 9, qui clive
la caspase 3 en caspase 3 active. Une fois active, la caspase 3 initie une cascade d’activations qui aboutit a la mort cellulaire par

apoptose. Repris et adapté de Taylor et al. 2008 23,
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2) 3) La courte durée de vie des CTL est directement controlée par son

niveau d’activation

Comme vu précédemment, I'inflammation dite « aigué » contribue au recrutement et a
la maturation de cellules immunitaires, indispensables au contréle de l'infection.
Cependant, des perturbations dans les mécanismes de régulation de I'inflammation
ou l'incapacité a endiguer linfection initiale, tel que dans le VIH, contribuent a
I'établissement d’une inflammation chronique associée a de nombreuses pathologies
telles que I'athérosclérose, le diabéte de type Il, 'asthme ou encore le cancer?®4-206,
Aussi, le contréle de linflammation au cours de [linfection est un processus

indispensable au bon fonctionnement de I'organisme.

Le contréle de linflammation dépendante des CTL est assuré par la phase de
contraction de la réponse immunitaire. Il s’agit d’'une étape tardive de la réponse
aboutissant a linactivation et l'apoptose des cellules effectrices. Celle-ci est
dépendante de la mise en place de signalisations inhibitrices assurées par I'expression
de récepteurs membranaires telles que CTLA4, PD1 ou encore FAS. La mise en place
de ces voies et I'inhibition de la réponse immunitaire sont dépendantes de I'activation
cellulaire des CTL. Dans ce sens, Prato et al. démontrent que I'inactivation des CTL
est directement dépendante de la reconnaissance antigénique ainsi que du nombre

de cellules cibles rencontrées?97,
2) 3)1) Voie d’inhibition CTLA4-CD80/86

Comme décrit dans la section 11)2)1, suite a I'activation d’'un lymphocyte T, le récepteur
inhibiteur CTLA-4 est exprimé a la surface et entre en compétition avec les
récepteurs CD28 activateurs pour les récepteurs CD86 et/ou CD80 exprimés par les
cellules présentatrices. CTLA-4 ayant une constante d’affinité pour CD80 et CD86 plus
importante que CD28, sa surexpression en surface au cours du temps limite I'activation

des lymphocytes T et initie I'anergie des cellules CTL.
2) 3)2) Voie d’inhibition PD1/PD-L1

La signalisation Programmed death 1 (PD1) et le ligand (PD-Ls) est un nouveau
membre de la famille des B7/CD28 qui contribue fortement a 'immunorégulation et la
tolérance périphérique des lymphocytes?®®. Comme CTLA-4, PD1 est un récepteur
membranaire inhibiteur de lactivité des lymphocytes T, exprimé suite a leurs

activations®®. L’induction du signal inhibiteur de PD1 est dépendant de la
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reconnaissance de ces ligands PD-L1 et/ou PD-L2. PD-L1 est exprimé par les cellules
hématopoiétiques et parenchymateuses dont les hauts taux d’expression au niveau
des organes tels que le cceur, les poumons ou le foie suggérant un contréle accru de
linflammation au sein de ces organes. PD-L2, quant a lui, est un ligand dont
I'expression est restreinte aux macrophages et cellules dendritiques?®. De plus, on
observe que les macrophages et les DC qui expriment un faible niveau basal de PDL-
1, surexpriment ce ligand dans un contexte inflammatoire, en particulier en présence
de I'lFNy. De plus, des expérimentations in vitro montrent qu'une stimulation du
récepteur CD40, mimant [linteraction CD40 - CD40L entre une CPA et un
lymphocyte T favorise également I'expression de PD-L1%°9. En paralléle, des
expériences in vitro démontrent que la stimulation du CD3 au niveau des
lymphocytes T, mimant une reconnaissance TCR, favorise également I'expression de
PD-L1 sur ces cellules?'°. Ensemble, ces résultats suggérent que I'expression de PD-
L1 est un senseur du niveau d’activation des lymphocytes T aussi bien au niveau des
CPA environnantes que des lymphocytes T et contribue ainsi au controle de

'inflammation via la signalisation inhibitrice PD1.
2) 3)3) Voie d’inhibition FAS/FAS-L

Comme détaillé précédemment en 111)2)2)2), suite a leurs activations, les
lymphocytes T CD8* expriment le FAS-L, capables d’initier 'apoptose aux seins des
cellules cibles qui expriment le récepteur FAS. Cependant, au cours de leur
activation TCR/CD3, les lymphocytes T surexpriment également le récepteur FAS, les
rendant sensibles a [Il'apoptose suite a une interaction FAS/FAS-L entre

deux lymphocytes actifs90:211,
2) 4) Les sous-populations effectrices

Au cours de la réponse immunitaire a médiation cellulaire, les CTL également appelés
Tcl sont les cellules T CD8+ effectrices les plus représentées et actives capables de
contréler linfection. Cependant, de nombreuses études démontrent aujourd’hui
I'existence de sous-populations lymphocytaires T CD8* effectrices, aux marqueurs
phénotypiques, fonctions et propriétés de sécrétions différentes. Ces populations
cellulaires dont la mise en place est dépendante des conditions de stimulation seront

détaillées plus en profondeur dans le chapitre V)1).
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3) Les lymphocytes T CD8" mémoires
Suite a l'activation, la prolifération, la différenciation des T naifs et le controle de
I'infection, on retrouve au sein de 'organisme hote des lymphocytes mémoires ou Tm.
Cette population cellulaire retrouvée dans une proportion bien inférieure a la
population effectrice assure la réponse immunitaire secondaire, plus rapide et efficace
gue la réponse primaire suite a un second contact avec I'antigéne déja rencontré. Cette
efficacité est assurée par 'augmentation du pool cellulaire capable de répondre a
'antigéne ainsi que par le caractére pré-activé des lymphocytes Tm par rapport au
naif. En effet, on observe que le stock de cellules mémoires spécifiques pour un
antigéne, générés suite a la phase de contraction de la réponse immunitaire, est
supérieur au stock initial de cellules naives spécifigues pour le méme antigéne. En
paralléle, les cellules mémoires expriment un profil phénotypique et transcriptionnel &
mi-chemin entre les cellules naives et effectrices. Initialement décrites comme étant
des cellules a longue durée de vie exprimant les marqueurs de survie CD127(IL7R),
IL15R et CD27 et localisées dans les ganglions lymphatiques via I'expression de
marqueur de migration telle que CD62 et CCR7. Des études démontrent, dés 1999,
I'existence de plusieurs sous-populations de lymphocytes T mémoires aux propriétés
migratoires et fonctionnelles distinctes?1>-?15. De maniéres générale, on observe que
les lymphocytes T mémoires, a longue durée de vie, passent leur profil d’expression
du marqueur CD45RA* (naives) a I'expression du marqueurs CD45RO*, acquiérent
les marqueurs d’activation précoces telle que CD44+, sans acquérir les marqueurs

d’activation des cellules effectrices terminales telle que KLRG1*.
3) 1) Les lymphocytes T mémoires centraux : Tcm

Les lymphocytes Tcm sont des cellules majoritairement retrouvées au sein des
organes lymphoides secondaires. Il s’agit de cellules ayant recirculé, exprimant le
marqueur d’activation CD44* et CD45R0O+, qui réintégrent les organes lymphoides
secondaires via I'expression des marqueurs de migration CD62L et CCR7. Sallusto
et al. démontrent, des 1999, que les cellules a longue vie exprimant le récepteur au
chimiokine CCR7* en association avec CD62L est indispensable au roulement
cellulaire (homing) aboutissant a l'arrét et I'extravasation au sein des organes
lymphoides secondaires?*® (cf. 11)1)3)). Une fois dans les organes lymphoides
secondaires, les Tcm présentent un spectre d’activation plus large et efficace que les

cellules naives via I'expression de récepteur membranaire telle que CCR4, CCRY7,
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CXCR3 ou CD40L, qui favorisent les interactions avec les cellules
dendritiques?13216.217 Suite a leur re-stimulation, les Tcm sécrétent de [I'IL2
indispensable a leur prolifération cellulaire et sont capables de générer des

cellules Tem (effecteur memory) ainsi que des cellules effectrices.
3) 2) Les lymphocytes T mémoires effecteurs : Tem

Comme les Tcm, les Tem sont présents suite a la contraction de la réponse
immunitaire et sont capables de répondre a un second contact avec leur antigéne
spécifiqgue. Cependant, contrairement au Tcm, ces cellules n’expriment ni le marqueur
membranaire CD62L, ni le récepteur au chimiokine CCR7213, justifiant leur localisation
périphérique?!8. De plus, ces cellules expriment des taux importants de récepteurs aux
chimiokines CCR1, CCR3, CCR5 en association avec I'expression des 1 et 32
intégrines spécifiques de la migration et du homing vers les tissus inflammés?13.219-221,
Au cours de leur activation, ces cellules sécrétent un panel de cytokines différentes
des Tcm, composées d’'IL4, IL5 et d’'IFNy en association avec une diminution de la

sécrétion d’IL2.

Alors que la restimulassions des lymphocytes Tcm CCR7* est capable de former un
panel de cellules effectrices et Tem CCR7, la re-stimulation des cellules Tem CCR7-
induit la formation de progénie conservant le phénotype CCR7- ainsi que des
propriétés de cellules effectrices®'® suggérant que les lymphocyte Tem sont
dépendants des Tcm. Plus récemment, des études démontrent I'existence de
lymphocyte T CD8+ et CD4+ mémoires résidants des tissus (Trm)?212.214.222 exprimant

un large panel de récepteurs dépendant des organes ou elles sont retrouvées?®,
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[l) Ladifférenciation effecteur/mémoire des
lymphocytes T CD8*

La différenciation est un processus primordial indispensable a la survie des
organismes complexes multicellulaires. Ce mécanisme permet a une cellule de se
spécialiser dans un type cellulaire qui se traduit par des modifications morphologiques,
des expressions géniques et des fonctions biologiques. Ces mécanismes de
différenciation arrivent tout au long de la vie d’un individu. On distingue les cellules
pluripotentes telles que les cellules souches capables suite a leur division de suivre
plusieurs voies de différenciation aboutissant a la formation de nombreux types
cellulaires distincts (telles que des cellules cardiaques, myéloides et lymphoides), des
cellules déja engagées dans une voie de spécialisation dont la différenciation ne sera
restreinte qu’a I'acquisition de nouvelles fonctions spécifiques de type cellulaire déja
pres établi (tels que les lymphocytes T effecteur versus mémoire). De maniere
générale, on observe que plus une cellule se différencie, moins celle-ci sera capable
de varier le type de cellule gu’elle peut produire, justifiant le terme de spécialisation

cellulaire.

1) Les acteurs moléculaires de la différenciation
Suite a leur activation et a leur prolifération, les lymphocytes T CD8+ engagés dans la
voie cytotoxiqgue subissent des modifications phénotypiques, métaboliques et
fonctionnelles. Ces modifications sont contr6lées par des signaux extracellulaires telle
gue la signalisation TCR, les contacts cellulaires ou encore les cytokines présentes
dans le microenvironnement. Ensemble, ces signaux établissent le profil de
différenciation et I'acquisition des fonctions du lymphocyte T effecteur ou mémoire via
I'expression ou l'activation de facteur de transcription (FT) capable de lier TADN et
d’induire ou d’inhiber I'expression de geénes spécifiques.

1) 1)Les facteurs de transcription
L’acquisition d’un profil cellulaire est finement régulée et fait intervenir de nombreux
acteurs aux fonctions redondantes, complémentaires ou antagonistes. Cependant, de
nombreuses études mettent en évidence des facteurs de transcription ayant un impact

majeur dans les définitions du profil effecteur ou mémoire. De maniere intéressante,

on observe que de nombreux FT aux actions antagonistes sont régulés par des voies
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de signalisation communes. Aussi, un FT pro-effecteur est couplé a un FT pro-
mémoire et forment ensemble un couple « balance » contribuant au choix de

différenciation®?® (Figure 1-18).
1) 1)1) Balance T-bet/Eomes

T-bet et Eomes sont deux facteurs de transcription de la famille T-Box dont les niveaux
d’expressions sont cruciaux a I'établissement du profil effecteur ou mémoire. Au cours
de l'activation précoce d’un lymphocyte T naif, T-bet et EOMES sont exprimés et
participeraient, grace a leur fonction redondante, a la formation des CTL en participant
a l'expression des molécules effectrices IFNy, perforine et granzyme ainsi qu’a
'expression de récepteurs au chimiokine CXCR3 et CXCR4155156,158,224,225
Cependant, suite au contrdle de I'infection, on distingue au sein d’'un méme clone, les
lymphocytes T effecteurs terminaux qui expriment T-bet et des lymphocytes T
mémoires qui expriment EOMES. Malgré des fonctions redondantes, au cours de
l'activation précoce, des études montrent qu’une déficience en T-bet inhibe la
formation des cellules effectrices terminales (KLRG1* ; CD62L ; IL7Ra’) alors qu’'une
déficience en EOMES inhibe I'expression de CD122, CD62L, CXCR3 et CXCR4,
molécules participant a la mise en place d’une signalisation IL15, de la survie ainsi que
de la migration vers les ganglions lymphatiques caractéristiques des cellules
mémoires (KLRG1" ; CD62L* ; IL7Ra*)?%°,

T-bet et Eomes sont régulés par des voies de signalisation similaires, avec la
signalisation IL12 et mTOR qui favorisent I'expression de T-bet tout en réprimant
'expression d’Eomes et la signalisation Foxo1 qui favorise I'expression d’Eomes tout
en réprimant I'expression de T-bet??6. Ces résultats suggérent que T-bet et Eomes
agissent et sont régulés en deux temps, avec une expression coordonnée lors de
I'activation précoce, nécessaire a I'expression de molécules décrites aussi bien pour
les fonctions effectrices que mémoire puis l'inhibition de 'une des deux voies lors de

I'établissement du profil de différenciation terminale.
1) 1)2) Balance Blimp1/BCL6

Blimp1l et BCL6 sont deux facteurs de transcription a doigt de zinc conservés dans la
méme voie de signalisation, caractérisés comme antagonistes et capables de se
réprimer I'un l'autre??’, dont les niveaux d’expressions sont déterminants pour la

définition du profil effecteur ou mémoire. Blimp-1 est fortement exprimé au sein des
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lymphocytes T effecteurs et participe au potentiel effecteur des CTL via I'expression
de I'lFNy, le Granzyme B ou en favorisant la migration au site inflammatoire. De plus,
Blimp-1 est également caractérisé comme répresseur transcriptionnel en inhibant
certains programmes mémoires. Le niveau d’expression et I'activité antagoniste de
BCL6 sont directement corrélés au niveau d’expression de Blimp-1 qui I'inhibe. Alors
que I'expression de Blimp-1 est montrée comme indispensable a la mise en place des
fonctions effectrices des CTL??8229, ['expression de BCL6 est cruciale au
renouvellement des cellules mémoires matures ainsi qu’a leur longue de vig!®5230.231,
De maniéere intéressante, on observe que, suite a la clearance du pathogéne,
'expression de Blimp-1 diminue au sein des cellules matures. Cette diminution de
Blimp-1 inversement corrélée avec une augmentation de BCL6 est associée a la
population mémoire mature!®®, Pour finir, 'étude de Nakayamaka et al. de 2011
réalisée sur des lymphocytes T CD4* suggére que T-bet et BCL-6 seraient capables
d’interagir et de constituer une balance T-bet/BCL-6, ou T-bet réprime I'expression de

BCL-6 en fonction de la disponibilité en IL-22%2,
1) 1)3) Balance ID2/ID3

ID2 et ID3 sont deux facteurs de transcription de la famille des helix-loop-helix (HLH).
lls sont tous deux exprimés par les lymphocytes T effecteurs et contribuent a la survie
cellulaire. Cependant, le taux d’expression ID2/ID3 est déterminant du profil de
différenciation avec ID2 participant a la survie des cellules effectrices pendant la
transition naive-effecteur et ID3 participant a la survie des cellules pendant la transition
naive-mémoire via I'expression de facteurs telle que FOXM1 et NEK2 qui stabilisent
le génome®®>233-235 De maniere intéressante, le facteur de transcription pro-
effecteur ID2 est décrit comme stabilisant des genes de survie et anti-apoptotique telle
gue BCLS6, alors que Blimp-1 répresseur transcriptionnel de BCL6 inhibe ID3 mais pas
ID2233, suggérant des interactions fines et complexes entre les facteurs effecteurs et

mémoires.
1) 1)4) IRF4

Les facteurs régulateurs de linterféron (IRFs) sont des facteurs de transcription
impliqués dans les mécanismes de survie, de croissance, de prolifération et de
différenciation des cellules immunitaires. De par leur activité anti-apoptotique et

initiatrice de la prolifération, les IRFs sont des cibles au fort potentiel oncogene et
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transformant. IRF4 également connue comme « multiple myeloma oncoprotein 1 »
(MUM1) est un membre de la famille des IRFs dont I'expression est spécifique a la
population lymphocytaire?®6. Au sein des lymphocytes T CD8*, bien qu’IRF4 ne soit
pas indispensable a I'activation précoce des lymphocytes T CD8", son expression est
indispensable au maintien de la prolifération, de la survie ainsi que la différenciation
vers le profil effecteur3-23°, Comme pour les autres membres de la famille des IRFs,
'expression d'IRF4 est associée a I'expansion ainsi qu’a la survie cellulaire. En
inhibant I'expression et I'activité de la CDKn2a, un inhibiteur de cycline-dépendant
kinase (CDK) ainsi que de la protéine apoptotique BIM, IRF4 contribue a I'expansion
cellulaire en favorisant la prolifération tout en diminuant I'apoptose?3. Bien que les
lymphocytes soient capables d’initier leur prolifération en absence d'IRF4,
Raczkowski et al. montrent en 2013 que I'expression d’'IRF4 est indispensable a
I'acquisition des fonctions cytotoxiques, caractéristique de la lignée effectrice?8.En
paralléle, il démontre que l'absence d’IRF4 diminue I'expression des facteurs de
transcription Blimp-1, T-bet et ID2 tout en augmentant I'expression de BCL6, Eomes
et ID3 suggérant qu’lIRF4 est un facteur-clef de la différenciation cellulaire des
lymphocytes T CD8*. La méme année, une étude indépendante démontre également
limplication d’'IRF4 dans I'expression d’'un panel de genes spécifiques de la
différenciation effectrice telle que 'augmentation de Grzma (Granzyme A) et de Fasl
(Fas Ligand) impliguées dans la mise en place des propriétés cytotoxiques des
lymphocytes T ; ou la diminution de I'lI7r (récepteur a I'lL7) impliquée dans la survie

des mémoires??’.

1) 1)5) Le cas mTOR/Foxol

La signalisation mTOR, dépendante des complexes protéiques MTORC1 et mMTORC2,
est un puissant acteur métabolique senseur de la disponibilité en nutriment. Bien qu'il
ne s’agisse pas d’'un facteur de transcription, de nombreuses études démontrent que
la signalisation dépendante de mTOR est déterminante lors de la différenciation
cellulaire?®®, De plus, mTOR est en étroite interaction avec le facteur de
transcription Foxol, capable a lui seul de contrdler le niveau d’expression générale
des facteurs de transcription T-bet et Eomes, mais également de CD62L, CD127 et
KLRG1 qui sont des marqueurs phénotypiques-clef, caractéristiques des populations
effectrices ou mémoires??6:241.242_ | ’intégration de nombreux signaux par mTORC1 et

MTORC?2 tels que la disponibilité en nutriment, I'intégration du signal TCR et des
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cytokines ainsi que son activité régulatrice de Foxol font de mTOR un point

névralgique de la différenciation des lymphocytes T CD8".

Foxol est un facteur de transcription de la famille des forkhead box (Fox) qui regroupe
guatre protéines (Foxol, Foxo3, Foxo4 et Foxo6) conservées au sein des
mammiféres. Elle régule de nombreuses fonctions physiologiques telles que la
progression du cycle cellulaire, la survie cellulaire, la réponse au stress, ainsi que la
différenciation cellulaire?43244, ’expression de Foxo1 au sein des lymphocytes T induit
directement I'expression de TCF7245246 un facteur de transcription qui régule
directement I'expression d’Eomes?4/248, Aussi, a lui seul, le facteur Foxol est capable
d’induire I'expression de Eomes tout en inhibant T-bet et de diriger le développement
des lymphocytes T vers un profil mémaoire??6. De plus, I'expression de Foxo1 régule le
trafic vers les organes lymphoides secondaires ainsi que I'auto-renouvellement des
cellules via I'expression de KIf-2 et IL7Ra, CD62L et CD127 abondamment exprimées
par les lymphocytes T naifs et mémoires?41:242.249.250 tout en diminuant I'expression de

KLRG1 fortement retrouvé au sein des CTL225,

Au cours de son activation, un lymphocyte T integre de nombreux signaux participant
a l'augmentation de la signalisation mTOR qui contribue a l'inactivation de Foxol.
Cette inhibition, initiée par mMTORC1 et mMTORC2 mais maintenue au cours du temps
par mTORC1, est une étape primordiale permettant le switch d’expression entre
Eomes et T-bet, indispensable a la différenciation des effecteurs terminaux.
Cependant, il est important de souligner que I'ensemble de la voie de mTOR et
principalement celle de mTORC2 ne sont pas encore élucidées. En effet, bien qu’il soit
clair que mTORC?2 initie I'inactivation de Foxol, son activité a pu étre décrite dans des
études récentes comme nécessaire a la mise en place?! ou a I'inhibition du phénotype

mémoire?®2, suggérant un role transitoire de mTORC2 encore mal compris.
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Effecteur T CD8* Mémoire T CD8*

Figure I-18. Balance transcriptionnelle effecteur vs mémoire. La différenciation des lymphocytes T effecteurs ou mémoires,
identifiés par I'expression de nombreux marqueurs phénotypiques (dans les cercles), est controlée par I'expression de facteur de
transcription spécifique (dans les triangles), eux méme dépendant des signaux environnementaux. Repris de Mittrucker et al
2014%%

2) Les voies de signalisation effecteur/mémoire
La différenciation lymphocytaire est un mécanisme d’'une grande plasticité, conférant
a 'immunité adaptative sa capacité a pouvoir réagir a tout type d’infection. Cette
plasticité et le choix de la réponse d’'un lymphocyte T sont le reflet d’'un ensemble de
signhaux directement liés au contexte infectieux présent dans le microenvironnement.
Parmi ces signaux, on retrouve principalement la force de la signalisation TCR, reflet
de I'affinité pour le peptide mais également de la charge en agent infectieux ainsi que
le contexte cytokinique établi par la sécrétion de nombreuses cellules en fonction du
type et statut de I'infection. Ensemble, ces signaux orientent la différenciation du

lymphocyte T vers le sous-type cellulaire le plus adapté a répondre a 'infection.
2) 1) Laforce du signal TCR

La premiere information regue par un lymphocyte T naif au cours de son activation est
directement liée a la reconnaissance de I'antigéne et a la signalisation TCR. Plusieurs
études ont démontré que la force de la signalisation TCR et des molécules de
costimulation associées jouent un rbéle primordial pour la différenciation des
lymphocytes T CD8* en Teff cytotoxique ou mémoire en influengant I'activation de la
voie mTOR, l'expression de récepteurs aux cytokines ainsi que I'expression des

facteurs de transcription tel que T-bet/Eomes, Blimp-1/BCL6, IRF4 ou Foxol.

Lors de la reconnaissance antigénique, la stimulation du TCR/CD3 ainsi que des
molécules de costimulations activent la voie de signalisation PI(3)K-AKT.
L’activité PI(3)K directement dépendante de I'activité TCR participe a I'activation par
phosphorylation de PDK1 et mTORC22%625 PDK1 et mTORC2 phosphorylent
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respectivement AKT en position Thr308 et S473%%3. La double phosphorylation en
Thr308 et S473 active la protéine kinase AKT alors capable d’inhiber le facteur de
transcription Foxol. Cependant, I'activité et la phosphorylation d’AKT en position S473
assurées par l'activitt mTORC2 sont transitoires et nécessitent I'activité de mTORC1

pour étre maintenues au cours du temps?%4,

L’activité de mTORC1 est primordiale a I'établissement de la lignée effectrice et
contribue au switch métabolique vers la glycolyse, fournissant 'énergie nécessaire a
la prolifération cellulaire, a la synthése protéique massive (voir plus bas) ainsi qu’a
I'inhibition prolongée de Foxol. Cependant, bien que I'activité de mTORC1 soit initiée
par PI(3)K-PDK1 suite a la phosphorylation d’AKT en position Thr308, le maintien de
son activation nécessite l'activation d’autres voies de signalisation provenant du
microenvironnement telles que I'lL122%, Bien que la signalisation TCR soit capable
d’initier et d’influencer la différenciation cellulaire, ces résultats démontrent a eux seuls
que I'état d’activation ainsi que la différenciation des lymphocytes T sont finement
régulés via l'interaction de plusieurs voies de signalisations indépendantes qui

agissent en modulant 'activité de cibles communes.

En plus de son implication majeure sur la voie de différenciation mTOR/Fox012%7, Man
et al. montre, via l'utilisation de deux peptides antigéniques distincts, que le niveau
d’expression d’'IRF4 est directement dépendant de I'affinité du TCR pour le peptide qui
lui est présenté?3’. En parallele, Wang et Ning., en 2013, montrent que I'activité d'IRF4
est dépendante de la tyrosine kinase c-Src, connue comme I'un des acteurs principaux
de la transduction du signal TCR, démontrant I'importance de la signalisation TCR sur
I'activité d’IRF4236,

Aussi, 'ensemble de ces résultats démontrent que la signalisation TCR est un

événement-clef de la différenciation des lymphocytes T en effecteurs ou mémoires :

- Dans le cas d’une signalisation TCR de forte affinité, la transduction du signal
assurée par la s-Src, et la PI(3)K, contribuent a la mise en place de la
signalisation IRF4, mMTOR (mMTORC1 et mTORC2), PDK1 et AKT qui ensemble
contribuent a I'expression de T-bet, Blimp-1 ainsi qu’a I'inhibition de Foxo1, Eomes et
Bcl6. L’ensemble de ces modifications transcriptionnelles participent a I'établissement
du profil effecteur ainsi qu’a I'acquisition des propriétés fonctionnelles et migratoires

caractéristiques de ces cellules.
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- A linverse, une faible stimulation TCR limite I'expression d'IRF4 et n’est pas
suffisante a inhiber l'activit¢ de Foxo1, favorisant I'expression des facteurs de
transcription mémoire Eomes et BCL6 tout en limitant I'expression de T-bet et Blimp-

1, caractéristiques de la lignée mémoire.
2) 2) Signal cytokinique

Initialement identifiées comme étant des produits de la réponse immunitaire, les
cytokines sont sécrétées par de nombreux types cellulaires capables de modifier le
microenvironnement et de moduler lactivité et la différenciation des cellules
immunitaires. Cependant, parmi les interleukines, on distingue les monokines
produites par les phagocytes (macrophages, cellules dendritiques), des lymphokines

sécrétées par les lymphocytes activés?°6,

Il existe un large panel d’interleukines capables de moduler directement 'activité ainsi
que la différenciation des lymphocytes T suite a la reconnaissance antigénique. Parmi
ces cytokines, on distingue les interleukines pro-inflammatoires, favorables au
recrutement, a la prolifération et a I'activation des lymphocytes, des interleukines anti-
inflammatoires, favorables a larrét de la réponse immunitaire. De maniére
intéressante, de nombreuses études montrent que les cytokines pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires, dont le taux dans le microenvironnement est directement associé
au controle de l'infection au cours du temps, contrdlent et participent a la différenciation

effecteur ou mémoire des lymphocytes T activés!®®226.257,

Comme lors de la stimulation du TCR, la signalisation dépendante des cytokines est
associée a des seconds messagers qui assurent la transduction du signal. Celle-ci est
majoritairement associée a [lactivation du complexe Jak-STAT, également
dépendante d’'un mécanisme de « balance » entre I'activation de STAT pro-effecteur

et pro-mémoire.
2) 2)1) La signalisation effectrice

Comme précedemment décrit en 1V)2)1), la signalisation TCR joue un rbéle majeur
dans l'initiation de la réponse des lymphocytes. Suite a son activation, la voie PI(3)K
initie la kinase PDK1, capable de phosphoryler AKT en position Thr308. Cette
phosphorylation est directement couplée a l'activation de mTORC1, qui contribue a
I'activité de mTORC2, capable de phosphoryler AKT en position Ser473. Cette double

phosphorylation d’AKT contribue a la prolifération, ainsi qu’a linhibition du profil
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meémoire en faveur du profil effecteur via linhibition de Foxo1. Cependant, la
signalisation dépendante du TCR sur mTORCL1 et AKT(Ser473) est transitoire et ne

permet pas a elle seule d’expliquer la différenciation effectrice?26:2%,

Au cours des phases précoces de linfection, les cellules de l'immunité innée et
adaptative ainsi que les cellules saines ou infectées au sein des tissus, sécrétent de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires. Parmi ces cytokines pro-inflammatoires,
lIL12, I'IL2 ainsi que I'IFNy sont identifiées comme ayant un réle primordial lors de

I’établissement du choix de différenciation.

La présence dIL12 dans le microenvironnement initie au sein des
lymphocytes T actifs, la signalisation STAT4 capable d’activer mTORC1. Cette
activation de mTORC1, indépendante de la signalisation TCR-PI(3)K-PDK1-
AKT(Thr308) permet le maintien de [Iactivité¢ initite par mTORC2 sur la
phosphorylation d’AKT en S4732%, De plus, STAT4 serait capable de maintenir
I'activité de PI(3)K, capable de maintenir I'activité de PDK1 sur la phosphorylation en
Thr308 d’AKT. Ensemble, mTORC1 et AKTdp (double phosphorylé) contribuent a
I'expression de T-bet et I'inhibition de Foxo1, favorisant la différenciation et I'acquisition

des fonctions effectrices.

En parallele, de nombreuses études démontrent le rdle essentiel de la
signalisation STAT en réponse aux IFNs?®"-260_ En cas d’infection, les IFN de type |
secrétés par les cellules infectées de I'immunité innée participent a la production
d’'IFNy par les cellules T?61. L’induction de I'IFNy par les IFNs de type | étant
dépendante de l'activation de STAT42%61 il semble cohérent d’envisager que cette
signalisation participe avec I'lL12 a [lactivation de mTORC1. Par ailleurs, la
signalisation de I'INFy, dépendante de 'lFNyR et de STAT1, participe a I'établissement
des fonctions effectrices!®® et I'expansion clonale des cellules T262263, De maniére
intéressante, la perte de 'lFNyR est associée avec une augmentation de pool mémoire

en réponse a une stimulation TCR faible?54,

Pour finir, la stimulation du récepteur a I'lL2 participe principalement a la prolifération
et ala survie des cellules activées via la phosphorylation de STAT5265266, Cette activité
redondante avec les récepteurs a I'lL7 et IL15 a pu étre démontrée comme participant
a la stabilisation de mMTORC2, ainsi qu’a la survie des cellules aussi bien effectrices

gue mémoires?>’.
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Il est important de noter que l'activation de STAT5 semble étre nécessaire a
I'établissement et a la survie des cellules effectrices et mémoires, alors que l'activité
conjointe de STAT5 et STAT4 est corrélée avec I'expression d’ID22%°, qui maintient la
survie des cellules en expansion en faveur des cellules effectrices dans la
balance ID2/ID3. De plus, alors que I'activation constitutive de STATS active AKT et
BCL2, l'activation constitutive d’AKT aboutit a la diminution de I'expression des
marqueurs mémoires IL7R, IL15R et BCL2 ainsi qu’a I'extinction de STAT52%67,

suggérant un role bivalent de STATS.

L’ensemble de ces résultats démontrent que la différenciation effectrice est
'aboutissement d’'un ensemble complexe de signalisations, incluant le signal TCR et
la coopération de nombreuses cytokines dont les interactions complexes modulent
et/ou potentialisent I'expression de facteurs communs, capables d’orienter la

différenciation.
2) 2)2) La signalisation mémoire

Le maintien et la survie des cellules mémoires sont majoritairement associés a
I'expression des récepteurs a I'lL7 et IL15. Ces deux voies de signalisations ont pu
étre associées a 'activation des STAT5 dont 'activité, comme dans le cas de 'lL2, est
associée a une activation de mTORC2, a la phosphorylation d’AKT en S473 et a la
survie cellulaire. Cependant, dans ce contexte cellulaire, la phosphorylation d’AKT en
position S473, dépendante de STAT5 est associée a une augmentation de
I'établissement du profil mémoire?67:268, Aussi, on observe que mTORC2, en fonction
de la voie de signalisation qui lui est associé, est capable d’initier la survie et

prolifération des cellules effectrices ou mémoires.

En parallele, une étude particulierement intéressante montre que I'lL7 seul induit
l'activitt mMTORCL1 et maintient un niveau basal de T-bet, associé avec la prolifération
homéostatique et la survie des cellules naives alors que l'association de la
signalisation IL7/IL15 aboutit au switch d’expression T-bet/Eomes en faveur d’Eomes,
caractéristique des cellules mémoires®°. Au cours de la méme étude, I'extinction de
MTOR associé a un signal IL7 unique permet I'induction du switch vers Eomes en
absence de I'lL15, suggérant que I'activité de I'lL15 associée a I'activité de 'lL7 inhibe
MTORC1'0. La signalisation de I'lL15 étant dépendante des STATS5 et 3259, cet effet
inhibiteur de mMTORC1 peut étre associé a la suractivation de STATS ou a I'activité
associée de STATS et de STATS3 (voir plus bas).
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Ensemble, ces études suggérent que la protéine kinase AKT est capable d’assurer a
elle seule plusieurs fonctions indépendantes dont la mise en place est directement liée
au site de phosphorylation active. On semble donc pouvoir distinguer la
phosphorylation en position S473 favorable a la survie et prolifération des cellules
effectrices et mémoires, de la phosphorylation en position Thr308 déterminant le profil
de différenciation via I'expression de mTORC1. Bien que I'expression et la stimulation
desrécepteurs al'lL15 et IL7 soient associées a la survie, la prolifération et la migration
des mémoires, aucune étude ne démontre réellement que ces récepteurs soient

impliqués dans le choix de la différenciation de ces cellules.

Alors que la signalisation effectrice est corrélée a I'expression et a la présence de
cytokines pro-inflammatoires, la signalisation mémoire semble étre le reflet d’'un
équilibre entre cytokines pro et anti-inflammatoires. En effet, des études de vaccination
et d’'infection menées entre 2007 et 2010 montrent I'implication des interleukines IL6,
IL10 et IL21 dans la définition du profii mémoire des lymphocytes T CD8+.
L’interleukine 6 étant une cytokine pro-inflammatoire fortement exprimée au début de
l'infection et l'interleukine 10 étant une cytokine anti-inflammatoire participant a I'arrét
de la réaction immunitaire suite a la clearance du pathogéne, il est cohérent de penser
gue la différenciation mémoire est un mécanisme finement régulé tout au long de la

réponse immunitaire?70-273,

Ensemble, ces interleukines participent a I'activation de STAT3 qui semble étre une
signalisation-clef de la différenciation mémoire. En effet, 'ensemble des facteurs BCL-
6, Eomes et SOCS3, mis en évidence au sein des populations
mémoires KLRG1lo/IL7Rahi, semble étre sous la dépendance de STAT3%%5270 Alors
que l'expression de BCL-6 et Eomes impacte directement la différenciation et
I'acquisition des fonctions mémoires, SOCS3 est quant a lui un inhibiteur des Jak dont
I'activité est capable de bloquer la signalisation de I'lL1227°. De plus, I'expression de
STAT3 serait également nécessaire a la migration des lymphocytes T CD8 mémoires
vers les organes lymphoides secondaires ainsi qu’a leur survie via I'expression des
récepteurs transmembranaires CD62L et IL-7Ra. Aussi, I'expression de STAT3
dépendantes des cytokines IL6, IL10, IL21 aurait un impact majeur sur les balances,
T-bet/Eomes, BLIMP1/BCL6 et ID2/ID3. Cependant, en accord avec des données
obtenues au sein des populations lymphocytaires B274, I'activation de STAT3 semble

également étre nécessaire au maintien de I'expression de BLIMP1 considérée comme
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indispensable a la mise en place de la lignée effectrice, suggérant I'implication d’autres

voies de signalisations?°.

En paralléle, la neutralisation du pathogene est associée avec la diminution de
inflammation et la sécrétion d’'IL12 au niveau des tissus infectés. Alors qu’une forte
concentration en IL12 est associée a la signalisation mMTORCL1 et I'inhibition de Foxo1,
une faible concentration en IL12 est associée a la transcription et I'activation de Foxo1.
En plus de réguler la balance T-bet/Eomes en faveur de I'expression d’Eomes,
'expression de Foxo1 régule le trafic cellulaire vers les organes lymphoides
secondaires via I'expression de CD62L et I'autorenouvélement via I'expression de

'IL7R et KIf-2, deux caractéristiques fonctionnelles des cellules mémoires?26.241,242,250,
2) 3) Le métabolisme : cause et conséquence de la différenciation

Le métabolisme cellulaire est un mécanisme extrémement régulé correspondant a la
somme des activités de synthése (anabolisme) et des activités de dégradation
(catabolisme). Ensemble, I'anabolisme et le catabolisme assurent la production
d’énergie nécessaire a la survie, la prolifération, et la synthése protéique d’'une cellule.
Au sein des lymphocytes T, bien que le type de métabolisme soit directement associé
au stade de différenciation et a la fonction d’'un lymphocyte, de nombreuses études
démontrent aujourd’hui que linitiation d’une voie métabolique est également capable

d’influer sur le choix de la différenciation d’un lymphocyte.
2) 3)1) La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est un processus permettant la phosphorylation de 'ADP
en ATP grace a I'énergie libérée par I'oxydation de donneurs d'électrons par la chaine
respiratoire des mitochondries. |l s’agit d’'un processus au rendement énergétique
important, capable de capter et régénérer les coenzymes (tels que NAD/NADH)
formés lors des réactions de catabolisme tels que le cycle de Krebs ou la 3-oxydation
des acides gras. Au cours de ce processus, le NADH formé dans la matrice
mitochondriale lors du catabolisme est réduit en NAD* + H* libérant un électron (e),
capable de générer de I'énergie via une cascade d’oxydoréduction au niveau de la
chaine de transport des électrons. Ce transfert d’énergie est utilisé par les pompes a
protons qui assurent le passage des H* libérés lors de la réduction de NADH de la
matrice mitochondriale vers le cytosol cellulaire. Cependant, le gradient

électrochimique ainsi formé par 'accumulation d’H+ dans le cytosol favorise I'entrée
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d’H* dans la mitochondrie. Ce reflux est assuré par I'ATP synthase, capable de
convertir TADP en ATP (Figure 1-19).

Ce processus énergétique au fort rendement énergétique est employé par les cellules
naives et mémoire. Bien que ces cellules maintiennent un niveau énergétique bas, le
processus de phosphorylation énergétique assure la synthése d’ADN, la formation de
lipides et de protéines indispensables a la prolifération homéostatique et a la survie
cellulaire a partir de peu de métabolites telles que le glucose ou les acides gras?’>276,
Méme si ces deux types cellulaires assurent la majeure partie de leur besoin en
énergie par la phosphorylation oxydative, plusieurs études montrent des différences
meétaboliques entre les lymphocytes mémoires et naifs, en accord avec une étape

d’activation et l'initiation de modifications transcriptionnelles et fonctionnelles.
2) 3)1)1) Le checkpoint mitochondrial

En comparaison au lymphocyte T naif, les cellules mémoires expriment une activité
respiratoire (SRC) supérieure, associé a une augmentation du nombre de
mitochondries et 'augmentation des protéines associées a la chaine de transport des
électrons (ETC), suggérant une activité et un rendement en ATP plus important au
sein des mémoires?’"2’8, De plus, S. Dimeloe et al. démontrent via I'utilisation de
lymphocytes T CD4+ mémoires, une augmentation des capacités de glycolyse par
rapport aux lymphocytes T naifs. Aussi, les lymphocytes T mémoires semblent
exprimer une activité métabolique intermédiaire entre les lymphocytes T naifs
quiescents et les lymphocytes T effecteurs favorables a une réponse rapide lors d’un
second contact avec l'antigéne. En paralléle, les mémoires contiennent des
mitochondries allongées, démontrées comme étant les résultantes de la fusion des
mitochondries, augmentant la surface mitochondriale, le rapprochement des
protéines ETC et la formation par oxydation de NADH, indispensable a la formation
d’ATP276.278 Celle-ci a pu étre associée a I'expression d’Opa1, une protéine dont
l'inactivation chez la souris perturbe la formation des cellules T mémoires sans
influencer la génération des CTLs?’®. L’ensemble de ces résultats démontre que le
meétabolisme assuré et dépendant des mitochondries est un évenement déterminant

de la formation des cellules mémoires.

Bien que I'ensemble de ces résultats suggérent que les lymphocytes T mémoires

soient métaboliquement a mis chemin entre les naifs et les effecteurs, le travail de
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Song et al. démontre I'existence d’étapes moléculaires spécifiques de la mise en place

des cellules mémoires?’®,
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Figure 1-19. La phosphorylation oxydative. Le NADH et FADH2 générés lors du cycle de Krebs sont réduits en NAD*/H" et
FAD/2H* respectivement par les complexes | et Il de la chaine de transport des électrons localisés a la membrane mitochondriale.
Les électrons () libérés génerent de I'énergie via une cascade d’oxydoréductions le long de la chaine de transport des électrons
et permet d’assurer le passage des H* vers le cytoplasme par les pompes a proton. Les protons libérés dans le cytoplasme
forment un gradient qui favorise I'entrée d’H+ dans la mitochondrie via le canal de I'ATP synthase qui utilise les ions H* libres

pour assurer la formation d’ATP a partir d’ADP et d’'un phosphate inorganique (Pi). Adapté de http://botanystudies.com/oxidative-
phosphorylation/

2) 3)2) Laglycolyse aérobie

La glycolyse est la voie principale du métabolisme du glucose et permet la génération
d’énergie. Au cours de ce processus, une molécule de glucose est préalablement
phosphorylée par la glucokinase en glucose-6-phosphate (G6P) puis subit une étape
d’'isomérisation en fructose-6-phosphate et est phosphorylée en fructose-1,6-
bisphosphate par la phosphofructokinase. Cette étape consommant deux molécules
d’ATP est indispensable a la génération de deux molécules de G3P (glycéraldéhyde-
3-phosphate) phosphorylées en acide 1,3-bisphosphoglycerine par la glycéraldéhyde-
3-phosphate déshydrogénase, capable de transférer un phosphate inorganique Pi via
la réduction du NAD* en NADH. Chaque molécule acide 1,3-bisphosphoglycerine

contient alors deux phosphates qui seront récupérés et transférés a des molécules
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d’ADP par la phosphoglycérate kinase et la pyruvate kinase. Aussi, la glycolyse est un

processus au faible rendement énergétique permettant la formation finale de deux
molécules d’ATP (4ATP finale — 2ATP initiale) et deux molécules de NADH capables
d’alimenter la chaines de transport des électrons?® (figure 1-20). Cependant, bien que
la glycolyse ait un rendement énergétique faible, le catabolisme du glucose aboutit &
la formation finale de deux molécules de pyruvate, capables d’intégrer et alimenter le
cycle de Krebs mitochondrial, dont les produits alimentent la chaine de transfert des
élections (phosphorylation oxydative) ou de générer de I'énergie en anaérobiose via

la voie de la fermentation.

Suite a leur activation, les lymphocytes T naif doivent rapidement proliférer, produire
et sécréter 'ensemble des molécules effectrices nécessaires au contrdle de I'infection.
Cette réponse nécessite un fort apport en énergie assuré par une augmentation de la
glycolyse. Suite a la stimulation du TCR et des molécules de costimulation, les
lymphocytes réalisent une reprogrammation métabolique assurée par 'augmentation
de I'expression des genes spécifiques de la glycolyse tels que des transporteurs
transmembranaires (glucose, glutamine et amino-acide) ainsi que des enzymes
nécessaires a leur catabolisme?8%-282, | 'ensemble de cette reprogrammation assure
'augmentation de la biodisponibilité et du catabolisme des métabolites intracellulaires

ainsi que la formation d’énergie sous forme d’ATP.

Des études démontrent que la manipulation du profil métabolique de la glycolyse au
sein des lymphocytes T CD8+ est capable d’affecter la mise en place des populations
effectrices et mémoires durant la réponse cellulaire?83284 En effet, I'activation forcée
de la glycolyse par la surexpression de I'enzyme glycolytique PGAM1 limite la
formation des cellules mémoire de longue vie suivant I'infection. A l'inverse, le blocage
de la glycolyse via I'utilisation du 2-deoxyglucose, un inhibiteur compétitif du glucose
non métabolisable par la glycolyse, induit 'expression des genes pro-mémoires ainsi
gue la formation de cellules a longue durée de vie capable de répondre a une
réinfection?®3. Aussi, ces études suggérent que la glycolyse n’est pas uniqguement le
reflet de la différenciation mais participe au choix de la différenciation cellulaire. De
nombreuse études basées sur I'étude de la glycolyse et des facteurs associés
démontrent que le choix de la voie métabolique est capable d’influencer I'expression

de genes et ainsi de participer a la différenciation cellulaire.
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2) 3)2)1) mTOR/HIF-1 checkpoint

HIF-1 est un facteur de transcription directement régulé par lactivité de la
signalisation mTOR et de la disponibilité en oxygéene (02)28°,

L’oxygéne est un métabolite cellulaire central induisant des réponses cellulaires et
physiologiques immédiates. Suite a des modifications de concentration en 02, la
régulation de 'homéostasie est directement associée a des réponses cellulaires
influencant la fonction ainsi que la survie des cellules. La voie HIF-1 a est directement
associée a la réponse liée a la concentration en oxygene. Parmiles « sensor » de '02,
on retrouve la chaine respiratoire, la NADPH oxydase ainsi que la protéine prolyl-4-
hydroxylase (PHD) capables de faire le lien entre la disponibilité en O2 et la
transduction du signal?®62%’. En présence d’O2 (normoxia), PHD inhibe le
complexe HIF-1a/HIF-1B par hydroxylation de HIF-1a qui subit une polyubiquitination
avant d’étre dégradé par le protéasome. A l'inverse, en condition d’hypoxie, lorsque
'O2 vient a manquer, PHD n’est plus en mesure d’hydroxyler et dégrader le
facteur HIF-1a alors capable de former le complexe HIF-1 (association HIF-1a/HIF-
1B)287.

Au cours de I'activation d’'un lymphocyte T, la stimulation TCR/cytokines ainsi que la
migration cellulaire au sein des tissus infectieux induisent respectivement
'augmentation de la signalisation mTOR et la diminution de la disponibilité en O2.
Ensemble, ces processus cellulaires participent a I'activation et I'expression des genes
associés a HIF-1 (figure 1-21). Cette activité de HIF-1 en hypoxie lors de la
stimulation TCR participe au maintien de la glycolyse via I'expression de génes-clef
tels que Glut1 qui assure le transfert du glucose au niveau intracellulaire, ainsi qu’aux
fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+ via lI'expression du TGFB, TNF et
I"IFNy288,

A noter que, l'inhibition de la glycolyse (2-deoxyglucose) ou de la signalisation mTOR,
dont l'activité est un point-clef de la différenciation, inhibe I'expression de nhombreux
facteurs dépendants de l'activité¢ d’HIF-1 ainsi que la production de nombreuses
molécules effectrices?®52892%0  En  parallele, des études menées sur les
lymphocytes T CD4+ et CD8+ montrent que BCL-6, fortement exprimé au sein des
lymphocytes T mémoires, réprime les genes de la glycolyse activée par HIF-1 29,
Ensemble, ces études démontrent que le métabolisme et le contrble des genes

associés est une étape primordiale de I'établissement des profils de différenciation.
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Pour finir, des études démontrent qu’au sein des lymphocytes T CD4+, I'activation de
HIF-1 augmente l'activité de RORyt et diminue I'activité de Foxp3, deux facteurs de

transcription participant fortement a I'établissement des profils de différenciation Th17

et Treg respectivement?®?
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Figure 1-20. La glycolyse aérobie. 1. hexokinase 2. Glucose-6-phosphate isomérase 3. Phosphofructokinase-1 4. Fructose-
biphosphate aldolase 5. Triose-phophate isomérase 6. Glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et phosphoglycérate kinase

7. Phosphoglycérate mutase 8. enolase 9. Pyruvate kinase. Bilan énergétique : 2 mol ATP + 2 mol NADH. Schéma récupéré

de http://calamar.univ-ag.fr/uag/staps/cours/anat/new/physio.htm
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Figure 1-21. L’activité des voies métaboliques est dépendante de la signalisation TCR. La stimulation du TCR induit
I'activation de la voie mTOR et Hiflo qui module I'expression de génes clefs de la glycolyse et glutaminolyse. L’'augmentation du
glucose intracellulaire via 'augmentation de I'expression du canal Glut1 augmente la production d’énergie dépendant de la
glycolyse et augmente la concentration en pyruvate. Le pyruvate est converti en énergie, soit par sa dégradation en lactate qui
régénere une mol de NAD+ utilisable lors de la glycolyse, soit en alimentant le cycle de Krebs suite a sa conversion en acétyl-
CoA. Chaque pyruvate génére alors 4NADH et 1FADH2 capables d’alimenter la chaine de transport des électrons (cf. figure I-
22). Repris de Almeida et al. 2016 27

3) Modeles cellulaires de I’hétérogénéité
On observe qu’il existe de nombreuses voies et facteurs de différenciation capables
de coopérer et d’orienter la différenciation cellulaire vers la voie effectrice ou mémoire
en fonction des signaux recues par le TCR, le microenvironnement et/ou la disponibilité
en métabolite. En parallele, de nombreuses études démontrent qu’une cellule naive
unigue est pluripotente et capable, suite a son activation et prolifération, de former un
pool de cellules effectrices et mémoires?%3-297 excluant la notion d’'un modéle de
séparation des précurseurs (Figure 1-22a). Cependant, bien que cette notion soit
acceptée par la communauté scientifique, la maniére dont cette hétérogénéité
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phénotypique et fonctionnelle se forme au cours de la réponse cellulaire a partir d’'une

seule cellule initiale reste controversée.

Actuellement, plusieurs modeéles de différenciation, appuyés par des démonstrations
expérimentales, sont retenus et discutés par la communauté pour justifier
I'hétérogeénéité cellulaire effecteur et mémoire. Cependant, a I'heure actuelle, aucun
de ces modeles ne permet a lui seul d’expliquer 'ensemble de la diversité observée,
suggérant que ces modeles ne sont pas mutuellement exclusifs mais participent

ensemble a la formation de la diversité cellulaire.
3) 1) Modéle de la séparation des précurseurs

Le modele de la séparation des précurseurs considere que les lymphocytes T naif sont
préprogrammeés au sein du thymus pour se différencier suite a leur activation en
lymphocyte T mémoire ou effecteur. Cependant, plusieurs études démontrent
aujourd’hui que les cellules naives sont multipotentes et capables de se différencier
en effecteur et mémoire suite a leur stimulation?®%2%7, Ce modéle étant peu cohérent

avec les observations scientifiques, celui-ci ne sera pas plus détaillé (Figure 1-22a).
3) 2) Voie de différenciation linéaire

Le modéle de la différenciation linéaire considére que I'ensemble des progénies d’'un
lymphocyte T naif activé ont la capacité de passer par 'ensemble des stades de
différenciation cellulaire en suivant un ordre préétabli au cours du temps (Figure I-
22b).

Dans leurs travaux, S.L Swain (1994) et L. Bruno et al. (1995) suggérent que les
lymphocytes T effecteurs a courte durée de vie, mis en place rapidement suite a la
reconnaissance d’un pathogeéne, sont capables d’engager une étape de différenciation
leur conférant des propriétés de cellules mémoires a longue durée de vie lors des
étapes tardives de la réponse immunitaire?®82%, Plus récemment, le modéle
mathématique mis en place par Crauste et al. appuie ce modele de différenciation
linéaire®%, Cependant bien que ce modéle soit en accord avec les phases de la
réponse immunitaire adaptative, ou l'on observe dans un premier temps une
augmentation des cellules effectrices capables de neutraliser l'infection, puis
'apparition du pool mémoire lors des phases tardives capables de maintenir une
immunité a long terme, aucune démonstration biologique ne confirme directement

qu’un lymphocyte T effecteur ait le potentiel de réaliser cette étape de différenciation
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directe vers le statut mémoire, suggérant que I'apparition des mémoires n’est pas le
reflet de leur différenciation tardive mais plutét le reflet de la diminution des cellules
effectrices en surnombre avant la phase de contraction de la réponse immunitaire.
Bien que ce modéle de différenciation reste envisageable dans le cas de
différenciation tardive, des études montrent aujourd’hui que des cellules mémoires
spécifiques dérivées d’'un lymphocyte T naif unique peuvent étre observées des les

phases précoces de l'infection?9>301,

En parallele, de nombreuses études suggérent I'existence d’'un modéle de
différenciation lin€aire : lymphocyte T naif vers mémoire puis effecteur. En effet, que
ce soit en termes de fonction, phénotype ou profil de transcription génique, les cellules

mémoires tendent a étre & « mi-chemin » entre le statut naif et effecteur.

Comme décrit précédemment, les lymphocytes T naifs et mémoires sont des cellules
a longue durée de vie, localisées au niveau des organes lymphoides secondaires et
capables de proliférer et de se différencier en cellules effectrices suite a la rencontre
d’'un antigéne spécifique alors que les cellules effectrices sont des cellules a courte
durée de vie, localisées au niveau des tissus infectieux. La survie et la localisation des
cellules naives et mémoires, au sein des organes lymphoides secondaires, sont
assurées par des marqueurs et récepteurs communs, tels que le CD127 (IL7R), le
CD27 ou le CD62L dont I'expression est perdue par les cellules effectrices. En
parallele, les cellules mémoires expriment des marqueurs d’activation en commun
avec les lymphocytes T effecteurs tels que CD44 (impliqué dans la recirculation des
organes lymphocytes secondaire vers le flux sanguin) qui ne sont pas exprimeés par
les cellules naives'®>?23, Cependant, les mémoires n’expriment pas les marqueurs de
différenciation terminale, telle que KLRG1, uniguement exprimé par les cellules
effectrices a courte durée de vie. Ensemble, ces résultats, basés sur des analyses
phénotypiques, suggéerent que les cellules mémoires sont des cellules intermédiaires
entre le profil naif et effecteur qui expriment des marqueurs d’activation (justifiant une
réactivation plus rapide) tout en conservant les marqueurs de survie cellulaire et de

localisation exprimés par les cellules naives.

En parallele, de nombreuses études tendent aujourd’hui a démontrer que les
lymphocytes T mémoires sont des cellules a « mi-chemin » entre le statut naif et
effecteur, aussi bien en termes de fonction, de phénotype mais aussi de profil

transcriptionnel. Fonctionnellement, on observe que les lymphocytes naifs et
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mémoires sont tous deux des cellules a longue durée de vie, retrouvés au niveau des
organes lymphoides secondaires alors que les cellules effectrices a courte durée de
vie seront retrouvées au niveau de la pulpe rouge de la rate, lieu de dégradation de
nombreuses cellules du flux sanguin3®?. Phénotypiquement, on observe que les
lymphocytes T naifs et mémoires partagent de nombreux marqueurs et récepteurs tels
gue CD127 et CD27 assurant leur survie ainsi que CD62L qui participe a la migration
vers les organes lymphoides secondaires dont I'expression est perdue par les cellules
effectrices??33%3, Cependant, les cellules mémoires expriment également des
marqueurs d’activation non exprimés par les cellules naives tels que CD44 impliqué
dans la recirculation des organes lymphoides secondaires vers le flux sanguin et
I'extravasation au sein des tissus infectieux3°* également exprimés par les effectrices
mais n’exprimeront pas les marqueurs d’activation terminaux tels que KLRG1223, Des
études de transcription génique, réalisées par Holmes et al. 2005 démontrent
également un profil d’expression mémoire a mi-chemin entre le profil des cellules
naives et celui des effectrices. Au cours de cette étude, 156 genes ont pu étre
regroupés en fonctions de leur taux d’expression dans les différentes populations
(naive, mémoire, effectrice). L’étude montre qu’une grande partie des genes fortement
exprimés au sein des lymphocytes T CD8" effecteurs et non exprimés au sein des
lymphocytes T naifs, sont légéerement exprimés par les lymphocytes T mémoires.
Cette expression modérée de geénes tels que la perforine, le granzyme B et CD44
atteste du statut de pré-activation des cellules mémoires et justifie leur activation et
réaction plus rapide lors d’une seconde rencontre avec leur antigéne. A l'inverse, on
observe que des génes tels que le CD62L ou le CCR7, fortement exprimés par les
cellules naives et réprimés par les cellules effectrices sont modérément exprimeés par
les cellules mémoires attestant un maintien des fonctions naives. Bien qu’il existe des
genes qui soient exprimés au méme niveau entre les cellules effectrices et mémoires
(HLA DR, LFA-3), aucun des 156 génes considérés au cours de cette étude n’a pu
étre montré comme étant fortement exprimé par les cellules naives et effectrices tout
en étant réprimé par les mémoires, suggérant fortement cet état d'intermédiaire des

cellules mémoiress3%,

Cette idée d’'un schéma linéaire naif, mémoire, effecteur peut facilement s’associer

avec le modéle du potentiel régressif.
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3) 3) Modéle du potentiel régressif

Dans le modeéle du potentiel régressif, le stade de différenciation final d’'un lymphocyte
est directement associé avec le nombre de fois qu’'un lymphocyte rencontre un signal
stimulateur. Ce modéle est discuté pour la premiére fois en 1995, suite a I'étude de
Renno et al. qui démontre que I'état d’activation d’'un lymphocyte T est directement
liée au nombre de fois que celui-ci a proliféré. Associé a ces observations, ils observent
gue les lymphocytes T ayant fortement proliféré sont plus sensibles a I'apoptose que
les lymphocytes activés de méme spécificité qui n’ont pas subi de nombreux cycles de
division. Aussi, plus un lymphocyte rencontre de stimuli successif, plus il prolifere et
plus il évolue vers un stade de différenciation effecteur terminal a courte durée de
vie3%6, De maniére intéressante, lors des étapes précoces d’une infection, le
pathogene est en expansion et génere une réponse inflammatoire par 'organisme
héte. Ensemble, la forte pression en pathogene ainsi que les cytokines inflammatoires
ont pu étre démontrées comme étant d’importants stimuli générant la prolifération
cellulaire ainsi que la différenciation en cellule effectricel®5156307 A Jinverse, la
diminution de I'exposition a I'antigéne et/ou de I'inflammation, via un traitement avec
un anti-inflammatoire augmente la génération des cellules mémoires%6307.308 Enfin, il
a pu étre démontré que suite a une stimulation de 4-5 jours, I'élimination de I'exposition
a l'antigéne diminue la fraction des lymphocytes T CD8" effecteurs terminaux,
suggérant que la taille du pool effecteur terminal formé est directement dépendant de
la disponibilité en antigéne tout au long de la réponse immunitaire2?3%°, Aussi, le
modele du potentiel régressif peut aisément étre associé avec le modele linéaire naif,
mémoire, effecteur ou un lymphocyte T naif est capable de passer par 'ensemble des
stades de différenciations, en fonction du nombre de stimulations rencontrées (Figure
| - 22c¢).

3) 4) Modéle de la force des signaux

Dans le modéle de la force des signaux, le stade de différenciation final d’un
lymphocyte T naif est associé a la force globale et cumulée des signaux en
provenance de la stimulation TCR, des molécules de costimulation ainsi que des
cytokines lors de l'activation primaire. Aussi, dans ce modéle, on observe qu’un
lymphocyte T naif activé par un signal fort favorisera la prolifération et la différenciation
des cellules effectrices alors que des signaux faibles ou intermédiaires favoriseront la

formation des cellules mémoires (Figure 1-22d). Comme vu précédemment en 1V)2),
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de nombreuses études attestent que la force du signal TCR, I'affinité du TCR pour son
ligand ainsi que les cytokines pro ou anti-inflammatoires sont capables d’orienter la
différenciation aussi bien vers le statut effecteur que mémoire. Cependant, bien que
ce modéle ne soit pas a exclure et qu’il soit cohérent de penser que la primo-activation
soit un signal déterminant dans le choix de la différenciation finale d’'un lymphocyte T,
le modéle de la force des signaux ne semble pas pouvoir expliquer a lui seul
'ensemble de I'hétérogénéité observable chez 'homme et suggérent I'activation d’au
moins deux cellules naives de méme spécificité, au méme moment, en présence de
signaux stimulateurs différents pour justifier 'observation précoce des cellules

effectrices et mémoires.
3) 5) Modéle de la division asymétrique : ACD

La mitose est un événement permettant d’assurer le renouvellement cellulaire. La
plupart du temps, on observe des évenements de division dit « symétrique »
permettant la formation de deux cellules filles identiques a partir d’'une cellule mére.
Cependant, dans certain cas, des évenements de division dit « asymétrique » (ACD)
permettent la formation de deux cellules filles qui évolueront dans des voies de
différenciations différentes a partir d’'une seule cellule mére. Aussi, 'ACD est un
mécanisme-clef et conservé au sein des espéces permettant de générer de
I'nétérogénéité cellulaire®'°. Dans les cas de 'embryogénése, des études démontrent
que I'hétérogénéité cellulaire est assurée par des évenements d’ACD spontanés lors
des premiers cycles de division de I'ceuf. Chez I'adulte, bien que 'ACD spontané soit
un meécanisme qui ne semble pas étre maintenu, des études démontrent que les
cellules souches, maintenues dans des niches, sont capables suite a la
reconnaissance d’un signal polarisant, d’engager des événements d’ACD assurant le
maintien d’une cellule souche et la formation d’'une cellule évoluant dans un profil de

différenciation3!.
3) 5)1) Mécanisme et étape de ’'ACD

Des études réalisées sur de nombreux modéles biologiques (drosophile, C. elegans,
etc.) ont permis de mettre en évidence les différents événements contrdlant la mise en
place de 'ACD et l'acquisition de profils de différenciation distinct suite a la mitose.
Chez I'adulte, la mise en place de 'ACD est contrdlée par un signal polarisé assuré
par des contacts cellule-cellule. Ce signal extracellulaire permet le recrutement de

protéines du réseau de polarité a la membrane cellulaire. A ce stade, des protéines du
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réseau de polarité différentes sont recrutées a la membrane du podle proximal (proche
du signal) et distal (a 'opposé du signal stimulateur) assurant la mise en place d’un
axe de polarité indispensable au bon fonctionnement des cellules T (Tableau 2). Les
complexes protéiques ainsi formés aux poéles distal et proximal assurent le recrutement
de facteurs de transcriptions différents qui se concentrent soit au pdle distal soit au
pole proximal. Le maintien de cet axe de polarité tout au long de la mitose et la mise
en place d’un axe de division perpendiculaire a I'axe de polarité assurent la formation
de deux cellules qui héritent de facteurs de transcription différents. Ces facteurs de
transcription migrent alors aux noyaux et assurent I'expression de génes spécifiques
et différents entre les deux cellules filles permettant leur évolution dans des voies de

différenciations distinctes31%31L, (Figure 1-22¢)
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Polarity protein

Known phenotypes

Lymphocyts phenotype

PAR-1
PAR-1
Par1b/MARK2/EME

hutation (C. elegans]: controls spindle positioning 1120

hutations |Drosophilsl: falled cocyte polarity. Phenotypes can be

rescued by expressing ParM1 iscfoems (1211

Dominant negative mutation (T cellsk: loss of Parib
polarization and TCR-nduced MTOC polarization 1110
Loss (B and T cellsl: normal B and T cell development.
CD&* T calls exhibit higher TCH activation, B cell
Tdependent and Findepandent responses ere shered,
=uggesting autcimmunity (1121

RAR-3
Barnoka
Par3, ASIE PARDS

hutation (C. elagans]: posterior shift during PO ssymmeatnc call

division (151
hbutation (Dvosgohilsh: loss of epicel cue fior Inscuteabls
Iocalization in asymmetrically dividing neuroblzsts (250

Loss Drosophils): disruption of embryo besolateral membrane
polarity during mid-gastrulation (122}, mislocalization of Numb, and
planar symmetry of pl cell during sensory organ precursor ACD

11230 failed oocyte ACD (124)

Removalfactopic expression Imammakan neccartes): reduction of

ACD and transformation of glisl progenitor fate (57)

Mfh. Par3 is excluded from tha T cell wopod, and may
localize transiently to the synapsa during
immunological synapse formation (78

RAR-E

Pars

Par€ a, p, and
wPARDS &, B, and G

hutation (Dvosgohilsl: failure of cocyte differentiation (45)

Oherexpression of Farg N-teminal ePKC interacting
domain reduces T cell wropod formation {108)

Plec-3
Atypical PKC
PKCuf and {

.

hbutation (C. elegans]: posterior shift during PO division 1151
Knockdown (Drosophikl: reduced cell prolifieration in bath

newchlasts and epithelia (34, 125

Loss {Drosophils): loss of AB cell polanity (126), faled cocyte ACD

{124

Cherexpression/dominant negative mutation [T cellsl:
randomizes Factin dstribution, impairs uropod
fomation, motility, defects inT cell scanning (1086, 1270
Drug inhibition of aP¥C/Part nteraction [T cells):
defective Numb localization during T cell ACD {34}
Loss: delay in secondary lymghoid ongan formation
i85), no naive T cell defects, Th2 differentiabion but not
Th1 diffarentistion is impaired, inhibition of ovalburmin
induced allergic airwey disease (105

Combined PECuloss (HEC's, B and T callsk: nomal
HEC self-renewesl, engraftment, differentiation,
interaction with tha bone mamow microenvironmeant,
polarization, salf-renaweal. Momal mature B cells and T
calls rumbers (56l

Cri-1CriHike
Crumbs
Crumbs1-3

hutations |Drosophilsl: loss of epithalial cell mophology in the

ectoderm (126

Ectopic exprassion of Crumbsa imammalian epithalial: loss of

tight junction foemation and intracelular polaity (1231

B4

CoNBT4keg117
Stardust
Pals1MPPs

-

Loss isingle and combined with Crumbs loss, Drosopfis):
disruption of the establishment and maintenanca of epithelial
monehology in the embryo (1301, dissupted embryonic basolateral

membrane polarity during mid-gastrulation (1221
Knockdown [mammealsl: loss of MDCE cell pofanzation in
confluent cellular monaleyers {1231

Enodk down (T celisl: suboptimal T cell ectivation and
profferation. Strongly localized to the Golgi apparatus,
and is mislecalized upon Bref A iGolgi disrupting]
treatment (550

Let-413
Scribble
Scribble

-

Wutations | Drosophils): reduced neuroblast size, increesed

ganglion mather cell size, defects in targating call fate
detesminants, and altered spindie asymmetry (6

Loss [Prosophisl: defects in unction formation and epithesal
organization. Hyperproliferation, formation of solid tumars in

imaginal disk and faollicular epithelia (121]

Knockdown [T cell Bnel: prevention of TCR receptor
jpolarization in response to antigen prasentation,
reduction in migration due morphological changes.
rasulting in reduction of uropod formation (75
Knockdown [thymacytel: defects in cell-call dustering
and maturation {771

Loss: [T celizl: altterad pERK signaling in T cells but
rasponses to influenza infection are intact. (B cedsl:
delayed B cell proferation, but T dependant and T
independent sctivation are normal (B30

Dig-1
Disks large
Dig 12

-

Wutation (Drosophils): imaginal disk hyperproliferation,

tumorogenasis, and transform into solid tumaors (131), defects in

neurchlast size and mitotic spindle asymmetry (£

Overexprassion (T celisk: sttenuates basal and
Wavi-induced NRAT reparter activation (22
Knodkdown [T cells): enhances both COS- and
superantigerHmediated NFAT activation (85, 90, 2.
Accumulztion of zctin at the T cell synapse, sitered
production of Th1 and Th2 cytokinas (681

Loss ithymocytes and T cellsk: normal T cell
development (53, B8, Variable defects in matre
CD4* T cell differentiation (58, 92| Normal
TCR-inducad early phospho-signaling, actin-mediating
events, proliferation, (58]

Lgh1
Lethal Giznt Larvae

Lgh, Lglz

-

Wutetion (Drosgohils): defects in neurobiest apical cell and spindis
jpole size resulting in symmetric or inverted neuroblast call
divisions. Loss of polarity in tissues that leads to overproliferation

and tumor growth [5, 132

Loss Imammais): neural progenitor cels fail differentiation, fail to
exit cell cycle, then over proliferate and result in neural ectodermal
tumars. Mislocalizstion of Numb in the neurcectoderm of the

tumaors 11331

Loss (HSC): increase in HSC numbers, cycling,
increased HEC repopulstion capacity and competitive
advantage after transplantation (58]

Homoiggs: C elegans, Drosgoiis, Mammais.

Tableau 2. Proteines de polarité et phénotypes associés. De Pham et al. 2014 312
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3) 5)2) L’ACD au cours de la division lymphocytaire

En immunologie, 'ACD est proposée comme mécanisme d’hétérogénéité pour
expliquer la génération des cellules effectrices et mémoires a partir de I'activation d’un

lymphocyte T naif unique3*3,

Au cours de l'activation d’'un lymphocyte T, la formation de la SI avec une CPA
activatrice assure la formation d’'un signal polarisé qui pourrait participer a la mise en
place d’'un axe de polarité intracellulaire. De nombreuses protéines telles que les
protéines PAR (PAR3, PARG6)314315 |es protéines kinase C atypiques (aPKC)3!6 ainsi
que le complexe Scribble (Scribble, Dlgl, Lgl1)3'73%® connues comme étant des
protéines du réseau de polarité, sont également exprimées par les lymphocytes et

participent a leurs fonctions312:319.320 (Tableau?2).

Dans le cas des lymphocytes T, King et al. démontrent qu’un axe de polarité peut étre
formé lors de la formation d’'une S| avec une CPA présentant I'antigéne stimulateur.
Au cours de cette étude, ils montrent que la localisation polarisée des marqueurs
membranaires CD8 et LFA-1 ainsi que des protéines du réseau de polarité, Numb,
Scribble et PKC( est dépendante de la spécificité du signal activateur3?. Lors de la
télophase (étape de la mitose précédant la formation des deux cellules filles), le
recrutement des corécepteurs CD8, CD3, LFA-1 est associé au recrutement de
Scribble et Crtam au péle proximal et de la PKC atypique £ au pole distal313:322:323
suggérant que le signal polarisé induit par le CD8, le CD3 et le LFA-1 est capable
d'orienter la mise en place d’'un axe de polarité intracellulaire. Pour appuyer ces
résultats, Metz et al. démontrent que I'expression des aPKC (PKC{/PKCA\/1) observée
par Chang et al. participe a la mise en place d’une asymétrie de répartition des
récepteurs a I'lL2R et IFNy ainsi que du facteur de transcription T-bet, connus comme
contribuant fortement a I'établissement du phénotype effecteur3?4. En paralléle, Chang
et al. observent également que les lymphocytes T naifs activés sont capables de
répartir et maintenir asymétriquement leur contenu en facteur de transcription T-bet,
jusquau stade de la télophase. Cette répartition asymétrigue du facteur de
transcription T-bet serait en réalité dépendante de la répartition asymétrique du
protéasome actif, colocalisé avec aPKC3®. De maniére intéressante, Metz et al.
démontrent que la perte des aPKC induit une homogénéisation de T-bet entre les deux
futures cellules filles, augmentant la proportion des précurseurs effecteurs au

détriment des mémoires®?4. Ensemble, ces études suggérent que les signaux en
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provenance de la Sl sont capables de contrbler la mise en place d’'un axe de
polarité Scribble/aPKC. Suite a la formation de cet axe, le protéasome actif co-localise
avec aPKC et participe a la répression de T-bet. Au cours de division cellulaire, une
cellule fille héritera de plus de CD8, CD3, LFA-1, IL2R, IFNR et de facteur de
transcription T-bet participant a la différenciation effectrice alors que la seconde cellule
filles héritera de peu de T-bet contribuant a I'établissement du profil mémoire. De plus,
ces études tendent a démontrer que la division asymétrique est un événement
nécessaire a la mise en place de la lignée mémoire mais pas effectrice. Dans ce sens,
Hawkins et al. montrent que les lymphocytes B sont capables de polariser le
complexe Scribble mais que la perte de ce complexe au cours de la division cellulaire
n’influence pas la formation et la fonction des plasmocytes (cellules effectrices de la
lignée B)326,

Cependant, bien que ce mécanisme permette théoriquement d’expliquer la génération
de cellules effectrices et mémoires a partir d’'un lymphocyte T unique des les stades
précoces de l'infection, le modéle de 'ACD dans ce contexte cellulaire est controversé
et peu accepté par la communauté. En effet, peu d’études abordent la question du
signal initiateur de 'ACD. De plus, les études sont basées sur un nombre restreint
d’événements en télophase et de télophases directement en contact avec leur CPA
activatrice ne permettant pas directement l'identification des péles proximal et distal
au cours de la mitose. Pour finir, aucune étude ne permet d’observer a la fois un
événement de division asymétrique et de suivre le profil de différenciation des deux

cellules filles associées.
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a. Modéle des précurseurs séparés
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Figure I-22. Modele de différenciation des lymphocytes T naifs en T effecteurs et T mémoires. a. Le modele des
précurseurs séparés, considére que les lymphocytes T naifs sont préprogrammés au sein du thymus a former le pool mémoire
ou effecteur suite a leur prolifération. b. Les modeles linéaires, considéerent que 'ensemble des lymphocytes T naifs activés sont
capables de passer par 'ensemble des stades de différenciations. c. Le modéle du potentiel régressif, suggére que le niveau
de différenciation d’'un lymphocyte T naif activé est dépendant du nombre de fois qu'il rencontre des signaux activateurs. d. Le
modeéle de la force des signaux, considére que le niveau de différenciation est dépendant de la force du signal regu par le
lymphocyte T lors de sa primo-activation. e. Le modele de la division asymétrique, considere que les progéniteurs effecteurs
et mémoires capables de former un pool cellulaire effecteur et un pool mémoire distinct sont formés au cours de la premiére
division d’'un lymphocyte T naif. Ce modéle suppose un signal polarisant dépendant de 'APC capable de mettre en place un axe

de polarité maintenue jusqu'a la cytokinése. Adapté de Kaech et Cui. Nature Reviews Immunology. 2012 %5,
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IV) Hétérogénéité des lymphocytes T CD8" effecteurs

Comme nous avons pu le voir précédemment, la mise en place de I'hétérogénéité
cellulaire est indispensable au bon fonctionnement du systéeme immunitaire. En plus
d’établir les lignées cellulaires effectrices et mémoires indispensables au maintien
d’'une immunité de longue durée suite au contréle de linfection, I'événement de
différenciation assure la plasticité cellulaire des lymphocytes T CD8+ effecteurs
capables d’adapter leur réponse au type de pathogéne. Cette plasticité cellulaire
comprend d’une part, la mise en place de nombreuses sous-populations cellulaires,
exprimant des marqueurs phénotypiques distincts et dont la fonction biologique différe
d’'un sous type a l'autre, et d’autre part, 'hétérogénéité fonctionnelle au sein d’'une
population cellulaire, caractérisée par la capacité de cellules individuelles de méme

phénotype a réalisé une méme fonction biologique avec plus ou moins d’efficacité.

1) Les sous-populations effectrices T CD8*
Majoritairement, suite a la prolifération d’'un lymphocyte T naif, les cellules effectrices
mises en place sont les CTL également appelées Tcl, capables de réaliser des

événements de cytolyse, efficace au contrdle de l'infection (cf. 11)2)).

Cependant, en fonction des signaux extracellulaires, un lymphocyte T naif activé peut

engager d’autre voie de différenciation effectrice.
1) 1) Les lymphocytes T CD8* alternatifs, Tc2

Suite a des expériences réalisées in vitro, il semble que I'engagement des
lymphocytes T dans la voie des Tc2, exprimant le facteur de transcription GATA-3, soit
dépendant de [IlL4%7. A Tlimage des Iymphocytes T CD4*Th2, ces
lymphocytes T CD8" alternatifs produisent de I'lL5 et de I'lL13 connus respectivement
comme activant les lymphocytes B et induisant la synthése d'immunoglobuline de
classe E associée a la réaction allergique. A 'inverse des Tc1 aux fonctions lytiques
efficaces, les Tc2 expriment un faible niveau de Perforine/Granzyme B justifiant leur
niveau cytotoxique faible, de faible protection immunitaire lors de l'infection a influenza
comparée au Tcl. De plus, ils sont décrits comme facteurs aggravants durant
linflammation allergique et des cas de maladie chronique telle que [Iarthrite

rhumatoide328.329,
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1) 2) Les lymphocytes CD8af intraépithéliaux, Tc9

Suite a des expériences réalisées in vitro, il semble que I'engagement des
lymphocytes T dans la voie des Tc9 puissent étre induit par la présence de cellules
dendritiques CX3CR1* présentes au niveau de la lamina propria du petit intestin.
L’engagement vers la voie Tc9 des lymphocytes T CD8* est associé a I'expression de
lIL-9 et I'lL-10 au roOle anti-inflammatoire. En association avec un faible niveau
d’expression de T-bet fortement exprimé dans les Tcl, les Tc9 présentent une faible
expression de granzyme et une diminution de la production d'IFNy corrélée a une
diminution des propriétés cytotoxiques in vitro. Malgré leur faible activité cytotoxique,
les Tc9 ont montré des propriétés antitumorales contre des cellules de mélanome B16
supérieur au Tcl, suggérant une forte activité antitumorale indépendante de la
cytolyse30, D’autres études montrent que le profil Tc9 favoriserait les maladies
inflammatoires médiées par les lymphocytes T CD4* Th2331 et diminuerait
I'inflammation médiée par les lymphocytes T CD4 Th1 dans la lamina propria332.

1) 3) Les lymphocytes T CD8* Tc17

La différenciation des T CD8" vers le stade Tcl7 est dépendante des cytokines IL6,
IL21, TGF-B ainsi que de I'lL23 qui stabilise leur phénotype. La différenciation vers les
Tc17 est associée a I'expression des facteurs de transcription IRF4, RORyt et RORa.
Malgré une diminution de I'expression d’IFNy, de granzyme B et de perforine, et de
faibles propriétés cytotoxiques, de nombreuse études montrent un réle protecteur des
Tc17 au cours d’infections virales333-336, Cependant, de fortes évidences tendent a
démontrer un réle pathogénique des Tcl7 dans le cas de maladies auto-immunes
chez 'homme telles que le psoriasis, le diabete de type 1, ou la sclérose en
plaque334337.338_ Dans le cas tumoral, le role des Tc17 n’est pas clair et semble étre

dépendant du type et du microenvironnement tumoral.
1) 4) Les lymphocytes T CD8* régulateurs, Treg

Cette population CD8" peu représentée est restreinte aux peptides présentés par le
HLA de classe E. Ce HLA conservé, exprimé par de nombreuses cellules telles que
les lymphocytes T CD4* ou NK, présente classiguement des peptides non
antigéniques (dérivant de la séquence signale du CMH de classe I) reconnu par le
complexe inhibiteur CD94/NKG2A des Treg CD8%3%°, Cependant, la présentation sur

le HLA-E de tous autres peptides suite a une infection virale ou une dérive de la
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machinerie intracellulaire pourra étre reconnue par certains TCR induisant I'activation
et la prolifération des lymphocytes T CD8* régulateurs capables d’éliminer leur cible
via la voie lytique, Perforine/Granzyme. Chez ’'homme, il a pu étre démontré qu’un
dysfonctionnement des T CD8*régulateurs pouvait étre impliqué dans le
développement de maladies auto-immunes telles que la sclérose en plague ou la

maladie inflammatoire de I'intestin340:341,

2) Heétérogénéeité fonctionnelle des CTL, Tcl
De nombreuses études démontrent aujourd’hui que I'hnétérogénéité cellulaire n’est pas
seulement génératrice de nouvelles sous-populations cellulaires aux fonctions
distinctes mais contribue a maintenir des variabilités fonctionnelles au sein de cellules

ayant engagées la méme voie de différenciation cellulaire.

Des 1975, Shiku et al. démontrent I'existence d’'une hétérogénéité cytotoxique au sein
des populations effectrices CTL associées avec des modifications phénotypiques de
leur marqueur membranaire Ly3*2. Plus récemment, en 2002, Takata et al. identifient
parmi les lymphocytes T CD8* effecteurs de différenciation terminale (CD27-, CD28"
sécréteurs des cytokines pro-inflammatoires, TNFa et IFNy) I'existence de deux sous-
populations CXCR1* ou CXCRL1. Bien que les cellules effectrices terminales CXCR1*
et CXCR1 présentent les mémes activités cytotoxiques et des niveaux d’expression
en molécules lytiques similaires, ces deux sous-populations présentent des
différences pour leur capacité a produire de I'lL2 ainsi que pour leur propriété
d’autorenouvélement et de résistance a la mort cellulaire. lls montrent au cours de leur
travail que les sous-populations CXCR1- sont associées a I'expression de I'lL7R ainsi
qu’a la production et la sécrétion d’IL2, justifiant leur capacité d’autorenouvelement,
alors que les cellules CXCR1* surexpriment la protéine kinase DAPK1 associée a
I'entrée en apoptose (pro-apoptotic death-associated protein kinase 1)343. Bien que
préliminaires, ces résultats démontrent I'existence de sous-populations au sein de
familles cellulaires ayant sélectionné la méme voie de différenciation terminale et
exercant une méme fonction biologique et suggére que I'’hétérogénéité apparait a tous
les niveaux de différenciations. Cependant, ces travaux ne permettent pas de
déterminer si I’hétérogénéité fonctionnelle observée au sein des cellules CTL est le
reflet de la sélection de plusieurs clones distincts (hétérogénéité inter-clonale) et/ou

de la prolifération d’'un seul clone cellulaire (hétérogénéité intra-clonale).
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La récente mise en place d’approches dites « single-cells » permettant d’étudier les
cellules individuellement, ont permis a Lemaitre et al. de démontrer que la diversité
cellulaire est un processus continu intervenant avant, pendant et aprés le premier cycle
de division d’un clone. Au cours de leurs études, ils démontrent I'existence d’une
hétérogenéité phénotypique (CD25, CD62L) et fonctionnelle (production et sécrétion
d’'IFN, Granzyme B) suite a la prolifération de progéniteur distinct mais également
observable entre les cellules filles d'un méme progéniteur3*4. Ce travail est en accord
avec les études de Newell et al. qui démontrent, chez 'lhomme, via des expériences
de cytométrie de masse CyTOF (cytometry by time-off flight) qu’il existe un continuum
de phénotypes parmi les lymphocytes T CD8* d’'une méme spécificité antigénique
(Figure 1-23) capables de secréter un haut degré de combinaisons de cytokines
différentes3#°. Ces données renforcent le travail de Ma et al., qui démontrent via une
approche « single cell in microfluidic platform » que chaque CTL unique est capable

de sécréter des niveaux de cytokines et de molécules cytotoxiques variables346,

Plus récemment, en combinant des approches par cytométrie en flux et microscopie,
Vasconcelos et al. mettent en évidence que la capacité des CTL a tuer des cellules
cibles est extrémement hétérogéne et ce méme au sein d'une méme population
clonale. En mettant une seule cellule CTL en contact avec un nombre défini de
cellules cibles, ils démontrent que les CTL, génétiquement identiques, sont capables
en 12 heures d’éliminer de 0 a 12 cellules cibles présentant le peptide spécifique de
I'activation des CTL. En 12 heures, ils observent au sein d’une population clonale
hautement différenciée, deux sous-populations fonctionnellement distinctes, définies
comme les « high-rate killer » capables d’éliminer la majeure partie des cellules cibles
et les «low-rate killer » aux capacités effectrices de « Killing » parfois nulles. De
maniére intéressante, en utilisant différentes concentrations de peptides antigéniques
présentés par les cellules cibles, ils démontrent que cette hétérogénéité et plus
particulierement la mise en place de la sous-population « high-rate killer » est
dépendante d’une forte stimulation du TCR347. Pour finir, Vasconcelos et al. montrent
que I'expression in vivo d’'un super-killer individuel n’aboutit pas a la génération d’'une
lignée stable de super-killer, suggérant un caractere non héritable des propriétés
fonctionnelles d’un lymphocyte T effecteur. Ensemble, ces résultats suggerent un
processus qui permettrait au CTL de calibrer la réponse effectrice globale face a des

populations de cellules cibles variées et hétérogenes.
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Figure 1-23. Représentation 3D en CyTOF du continuum de différenciation des lymphocytes T. Les axes PC1, 2 et 3
représentent les différents profils d’expression pour 25 marqueurs phénotypiques et fonctionnels capables d’expliquer en
cumulative plus de 50% de la variabilité des T CD8"*. Repris de Newell et al. 2012 3%



V)  Objectif du travalil
L'hétérogénéité et la plasticité de la fonction lymphocytaire sont des éléments-clef
d'une réponse immunitaire adaptative réussie. Ainsi, plusieurs études ont contribué a
mettre en avant la notion que les cellules T individuelles murines et humaines
présentent un degré élevé d'hétérogéneéité dans leurs caractéristiques phénotypiques

et fonctionnelles294.344,345,347-349

Plusieurs modéles non exclusifs ont été proposés pour expliquer l'acquisition de
I'nétérogénéité phénotypique et fonctionnelle, a la fois en termes de génération de
sous-ensembles cellulaires et en termes de variabilité cellulaire individuelle au sein de
populations définies?'?. Ils établissent que la différenciation des lymphocytes T peut
étre acquise progressivement aprés une premiére activation®>°, générée a la suite de
signaux instructifs a chaque division cellulaire®>! ou déterminée au début des premiers

cycles de division par des mécanismes de division cellulaire asymétrique (ACD)3%3,

Au cours de ce travail, nous souhaitons mieux caractériser I'hétérogénéité
fonctionnelle des lymphocytes T CD8* effecteurs, aussi bien en termes de génération
que de fonction biologique. Les études publiées précédemment par I'équipe3*’
démontrent que [I'ensemble de [I'hétérogénéité observable au sein d'une
population CTL peut étre régénérée a partir de la prolifération d’'une seule cellule. En
se basant sur ces observations, nous suggerons que I'hétérogénéité fonctionnelle des
CTL est directement dépendante de la prolifération cellulaire. De plus, en nous
inspirant des concepts de 'ACD, nous établissons I'hypothése que la distribution
hétérogéne de molécules intervenant dans la mise en place des fonctions effectrices
des T CD8* est observable au cours de la télophase et pourrait conférer des avantages

fonctionnels différents entre les deux cellules filles naissantes.

Pour étudier sans ambiguité la distribution des protéines au cours de la mitose, il est
indispensable d’étudier un nombre conséquent d’événements en télophase, qui sont
des événements rares, et d’établir le seuil entre une distribution stochastique et
asymeétrique des facteurs d’intérét entre les deux futures cellules filles. Pour ce faire,
nous avons mis en place un processus d’acquisition et d’analyse basé sur la cytométrie
d’'imagerie en flux, une technologie a mi-chemin entre la microscopie et la cytométrie.
En nous basant sur les caractéristiques physiques des cellules en télophase, a savoir
leur bi-nucléarité et la mise en place du midbody (structure tubulaire faisant le lien

entre les deux future cellules filles), nous avons mis en place un protocole d’analyse
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permettant de discriminer et d’étudier un grand nombre d’événements en télophase
parmi une vaste population cellulaire en suspension. De plus, en nous basant sur de
précédentes études®>2353 ainsi que sur la distribution des protéines totales, nous avons
pu établir un seuil discriminant les évenements de division asymétrique et symétrique

au cours de la télophase.

Notre protocole d’étude, couplé a des analyses de microscopie confocale 3D a
balayage laser et l'analyse de données mathématiques, permet d’étudier sans
ambiguité la répartition des molécules effectrices au cours de la division des
lymphocytes T humains et de statuer sur le caractere symétrique ou asymeétrique de

cette répartition (en comparaison aux protéines totales).

Nos résultats montrent que les cellules T CD8" du sang périphérique humain,
fraichement isolées, et les cellules T clonales CTL sont capables de générer de
'hétérogénéité en répartissant asymétriquement leurs granules lytiques (CD107a+)
ainsi que leurs facteurs associés tels que la perforine, la granzyme B et le mTORC1,
suite a leur activation in vitro. En nous basant sur le mécanisme de ’ACD, nous avons
pu mettre en évidence que ce processus est indépendant de la répartition des facteurs
de transcription classiquement associés a I'établissement des
populations cellulaires effectrices ainsi que des facteurs protéiques classiqguement
décrits dans I'établissement de I'axe de polarité de 'ACD. De plus, nous montrons
€galement que ce mécanisme, dépendant de la prolifération cellulaire, est réalisé
indépendamment de la polarisation du signal activateur, suggérant un autre
mecanisme que celui de la division asymeétrique tel qu'il est classiquement décrit. De
plus, nos résultats mettent en évidence un mécanisme non héritable et est réinitialisé

a chaque cycle de division cellulaire.

Pour finir, nous cherchons a mettre en évidence I'importance fonctionnelle de cet
héritage asymétrique au cours de la mitose. Bien qu’il soitimpossible a I’heure actuelle
de pouvoir suivre et associer directement un acte de division cellulaire a ses propriétés
fonctionnelles, nos études indirectes démontrent [I'importance de |la
signalisation mTOR pour I'élimination des cellules cibles sur des temps d’interaction
prolongés, dans le cas ou ces dernieres sont en surnombre. De plus, nos travaux
mettent en évidence qu’au sein d’une population CTL, les individus possédant un stock
en vésicule acide, associé aux granules lytigues, présentent des propriétés

fonctionnelles accrues aussi bien au temps court (4 heures) que prolongé (12 heures),
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suggérant que I'héritage d’'une quantité supérieure de granules lytiques au cours de la

mitose pourrait conférer un avantage fonctionnel aux cellules filles.

Ensemble, les résultats de notre travail suggérent un mécanisme « d’asymétrie
stochastique » qui pourrait permettre de préserver la plasticité de la fonction effectrice
au sein des populations cellulaires déja différenciées.
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Abstract

Asymmetric cell division plays a key role in cell progeny differentiation from undifferentiated precursors. Whether
asymmetric molecular repartition in telophase also confers functional heterogeneity to differentiated cells is
presently unknown. To address this question, we investigated the capacity of human CD8* T cells, both freshly
isolated polyclonal cells and clonal CTL, to unevenly segregate functional components during telophase using
imaging flow cytometry and confocal laser scanning microscopy. We show that, in spite of homogeneous
partitioning of fate determining factors, CD107a* intracellular vesicles and lytic molecules unevenly segregate in
telophase via a mechanism that stochastically occurs at each division round and does not require a polarity cue.
We also show that vesicular mTOR asymmetrically segregates in telophase and that mTORC1 function is

instrumental to fuel sustained killing of outnumbering target cells.

Our results highlight an unpredicted mechanism of stochastic uneven molecular segregation in telophase that

randomly generates heterogeneity within established cell populations.

Introduction

Heterogeneity and plasticity of lymphocyte function are key components of successful adaptive immune
responses. Accordingly several studies contributed to put forth the notion that individual mouse and human T
cells exhibit a high degree of heterogeneity in both their phenotypic and functional characteristics (Beuneu,
Lemaitre et al., 2010, Newell, Sigal et al., 2012) (Buchholz, Flossdorf et al., 2013, Halle, Keyser et al., 2016)
(Lemaitre, Moreau et al., 2013) (Buchholz, Schumacher et al., 2016, Vasconcelos, Muller et al., 2015).

Several non-mutually exclusive models have been proposed to explain the acquisition of phenotypic and functional
heterogeneity in mouse and human T lymphocytes both in terms of cellular subset generation and in terms of
individual cell variability within defined populations (Buchholz et al., 2016). They postulate that differentiation of
T lymphocytes might be either progressively acquired following an initial activation event (Sallusto, Geginat et
al., 2004), generated following instructive signals at each cell division (Kaech, Wherry et al., 2002) or early

determined during the first rounds of division via mechanisms of asymmetric cell division (ACD).

ACD is a key mechanism to generate cell heterogeneity in biology. It plays a crucial role in embryogenesis of
organisms by allowing the formation of two distinct cells from a single mother cell (Dewey, Taylor et al., 2015,
Knoblich, 2008). In immunology, ACD has been proposed as a process allowing mouse naive T lymphocytes to
divide into different cellular pools (Chang, Ciocca et al., 2011, Chang, Palanivel et al., 2007) (Arsenio, Kakaradov
et al., 2014) (Arsenio, Metz et al., 2015). Yet, alternative models of immune cell clonal expansion postulate that
cellular differentiation might rather be achieved via the accumulation of progressive differences among daughter
cells (Gerlach, Rohr et al., 2013) (Buchholz et al., 2013, Rohr, Gerlach et al., 2014).

The role of ACD in human T lymphocyte functional commitment is elusive. Moreover, it is not clear whether
differentiated T cells, such as human peripheral blood CD8* T lymphocytes, memory T cells and in vitro expanded
clonal CTL, might exploit mechanisms of asymmetric repartition of molecular components in telophase to acquire

functional heterogeneity.

In the present work, we investigated the possibility that a heterogeneous distribution in telophase of molecules

relevant for human CD8" T cell effector function might occur during their division. To address this question, we
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employed imaging flow cytometry, 3-D confocal laser scanning microscopy and mathematical data analysis to
unambiguously distinguish the repartition of T cell effector molecules from random distribution of total proteins

in dividing human CD8" T cells.

Our results show that both freshly isolated in vitro activated human peripheral blood CD8" T cells and clonal CTL
do not exhibit asymmetric inheritance of fate determining factors. Conversely they exhibit a heterogeneous
repartition of lytic machinery components and of mTORC1 signaling pathway. Interestingly, this phenomenon

resets at each round of division.

Our results unveil an unexpected mechanism of uneven repartition of functional components that is uncoupled
from ACD-based cellular fate dichotomy. This mechanism of “stochastic asymmetry” might allow preserving

effector function plasticity within established cellular populations.

Results

Imaging flow cytometry reveals uneven repartition of lytic machinery in dividing human CD8* T cells
To define whether events of asymmetrical distribution of functionally relevant cellular components might occur
in dividing human CD8* T cells we initially investigated whether these cells might exhibit evidences of uneven

repartition of their lytic machinery in telophase.

Lytic granule repartition during human CD8* T cell division was evaluated using imaging flow cytometry, a
technique allowing to combine the advantages of both flow cytometry and microscopy (Basiji & O'Gorman, 2015).
This approach allowed us to collect and analyze a substantial number of cells and to visualize and assess the
repartition of molecules of interest within individual cells that were unambiguously identified as being in

telophase.

Cells in telophase were identified using a computer-assisted gating on the basis of nuclear and tubulin staining
(see Material and Methods section). Nuclear staining with SYTOXorange© allowed us to identify binucleated cells

with elongated form corresponding to cells in the late steps of division (anaphase and telophase). The cells in
telophase were identified (and discriminated from possible cellular doublets) on the basis of tubulin staining that

allowed us to highlight their mid-bodies (Supplementary Figure 1).

Cells were also stained with Cell Trace Violet©® (CTV), a probe that labels total cell proteins. It has been reported
that, upon cell division, total protein repartition varies in daughter cells (Filby, Perucha et al., 2011, Fuentealba,
Eivers et al., 2008). Therefore, CTV staining served both as a marker of cell division (allowing us to identify cells
in the different division rounds) and to normalize for total protein repartition in telophase. Asymmetric cells were
defined as cells in telophase in which repartition of the marker of interest in the nascent daughter cells was beyond

the limits observed for CTV repartition.

In a first approach, CD8* T cells freshly isolated from healthy donor blood, were stimulated with immobilized
anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 for 72 hours, a stimulation condition thoroughly employed in studies investigating
mouse T lymphocyte ACD (Chang et al., 2011). Anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 stimulation resulted in activation
of human CD8* T cells as shown by CD137 up-regulation and cell proliferation (Supplementary Figure 2).

Repartition of the lysosomal marker CD107a was investigated using imaging flow cytometry in the cells in
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telophase. As shown in Fig.1A, we observed that, in agreement with previously reported data(Filby et al., 2011),
CTV distribution ranged between 40 and 60% in dividing T cells. Interestingly, a fraction of CD8* T cells exhibited
an uneven distribution of CD107a* vesicles overcoming the 40-60% CTYV range. The number of uneven nascent
daughter cells varied between 14 and 20% in the different experiments. To confirm results obtained using imaging
flow cytometry with a classical microscopy approach we investigated by 3-D confocal laser scanning microscopy
CD107a content in dividing CD8* T cells following stimulation with immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1.
Although this approach allowed us to collect a relatively small number of cells in telophase, it revealed that about
27% CD8* T cells in telophase exhibited uneven repartition of CD107a, thus confirming results obtained using
imaging flow cytometry (Fig.1B and Movies 1 and 2).

We next investigated the distribution in telophase of lytic components such as perforin and granzyme B (GrzB),

molecules known to be pre-stored in Iytic granules.

As shown in Fig.1C, similarly to CD107a, also perforin and GrzB were unevenly segregated in the two nascent
daughter cells in telophase, indicating that daughter cells can inherit different lytic potential.

Finally, to define whether uneven repartition of lytic components could be observed in fully differentiated cells,
such as memory cells, we investigated CD107a and perforin distribution in telophase in purified human memory
CD8" T cells. This analysis showed 16% of memory CD8* T cells exhibited CD107a uneven repartition in
telophase and 10% of these CD8* T cells exhibited perforin uneven repartition (Fig.1D).

Taken together, the above results indicate that a lysosomal-associated membrane protein know to be a marker of
Iytic granules and effector molecules involved in CTL lytic function, are unevenly segregated during division of
human CD8* T cells.

mTORC1 activity is unequally segregated in telophase

The mechanistic target of rapamycin (mTOR) kinase, is a central regulator of cellular metabolism, known to
localize its active form onto the surface of lysosomes, leading to the formation of the active signaling complex
MTORC1 (Kaminski, Liedmann et al., 2016). mTORC1 activity is instrumental for effector T cell generation
(Almeida, Lochner et al., 2016) and NK lytic function (Viel, Marcais et al., 2016). We therefore investigated
whether uneven segregation of mMTORC1 complex could occur in CD8* T cells undergoing division. To address
this question, we initially analyzed by image flow cytometry the distribution of mTOR in the two nascent daughter
cells in telophase. This analysis showed that the total content of mTOR was homogenously distributed in the two
nascent daughter cells (Fig.2A left panel). Since the antibody used for staining recognizes both soluble mTOR
(that is diffused throughout the cytosol) and its active form bound to lysosomes, we attempted to selectively define
the distribution of vesicular mTOR. To this end, we applied a stringent thresholding to mTOR fluorescence in
collected images, in order to highlight the strongest spots of mTOR staining (corresponding to granular staining)
in the two nascent daughter cells. This analysis showed that granular staining of mTOR is highly heterogeneous
in the two nascent daughter cells suggesting that vesicular mTOR might be unevenly segregated in telophase with
about 80% of asymmetric cells (Fig.2A right panel). We reasoned that observed values could have been at least
in part due to the application of an arbitrary thresholding to global mTOR staining images. To address this point

and unambiguously define whether mTORC1 complex activity was unequally repartitioned within the two nascent
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daughter cells we visualized the distribution in telophase of phospho-S6 ribosomal protein (pS6), a main substrate
of mTORCL (Pollizzi, Sun et al., 2016). As shown in Fig.2B, we observed an uneven segregation of pS6 in a
fraction of cells in telophase, that was comparable to that observed for CD107a (16% of cells). Finally, treatment
of anti-CD3/CD28/ICAM-1 stimulated cells with 100 ng/ml rapamycin, profoundly affected S6 phosphorylation,
thus confirming the specificity of our pS6 staining (Supplementary Fig.3).

Taken together, the above results show that an uneven repartition in telophase of mTORC1 activity occurs in
dividing human CD8* T cells.

Asymmetric distribution of lytic machinery and of mTORCL1 in clonal CTL
We next investigated whether lytic machinery asymmetric repartition could be observed also in homogeneous fully

activated CD8" T cell populations such antigen-specific CTL clones.

To address this question, we investigated CD107a repartition in CTL undergoing cell division. For this study, we
activated CTL clones using immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM-1 for 72 hours. We opted for this stimulation
condition since, in preparatory experiments, we observed that conjugation of CTL with cognate target cells results
(during the 72 hour culture) in the creation of cellular clumps and debris due to CTL killing activity, thus making
it difficult to analyze cells by image flow cytometry and conventional microscopy. As shown in Fig.3A, we
observed that in clonal CTL undergoing cell division 15% of the two nascent daughter cells in telophase exhibited
uneven distribution of CD107a, thus confirming and extending observations obtained using CD8* peripheral blood

T cells.

In parallel experiments, imaging flow cytometry revealed heterogeneous repartition of vesicular mTOR in
telophasic CTL, in line with results obtained in freshly isolated CD8* T cells (Fig.3B).

Having observed that CTL can undergo uneven repartition of lytic components in telophase, we asked whether
this process might potentially confer a functional advantage to daughter cells inheriting more abundant lytic
compartment. To address this question, we labeled a CTL clone with LysoTraker Blue® a probe staining the acidic
Iytic compartment of these cells (Faroudi, Utzny et al., 2003). CTL expressing the highest and lowest of
LysoTraker Blue staining were sorted and used for standard 4 hour killing assays. As show in Supplementary
Figure 4, LysoTraker "" CTL exhibited a more efficient killing of target cells when compared to LysoTraker '™
CTL, thus supporting the notion that higher lytic compartment expression correlates with better Killing

performance.

Finally, the observation of an uneven repartition of mMTORC1 activity in dividing freshly isolated and clonal CD8*
T cells in parallel with lytic components raised the question of whether mTORCL1 function might be involved in
regulating cytotoxicity. To address this question, we asked whether mTOR pathway might be instrumental to
support CTL-mediated cytotoxicity at low effector/target (E/T) ratio during prolonged time. We monitored CTL
interaction with target cells by time-lapse confocal laser-scanning microscopy during 12 hours in the presence of
2.5 UM NucView® Caspase 3, a probe that allows to detect the activation of the executor caspase-3 in cells
undergoing apoptosis, either in the presence or in the absence of 100 ng/ml rapamycin. This analysis showed that

at 1:1 E/T ratio rapamycin had no major impact on the lethal hit delivery rate. Conversely, at a lower E/T ratio
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(1:10), rapamycin strongly inhibited CTL-induced caspase-3 activation indicating that mTORC1 contributes to

fuel sustained cytotoxicity of outnumbering target cells (Fig.4).

Taken together, the above results show asymmetric distribution of Iytic granules and mTORC1 complex during
mitosis in human CTL. They suggest that uneven repartition of lytic machinery and of a central integrator of
environmental cues might contribute to confer functional heterogeneity to clonal CD8* T cells.

Uneven repartition of lytic machinery is not part of fate determining ACD

The observation that both lytic components and associated mTOR signaling pathway were unevenly inherited in
daughter cells prompted us to investigate whether this process was part of a mechanism of cell fate determining
ACD previously described in mouse T lymphocytes (Arsenio et al., 2015, Pham, Sacirbegovic et al., 2014).

To address this question we initially investigated the possibility that uneven repartition of fate determining
transcription factors T-bet and C-myc (Chang et al., 2011) (Verbist, Guy et al., 2016) might occur in telophase in
freshly isolated peripheral blood CD8* T cells stimulated with anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 for 72 hours. As
shown in Fig.5A, both T-bet and C-myc were not unevenly segregated in the two nascent daughter cells during

telophase.

To further define whether a process of fate-determining ACD might take place in human CD8* T cells we
investigated whether the partitioning molecules PKC-{ and PARG and the ACD effector Numb where unevenly
segregated or not during cell division. As shown in Fig.5B, distribution of these molecular effectors of cell polarity

was essentially not asymmetrical in the two nascent daughter cells during telophase.

Finally, we investigated whether uneven repartition of lytic components was dependent on a polarity cue as
previously described for ACD (Arsenio et al., 2015, Pham et al., 2014). Fig.6 shows that a polarity cue was not
required to induce uneven distribution of lytic molecules, since comparable CD107a* vesicles segregation was
observed in peripheral blood CD8* T cells stimulated by either immobilized (anti-CD3/anti-CD28/ICAM1) or
soluble (PMA + ionomycin) stimuli. Similar results were obtained when purified CD8* memory T cells were
stimulated with either immobilized (anti-CD3/anti-CD28/ICAM1) or soluble (PMA + ionomycin) stimuli (data
not show).

Taken together, the above results show that uneven partitioning of lytic compartment in telophase is not associated
to asymmetric segregation of fate determining transcription factors and partitioning molecules. Moreover a polarity
cue is not required. All in all, the above results imply that, in human CD8* T cells, lytic machinery uneven
repartition is not part of a classical mechanism of fate determining ACD.

Asymmetrical repartition of CD107a* vesicles resets at each division event and generates heterogeneous
daughter cells

In mouse T lymphocytes fate determining ACD, heterogeneous repartition of molecular components is typically
described as an event occurring during the first division that follows productive TCR engagement (Arsenio et al.,
2015, Chang et al., 2011). In order to define whether uneven repartition of lytic compartment in human CD8* T

cells might be limited to the first division or be observed during the following division steps, we considered the
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cells in the different rounds of division (as detected by CTV dilution, Supplementary Fig.2 (Quah & Parish,
2012)) and analyzed CD107a repartition during each telophase. This analysis showed that, in all division round

considered, a comparable percentage of cells underwent heterogeneous repartition of CD107a (Fig.7A and B).

The above results showed that an uneven repartition of CD107a is not limited to the first division, providing further

evidence in favor of a mechanism of heterogeneity generation in telophase that is in not part of a classical ACD.

A complementary observation indicated that the heterogeneity process is stationary but not hereditary: e.g. a
daughter cell originating from a heterogeneous division has a constant stationary probability to produce a new
uneven division. We arrived to this conclusion by generating CD107a fluorescence intensity (CD107a-FI) density
curves of all telophasic cells having undergone 0, 1 or 2 mitosis. Cells in telophase showing unequal CD107a-FI
repartition were then plotted on these curves (Fig.7C). The y? statistical test showed that these cells were randomly
and independently distributed on the CD107a-FI density curves, supporting the hypothesis that there is no

inheritance in the decision to divide unevenly (see Supplementary Results section).

We next asked whether this process might create a drift in lytic compartment content in daughter cells. To address
this question, we analyzed the total CD107a-Fl in all G1 cells (either undivided or following each division round).
As shown in Fig.7D, the total CD107a-FI appeared to be broadly similar at the different rounds of division in the
whole populations, suggesting that uneven repartition of CD1074a, in a relatively constant fraction of cells at each
division round, does not lead to the emergence of well-defined cellular subsets expressing higher or lower levels
of CD107a.

To determine whether the different curves followed the same distribution or not, we employed the Kolmogorov-
Smirnov goodness of fit test. The test strongly rejected the hypothesis that the CD107a expression curves follow
the same distribution during the first two division rounds (see Supplementary Results section), indicating that
during these division events randomly heterogeneous populations were generated. Nevertheless, our test also
showed that the Kolmogorov distance decreased when the number of divisions increased, indicating that CD107a-
FI density distribution seems to be convergent with a higher number of divisions. To define where in the curves
variability was located, we employed the x> test. The test showed that variability was distributed all over the
curves (i.e. for all the CD107a-Fl). Together, Kolmogorov-Smirnov goodness of fit and 2 tests revealed a non-

stationary variability in the content of CD107a* vesicles in CD8* T cells during early division events.

Taken together, the above results reveal a mechanism of asymmetric distribution of CD107a* vesicles in telophase
that is not limited to the first division and generates variability in the daughter cell populations.
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Discussion

In the present study, we investigated whether asymmetric molecular segregation in telophase occurs in human
CD8" T lymphocytes. We report that, in both freshly isolated peripheral blood CD8* T cells and clonal CTL, a
fraction of telophasic cells undergoes asymmetric distribution of lytic compartment and of mTOR activity between
the two daughter cells. Uneven lytic machinery repartition is not part of a mechanism of fate determining ACD.
Yet, it engenders, at each new cell generation, heterogeneity of individual components within established cellular

populations.

ACD is a key mechanism to generate cell diversity in biology. It plays a crucial role in the embryogenesis of
organisms by allowing the formation of two distinct cells from a single mother cell. This mechanism resides in the
ability of cells to distribute and maintain their intracellular components unevenly between the proximal and distal
pole during mitosis. Following the formation of the division furrow and the cytokinesis, the two daughter cells
inherit distinct intracellular effector molecules favoring their development into different functional cell populations
(Dewey et al., 2015, Knaoblich, 2008).

In mouse T lymphocytes, ACD has been described as a mechanism contributing to the generation of
effector/memory daughter cells following division of an individual naive T cell (Arsenio et al., 2015, Chang et al.,
2007). Establishment of asymmetry has been associated to the uneven inheritance by daughter cells of transcription
factors such as c-Myc and T-bet known for their role in the induction of cell proliferation and T cell effector
function (Chang et al., 2011) (Verbist et al., 2016). Following the original observation of uneven repartition of
proteasomes in dividing mouse CD4* T cells leading to asymmetric degradation of T-bet in daughter cells(Chang
et al., 2011), additional cellular pathways including metabolic and signaling pathways have been found to be

implicated in fate determining ACD in mouse naive T lymphocytes (Pollizzi et al., 2016, Verbist et al., 2016).

Our results extend data obtained in mouse models by revealing a previously non-described uneven repartition of
molecular effectors in human CD8* T cells, which is not accompanied by a detectable fate-determining ACD. In
other words, we describe here a novel stochastic mechanism of asymmetric molecular distribution in telophase

that perpetuates functional heterogeneity at the population level.

It should be noted that, although we could not detect a “classical”, fate determining, ACD neither in CD8* T cells
from adult healthy donor peripheral blood nor in CTL clones, this observation does not exclude the possibility that
ACD might play a key role in the differentiation of human naive T cells into effector and memory subsets during
initial antigen specific immune responses. It is therefore possible that the discrepancy between our results and
previous studies on ACD in mouse T lymphocytes arises from the different nature of the cells involved in the

study.

Discrepancy between human and mouse cell data might also derive from the employed experimental approaches.
An important feature of our study is that we used imaging flow cytometry, a technique suitable to study cell
division, since it combines the advantages of both flow cytometry and microscopy. While microscopy allows high-
resolution visualization of molecular distribution during mitosis, the necessity of capturing rare cells in telophase
makes the acquisition and analysis of a large number of events problematic. Flow cytometry can quantitatively
assess the heterogeneity of marker expression by individual cells belonging to a given population, but it does not

directly illustrate whether heterogeneity in the expression of a given marker results from an event of asymmetric
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division. Combining the above approaches, imaging flow cytometry allows detecting and analyzing scarce cells
within whole cell populations on the basis of their morphological and staining characteristics (Basiji & O'Gorman,
2015). We thus acquired a significant number of relatively rare events of T cell division by precisely identifying

cells in telophase.

The advantages intrinsic to the chosen method, together with the use of CTV to normalize for total protein
repartition in telophase, makes our approach a reliable and quantitative methodology to establish the asymmetry

of some cellular effectors and to exclude asymmetry of others.

It should also be noted that, beside asymmetric division, other mechanisms can contribute to the generation of
different T lymphocyte populations from naive lymphocytes and, more in general, can play a role in T lymphocyte
heterogeneity. Alternative models postulate that lymphocyte differentiation might be achieved via the
accumulation of progressive differences among daughter cells due to stochastic variation in the quantity of the
inherited proteins (Pham et al., 2014, Rohr et al., 2014). An important piece of evidence in support of this notion
comes from work performed by T.N. Schumacher and coll. Using a mouse model in which naive CD8" T cells
were provided with unique genetic tags, they showed that the progeny of a single naive T cell can adopt multiple
fates (Gerlach et al., 2013) (Schumacher, Gerlach et al., 2010).

Our results provide support to stochastic division models of lymphocyte differentiation (Buchholz et al., 2016)
and imply that such a mechanisms might contribute to human T cell phenotypic and functional heterogeneity
(Newell et al., 2012) (Vasconcelos et al., 2015).

The molecular bases of the observed stochastic heterogeneity in lytic machinery repartition in telophase are
presently elusive. It is tempting to speculate that stochastic heredity of lytic components might result from the
highly dynamic behavior of human CD8* T cells during antigen recognition. Differently from naive T cells that
form stable immunological synapses and require prolonged time to be activated (lezzi, Karjalainen et al., 1998)
(Huang, Brameshuber et al., 2013), effector CD8* T cells are rapidly activated at the immunological synapse,
provide swift biological responses and interact with multiple target cells either sequentially or simultaneously
(Wiedemann, Depoil et al., 2006) (Bertrand, Muller et al., 2013) (Vasconcelos et al., 2015). A polarity axis might
therefore be difficult to establish in such highly dynamic cells that undergo transient polarization responses. It is
tempting to speculate that, the observed asymmetric distribution of lytic components is actually independent from
the establishment of a polarity axis and is rather an intrinsic phenomenon in dividing human CD8* T cells. Our
observation that a soluble stimulus such as PMA/ionomycin leads to asymmetric distribution of lytic components
in telophase, strongly supports the hypothesis that there is no need for a polarity cue to induce asymmetric

distribution in our cellular model.

Mathematical analysis of our imaging flow cytometry data provides a stepping-stone to illustrate the mechanisms
of lytic machinery uneven distribution in dividing human CD8* T cells. On one hand, the analysis shows that the
process of asymmetric distribution is stationary in terms of the fraction of involved cells: e.g. occurs always on a
similar percentage of cells, at each division round, in different experiments and following different stimuli. On the
other hand, the heterogeneity process, although stationary is not hereditary: e.g. a daughter cell originating from a
heterogeneous division has a constant stationary probability to produce a new uneven division. Finally,

mathematical analysis also shows that, during initial division rounds, a random heterogeneity in lytic machinery
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content is generated in the whole CD8* T cell population, while CD107a-FI density curves tend to be convergent

when the number of divisions increases.

What could be the functional role of a mechanism of asymmetric molecular segregation during mitosis in human
T cells? We propose that a mechanism of asymmetric distribution in telophase that is stationary at each division,
but not inherited by daughter cells, can be instrumental, on one hand to ensure reproducible antigen specific CD8*
T cell responses during clonal expansion and on the other hand to randomly generate short-lived CTL cohorts
harboring functional heterogeneity. This process might confer robustness to CTL responses through population
averaging (Buchholz et al., 2016)' (Hodgkin, Dowling et al., 2014).

We have previously shown that human clonal CTL exhibit heterogeneity in their lytic function during sustained
interaction with target cells: with some CTL killing a limited number of target cells and other CTL progressively
emerging as super-killer cells (Vasconcelos et al., 2015). These observations suggested that a gradual “refining”
of killing ability might allow the calibration of CTL responses, allowing adaptation of the whole CTL population
to the resistance of the opposing target cell population or to the persistence of the antigenic stimulus. Interestingly,
killing behavior is not inherited by daughter cells, since in vitro expanded individual super-killer cells do not
generated a stable progeny of super-killers (Vasconcelos et al., 2015). Together, these previous observations
indicate that a given killing behavior is not a prerogative of a subset of cells within the clonal CTL population, but
is rather “the reflection of proliferation” where each individual cell is capable of generating heterogeneous

daughter cells.

Our present study complements previous results. By showing the existence of stochastic lytic machinery
distribution in telophase, we provide here a mechanistic explanation to the observed functional heterogeneity of

individual human CTL.

Moreover the observation that in sorted CTL, higher lytic compartment expression correlates with better killing
performance, further links asymmetric molecular distribution in telophase to CTL functional heterogeneity. Finally
we also show that: i) not only lytic components, but also the lysosome-associated mTORC1 activity is unevenly
distributed in telophase and ii) mTORCL1 function is required for optimal sustained killing at low E/T ratios. These
observations further support the notion that asymmetric repartition in telophase of cellular effectors can influence

cytotoxicity.

It is tempting to speculate that, our results are compatible with a model of CTL function in which heterogeneous
preformed stocks of lytic granules inherited following cell division confer diverse killing capabilities to individual
CTL over short time periods of interaction with target cells. Upon prolonged CTL/target cell interaction, signaling
via mTOR pathway a key regulator of effector T cell differentiation (Almeida et al., 2016, Finlay, Rosenzweig et
al., 2012, Rao, Li et al., 2012, Rao, Li et al., 2010), might confer an “energetic and transcriptional advantage”
(Almeida et al., 2016, Rao et al., 2012, Rao et al., 2010) to individual CTL allowing killing of outnumbering target

cells over sustained times.

It is interesting to note that our results present important analogies with previously published data by F. Batista
and coll. in which asymmetric segregation of internalized exogenous antigen was found to occur during B cell

division (Thaunat, Granja et al., 2012). Together with this previous study, our results reveal an intriguing capacity
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of both T cells and B cells to stochastically distribute in telophase their acidic compartments: MHC Class Il

compartments for B cells and lytic granules for CD8* T cells.

Such a process might have been developed to ensure a high variability of both humoral and cellular adaptive

immune responses during lymphocyte clonal expansion.

Materials and methods
Cell culture and stimulating conditions

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from buffy coats of healthy donors obtained through the
Etablissement Frangais du Sang (EFS). Blood samples were collected and processed following standard ethical
procedures (Helsinki protocol), after obtaining written informed consent from each donor and approval by the

local ethics committee (Comité de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer l).

Total human CD8* T cells were purified from healthy donor blood samples using the EasySep Negative human
CD8* T cell isolation kit (StemCell Technologies). CD8* T cells were routinely ~90% pure. Memory human CD8* T
cells were purified from healthy donor blood samples using the EasySep Human Memory CD8* T cell enrichment

kit (StemCell Technologies), cells were routinely ~90% CD8*RO*RA".

HLA-A2 restricted CD8* T cell clones, specific for the NLVPMVATYV peptide or the VLAELVKQI peptide of the CMV
protein pp65 were cultured in complete RPMI/HS medium (RPMI 1640 medium supplemented with 5% human
AB serum (Inst. Biotechnologies J.BOY, Reims), minimum essential amino acids, HEPES, sodium pyruvate
(Invitrogen), 2-mercaptoethanol (5 uM, Gibco) and 150 IU/ml human rIL-2 and 50ng/ml rIL-15). Clones were re-
stimulated every 2-3 weeks in 24-wells plate with 1x 10° irradiated (35 Gy) allogeneic peripheral blood
mononuclear cells (isolated on Ficoll Paque Gradient from buffy coats of healthy donors) and 1x10° irradiated
EBV-transformed B cells (70 Gy). Complete RPMI/HS-Medium was supplemented with 1 ug/ml PHA. For imaging
flow cytometry (ImageStream®X, Merk) and confocal laser-scanning microscopy human CD8* T cells or CD8* T
cell clones were stimulated for 72h with immobilized anti-CD3 (1 pug/ml, TR66, (Valitutti, Dessing et al., 1995)),
anti-CD28 (1 upg/ml, clone CD28.2, eBioscience) and immobilized recombinant ICAM1-Fc fusion protein
(0.5pg/ml, R&D Systems) in complete RPMI/HS medium, cells were plated on anti-CD3/CD28/ICAM1 coated Nunc
Lab-Tek Chamber Slide™ system 8 wells at 500 000 cells / well. For image stream analysis, cells were plated on

anti-CD3/CD28/ICAM1 coated 24 well plates at 1.5x10° cells / well.
Image Stream analysis

Staining and acquisition strateqy. Cells were first stained with CellTrace ™ Violet Cell Proliferation Kit (CTV) in

PBS (5 uM, 20 min, 37°C). After 72 hours of stimulation (cf: Cell culture and stimulating condition), cells were
fixed in 1% PFA (10 min, 37°C) and permeabilized in permeabilization buffer (PBS 3% BSA, 0.1% saponin, Sigma)
for 5 min. Cells were incubated for 45 min with the indicated antibodies: AlexaFluor® 647 anti-human CD107a
antibody (diluted at 1/100, clone H4A3; BD pharmingen ™), anti-human Perforin (10ug/ml, clone 8G9; BD
pharmingen ™), AlexaFluor® 647 anti-human Granzyme B antibody (10ug/ml, clone GB11, BD Pharmingen ™),

anti-human mTOR (diluted at 1/500, clone 7C10; Cell Signaling Technology), anti-human P-S6 RibosomalProtein
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(5240/244) (diluted at 1/500, clone D68F8; Cell Signaling Technology), anti-human Numb antibody (10pug/ml,
clone 1A7; Abcam), anti-human PKCZ (10ug/ml, clone C-20; Santa Cruz Biotechnology), anti-human PARD6B
(10ug/ml, clone 1C4; Abnova), anti-human T-bet (Tbx21) (10ug/ml, clone 4B10; Abcam), anti-human C-myc
(10ug/ml, clone 9E10; Thermo scientific), anti-human a-tubulin (diluted at 1/100, rabbit polyclonal; Abcam). The
following secondary antibodies were used: AlexaFluor’488 or 647 goat anti-mouse IgG1 (10pg/ml; Invitrogen),
AlexaFluor®488 or 647 anti-rabbit (H+L) (10ug/ml; Invitrogen). For image acquisition, cells were adjusted to
10.10° - 20.10% /mL in FACS buffer (PBS, 1% FCS, 5% Hepes, 0.1% Azide) containing SYTOX™ Orange Dead Cell
Stain (recommended dilution, Thermo Fisher Scientific) for nuclear staining. Cells were acquired using

ImageStream®* (IsX) technology.

Telophase discrimination strategy. IDEAS software (Merk) was used to analyze IsX data and identify cells in

telophase. As in classical cytometry data analysis, cells in G2/M phase were first selected according to their DNA
content (fluorescence of SYTOX orange). A mask based on nuclear staining was employed (SpotCount_Threshold
(MO03, nucleus, 60)) to visualize the nuclei of cells/events in the G2/M fraction at the single cell level. A second
mask (Area_Range (Thesold(M02, tubulin, 75), 50-5000, 0-0.5)) based on the a-tubulin staining (to clearly identify
the mid-body) was employed to distinguish telophases from anaphases or cell-doublets. Finally, the results from
both masks were used to manually verify that selected cells were cells unambiguously in telophase.

Analysis of cell protein distribution during telophase using Fiji.

Staining intensities of a-tubulin, CTV and of the different markers of interest were analyzed on Fiji to determine
the percentage of proteins inherited by the two nascent daughter cells in telophase.

Watershed function of Fiji software was used on the a-tubulin staining intensity to determine the specific areas
corresponding to the two nascent daughter cells in telophase. The obtained areas were converted to masks that
were next applied to measure CTV and the different markers of interest fluorescence. This procedure allowed us
to determine the intensity of fluorescence in the two nascent daughter cells in telophase respectively. The
percentage of staining in each nascent daughter cell was determined as: Fluorescence Intensity of daughter cell
1/ (Fluorescence Intensity of daughter cell 1 + Fluorescence Intensity of daughter cell 2) x 100.

For mTOR fluorescence analysis, the Shangbag threshold was applied to create a mask corresponding to the
granular staining (image A). This mask was then used to create a new image excluding the fluorescence intensity
contained in the Shangbag mask (image B). On the two images (A and B) we determined the fluorescence
intensity of each nascent daughter cell. For each nascent daughter cell, the intensity of mTOR granular staining
is obtaining by substracting fluorescence intensity of image A —fluorescence intensity of image B. The percentage
of granular mTOR in the 2 nascent daughter cells is using the formula: mTOR granular intensity of nascent
daughter cell 1 / (mTOR granular intensity of nascent daughter cell 1 + mTOR granular intensity of nascent
daughter cell 2) x 100.

3-D laser scanning microscopy

After 72 hours of stimulation, cells were fixed in 1% PFA (10 min, 37°C). Permeabilization and stainings with
antibodies were performed in PBS 3% BSA, 0.1% saponin (Sigma) for 5 min and 45 min respectively. The
following antibodies were used: anti-human CD107a (10ug/ml, cloneH4A3, BD Pharmingen ™) followed by
AlexaFluor®488 goat anti-mouse 1gG1 (10ug/ml; Invitrogen), anti-human o-tubulin (diluted at 1/100, rabbit
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polyclonal; Abcam) followed by AlexaFluor®555 goat anti-rabbit (10ug/ml; Invitrogen). Nuclei were labeled with
DAPI (1pg/ml, 5 min). The samples were mounted in 90% glycerol-PBS containing 2.5% DABCO (Sigma) and
examined using a LSM 710 (Zeiss) confocal microscope with a x63 plan-Apochromat objective (1.4 oil) with an
electronic zoom of 4. Cells in telophase were identified on the basis of nuclear and tubulin marker staining. 3D
images (using the z-stack function) were acquired for every cell identified as being in telophase. CD107a
fluorescence intensity in the two nascent daughter cells was measured on 2-D image projections obtained applying
the Sum function of Fiji Software to z-stack series. Since the background noise made the watershed function
unusable, a region of interest (ROI) corresponding to the nascent daughter cells was manually drawn on the basis
of brightfield and tubulin staining. We determined the percentage of CD107a staining in each nascent daughter
cell as: CD107a intensity of daughter cell 1/ (CD107a intensity of daughter cell 1 + CD107a intensity of daughter
cell 1) x 100.

Cytotoxicity assay

CTL were incubated with 200nM LysoTraker Blue® for 30 minutes at 37°C/5% CO; in 5% FCS/RPMI/HEPES.
After washing, cells expressing the highest and lowest 10% LysoTraker Blue staining were sorted using a
FACSARIA-SORP (BD Biosciences). After overnight recovery in complete RPMI/HS-Medium, CTL were used
for standard 4 hour killing assays. Target cells were left unpulsed or pulsed with 10uM antigenic peptide during 2
hours at 37°C/5% CO2, washed three times and subsequently transferred to a 96 well U-bottom plate at
10x108 cells/100ul RPMI, 5% FCS/HEPES. CTL were previously stained with 0.1uM CMFDA for 15 minutes at
37°C/5% CO2, washed and added to the target cells at 1 CTL versus 1 target cell ratio in 100ul RPMI, 5%
FCS/HEPES. Cells were pelleted for 1 minute, 455 g, and incubated at 37°C/5% CO2 for 4 hours. Before FACS
analysis, 0.25ug 7-Aminoactinomycin D (7-AAD; BD Biosciences) was added to each sample in order to measure

the percentage of death target cells.
Detection of caspase-3 activation by time-lapse confocal laser-scanning microscopy

Target cells were left unpulsed or pulsed with 10uM antigenic peptide, washed and seeded with clonal CD8* T
cells on poly-D-lysine-coated 8 well chambered slides (Ibidi, Munich, Germany) 5 min before imaging. CTL were
pre-incubated or not for 1 hour at 37°C with rapamycin (100ng/ml, Sigma). Chambered slides were mounted on a
heated stage within a temperature-controlled chamber maintained at 37 °C and 5% CO2. Images were acquired
every 5 min over 12 hours. Death of target cells was followed by fluorescence emission of NucView® 488
Caspase-3 assay probe directly added into the medium (2.5 uM, Biotium). Green fluoresce was acquired in the

whole sequential images and quantified using Fiji software.
Statistical analysis

Paired Student’s t-test, was performed to determine the statistical significance of differences between the groups

(GraphPad Prism software version 5).

Chi-square of independence test was performed to determine the independence between the level of expression of
a given marker and the capacity of a cell in telophase to asymmetrically distribute this marker (Python software

version 3.5).

Kolmogorov-Smirnov goodness of fit test was performed to compare law between probability distribution of a

marker of interest in cells in G1 (Python software version 3.5).
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Chi-square of homogeneity test was performed (in addition Kolmogorov-Smirnov goodness of fit test) to determine

where the probability distribution of a marker of interest varies (Python software version 3.5).
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Fig.1: Lytic components are asymmetrically distributed in dividing CD8" T cells. (A, B) Freshly isolated
polyclonal CD8* T cells were stimulated by immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 during 72h and stained
with antibodies directed against CD107a. Cells in telophase were identified using Imaging Flow Cytometry (A) or
confocal laser-scanning microscopy (B). (A) Upper panel: Each dot represents one nascent daughter cell. Only
one of the two nascent daughter cells in telophase is plotted. The percentage of staining for CD107a in the presented

cell (x axis) is plotted against the percentage of staining for total cell proteins (CTV, y axis). Asymmetric cells
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were defined as cells in telophase in which repartition of CD107a in the nascent daughter cells was beyond the 40-
60% observed for CTV repartition (n=908 from 3 independent experiments). Lower panel: example of asymmetric
and symmetric cells as detected by Imaging Flow Cytometry. (B) Left panel: A typical confocal laser-scanning
microscopy image of a CD8* T cell in telophase showing merged z-stacks for a-tubulin (red), CD107a (green) and
DAPI (cyan). Dotted white lines show the selected area for measurement. Right panel: The fold increase of
CD107a staining in the brighter nascent daughter cell as compared to the other nascent daughter cell is shown. The
dotted red line indicates the limit between symmetric and asymmetric cells (1,5 fold increase, corresponding to a

60/40% variation) (n=61 from 2 independent experiments). Each dot represents one CD8* T cell in telophase.

(C) Upper panel: The percentage of staining for perforin (left) or GrzB (right) in the presented nascent daughter
cell is plotted as in panel A. Asymmetric cells were defined as indicated in panel A (perforin n=191 from 3
independent experiment; GrzB n=728 from 3 independent experiments). Lower panel: example of asymmetric and
symmetric cells. (D) The panels show staining for CD107a and perforin in human CD8* T memory T cells
stimulated and analyzed as in (A) and (C). CD107a n=978 from 3 independent experiments; perforin n=1127 from

3 independent experiments.

Red lines indicate the global distribution of the data. Numbers highlighted in blue in the plots indicate the % of

cells exhibiting asymmetric repartition of the marker of interest.
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Fig.2: Asymmetric distribution of mMTORC1 activity in telophase. (A, B) Freshly isolated polyclonal CD8* T
cells were stimulated by immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 during 72h and stained with antibodies directed
against mTOR (A) or Phospho ribosomal S6 protein (pS6R) (B). Cells in telophase were identified using Imaging
Flow Cytometry. Each dot represents one nascent daughter cell. Only one of the nscent daughter cells in telophase
that were identified by Imaging Flow Cytometry is plotted. The percentage of staining for mTOR (A) or pS6R (B)
in the presented nascent daughter cell (x axis) is plotted against the percentage of staining for total cell proteins

(CTV, y axis). Asymmetric cells were defined as in Fig.1.
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(A) Left panel: analysis of total mTOR staining. Right panel: shanbhag threshold was applied
to the same cells (n=704 from 3 independent experiment). Lower panels: an image gallery
presenting staining for SytoxOrange/a-tubulin/mTOR/CTV in a typical cell in telophase.
MTOR staining before and after shanbhag threshold application is shown. (B) Left panel:
Analysis of pS6R (n=449 from 3 independent experiments). Right panel: example of

asymmetric and symmetric cells as detected by Imaging Flow Cytometry.
Red lines indicate the global distribution of the data. Numbers highlighted in blue in the plots indicate the % of

cells exhibiting asymmetric repartition of the marker of interest.
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Fig.3: CD107a* and mTOR* vesicles uneven segregation in telophase in clonal CTL. CTL were stimulated by
immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 during 72h and stained with antibodies directed against CD107a and
mTOR. Cells in telophase were identified using Imaging Flow Cytometry. (A, B) Left panels: Each dot represents
one nascent daughter cell. Only one of the two nascent daughter cells in telophase that were identified by Imaging
Flow Cytometry is plotted. The percentage of staining for the marker of interest in the presented nascent daughter
cell (x axis) is plotted against the percentage of staining for total cell proteins (CTV, y axis). Asymmetric cells
were defined as in Figure 1. Right panels: representative asymmetric and symmetric cells obtain by Imaging Flow
Cytometry. (A) CD107a analysis (n=352 from 3 independent experiment). (B) Granular mTOR analysis (n=100
from 3 experiments). Red lines indicate the global distribution of the data. Numbers highlighted in blue in the plots

indicate the % of cells exhibiting asymmetric repartition of the marker of interest.

118



Fig.4

A
17
6.0.407 ® ns
$s ~o- Non pulse i g _
§ { =& Pulse g
g5 a0a0° -+~ Non pulse rapa 5 g
S z == Pulse rapa i~
4 i
E 20407 32
-+ 3
T — z
H ! T s ,f‘) f
Times {hours) : *
B
110
6.0.407 "
-~ Non pulse
-8 Pulse
4.0.407 =4~ Non pulse rapa
- Pulse rapa

N
o
En
o

~

2
.
8

caspase 3 fuorescence
Fold increase (time 4 hours)
R

caspase 3 fluorescence
(Total Intensity / Field)

.,
Y

10 15
Times (hours)

C

; ..... '. ; l:.'l V
-5
- &

é .’ . .> \—A :l 'l “. ' |
ef
58

Fig. 4: mTORC1 activity contributes to CTL-mediated killing of outnumbering target cells. (A, B, C)
Detection of caspase-3 activation by confocal laser-scanning microscopy. CTL were pretreated or not with 100nM
rapamycin for 1 hours before conjugation with target cells. Cells were co-cultured for 12 hours either in presence

or absence of rapamycin (100 ng/ml). Target cells were either unpulsed or pulsed with the specific peptide (10uM).
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Attime point: 0, 1, 2, 4, 8, 12 (hour) active capsase-3 was revealed by detecting NucView® caspase-3 fluorescence
(green). (A) CTL and target cells were incubated at 1:1 E/T ratio (100 000 final cells in p-slide ibidi 8 chambers).
Left panel: caspase-3 fluorescence activation at each time points. Shown are pulsed or unpulsed target cells in
presence or absence of rapamycin (1 representative experiment out of three is shown). Right panel: caspase-3
fluorescence fold increase (pulsed condition/ unpulsed condition) at 4 hours in presence or absence of rapamycin.
(B) CTL and target cells were incubated at 1:10 E/T ratio (100 000 final cells in p-slide ibidi 8 chambers). Left
panel: caspase-3 fluorescence at each time points. Shown are pulsed or unpulsed target cells in presence or absence
of rapamycin (1 representative experiment out of three is shown). Right panel: caspase-3 fluorescence fold
increase (pulsed condition/control unpulsed condition) at 4 hours in presence or absence of rapamycin. (C) Typical

time-lapse confocal laser-scanning microscopy snapshots showing caspase-3 activation at different time points.

Data are from 3 independent experiments. Paired Student’s t-test using the GraphPad Prism software (version 5;

GraphPad) was used to determine the statistical significance of differences between the groups. *P < 0.05.
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Fig.5: Uneven distribution in telophase is undetectable for fate determining transcription factors and
limited for partitioning molecules. (A, B) Freshly isolated polyclonal CD8" T cells were stimulated by
immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 during 72h and stained with antibodies directed against T-bet (left); c-
Myc (right) (A) or Numb (left); Par6 (middle); PKCC (right) (B). (A) left panel: T-bet analysis (n=926 from 3
independent experiments); right panel: c-Myc analysis (n=703 from 3 independent experiments). (B) left panel:
Numb analysis (n=556 from 3 independent experiments); middle panel: PARG analysis (n=519 from 3 independent
experiments); right panel: PKC{ analysis (n=900 from 3 independent experiments).

Red lines indicate the global distribution of the data. Numbers highlighted in blue in the plots indicate the % of

cells exhibiting asymmetric repartition of the marker of interest.
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Fig.6
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Fig.6: A polarity cue is not necessary for asymmetric repartition of lytic machinery. (A) Freshly isolated
polyclonal CD8" T cells were stimulated using immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 (left) or with
PMA/ionomycin (right) during 72 hours and stained with antibodies directed against CD107a. Each dot represents
one nascent daughter cell. Only one of the two nascent daughter cells in telophase that were identified by Imaging
Flow Cytometry is plotted. The percentage of staining for CD107a in the presented nascent daughter cell (x axis)
is plotted against the percentage of staining for total cell proteins (CTV, y axis). Asymmetric cells were defined as
in Figure 1. Left CD107a analysis when cells were stimulated with immobilized stimuli (n=1185 from 3
independent experiments). Right CD107a analysis when cells were stimulated with PMA/ionomycin (n=644 from
3 independent experiments). Red lines indicate the global distribution of the data. Numbers highlighted in blue in

the plots indicate the % of cells exhibiting asymmetric repartition of the marker of interest.

(B) Histograms represent the mean and standard deviation of the percentage of asymmetric cells in the 3

independent experiments. No difference was revealed by paired t-test (P>0.1).
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Fig.7
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Fig. 7: Asymmetrical repartition of CD107a" vesicles resets at each division event. (A, B) Freshly isolated
polyclonal CD8* T cells were stimulated using immobilized anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 during 72h and stained
with antibodies directed against CD107a. Cells in telophase were identified by Imaging Flow Cytometry. The
number of divisions accomplished and the cell cycle phase were determined on the basis of CTV and SYTOX
nuclear staining. (A) Each dot represents one nascent daughter cell. Only one of the two nascent daughter cells in
telophase that were identified by Imaging Flow Cytometry is plotted. The percentage of staining for CD107a in
the presented nascent daughter cell (x axis) is plotted against the percentage of staining for total cell proteins (CTV,
y axis). Asymmetric cells were defined as in Figure 1. Numbers highlighted in blue in the plots indicate the % of

cells exhibiting asymmetric repartition of the marker of interest.

(B) Histograms represent the mean and standard deviation of the percentage of asymmetric cells in 3 independent

experiments (P>0.5). Red lines indicate the global distribution of the data.
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(C, D) Statistical analysis of cells in telophase and in G1. (c) Cells in telophase are plotted against their CD107a
FI. The different curves represent cells having undergone 0, 1 or 2 mitoses. Each dot indicates one cell undergoing
asymmetric CD107a repartition as compared to its CD107a FI. The 2 statistical test showed that cells undergoing
uneven repartition of lytic machinery in telophase were randomly distributed all over the CD107a expression

curves (See Supplementary Results).

(D) Plots show cells in G1 from three different experiments. Curves represent the distribution of CD107a
florescence intensity for all cells in G1. Individual plots, marked with different colors, show cells in G1 at different
rounds of division. The Kolmogorov-Smirnov goodness of fit test rejected the hypothesis that the CD107a
expression curves follow the same distribution at the different division round (See Supplementary Results). The

¥2 test showed that variability was distributed all over the curves.
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Supplementary figures
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Fig S1: Gating strategy for Imaging Flow Cytometry (IsX) acquisition and single cell analysis of

marker of interest 1

marker of interest 2

fluorescence intensity in telophase. (A) Gating strategy Based on the brightfield illumination, all events were

plotted for their aspect ratio (length/width, equal 1 for perfectly round cells) and they area. Cells in telophase were
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defined as those exhibiting a low aspect ratio and a big area. The region of interest (gray) included cell doublets
and cells in anaphase and telophase. Based on the intensity of DNA staining (represented in linear axis) cells in
G2/M were selected. We then applied a mask on the 1sX image gallery (as described in material and methods
section) to define the limits of the nuclei. This strategy was used to determine the number of nuclei present in each
gated cell. To unambiguously identify cells in telophase we applied a mask on a-tubulin staining allowing to detect
condensed microtubules in an elongated shape (as described in material and methods section). This procedure
allowed us to detect the midbody (a structure characteristic of telophase formed by highly condensed o-tubulin
that bridges the 2 nascent daughter cells). Cells included the described gates were finally visually inspected. All
the cells recognized as in telophases on the basis of nuclear and tubulin staining were included in the analysis of
the markers of interest.

(B) Analysis of individual cells in telophase All IsX generated TIFF files were analyzed using the Fiji software.
For each telophase cell we used 3 TIFF image corresponding to: i) CTV staining; ii) o-tubulin staining iii) and
marker of interest. To standardize analysis we used macro programming on Fiji (described in supplementary results
section). To determine a rupture zone between the 2 nascent daughter cells we apply watershed function on tubulin
mask. The watershed masks were used to determine the 2 nascent daughter cells in which the fluorescence

intensities of CTV and of the markers of interest were measured (yellow lines).
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Fig 52
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Fig S2: CD8" T cells are efficiently stimulated by anti-CD3/anti-CD28/ICAML1 coating. Freshly isolated
polyclonal CD8* T cells previously stained with CTV were stimulated 72 hours using immobilized anti-CD3/anti-
CD28/ICAML1. Upper panel Imaging Flow Cytometry shows that stimulated cell undergo several rounds of
division as shown by CTV staining dilution. Lower panel Flow cytometry shows upregulation of CD137 staining
in stimulated cells.
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Fig 53
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Fig S3: Treatment with rapamycin inhibits mTORCL1 signaling without affecting lytic machinery
expression. Freshly isolated polyclonal CD8* T cells were stimulated using immobilized anti-CD3/anti-
CD28/ICAM-1 during 72h and stained with antibodies directed against CD107a or pS6. Image Flow Cytometry
analysis shows that treatment with 100 ng/ml rapamycin induces sharp diminution of pS6 staining without

modifying CD107a staining (n=215 and 236 respectively).
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Fig S4: Higher levels of lytic granule expression by CTL correlate with stronger killing capability. (A) Clonal
CTL were sorted on the basis of their LysoTracker Blue staining. (B) LysoTraker™9" and LysoTracker-*¥ CTL-
mediated cytotoxicity was evaluated by FACS analysis by measuring 7-AAD uptake in target cells either pulsed
or not with antigenic peptide following 4 hour incubation with CTL at E/T ratio 1:1. Cytotoxicity is expressed as

fold increase of pulsed target cells over unpulsed target cells.
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Movie legends

Movie 1 and 2: 3-D representation of CD107a repartition in telaphasic CD8" T cells The movies show 3-D
reconstruction of cells in telophase. Cells were stimulated as described in Figure 1b and stained for CD107a

(green), a-tubulin (red) and DAPI (cyan).
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Discussion

) Hétérogénéité fonctionnelle des cellules effectrices

Au cours de cette étude, grace a la mise en place d’un nouveau protocole d’acquisition
et d’analyse des lymphocytes T CD8* en télophase chez ’homme, nous avons pu
mettre en évidence I'héritage asymétrique entre deux cellules filles, de la machinerie
lytigue CD107*, associé aux protéines lytigues perforine, granzyme B ainsi qu’a
'acteur métaboligue mTORC1 de la voie de signalisation mTOR. Nos résultats
montrent un mécanisme générateur d’hétérogénéité réalisé au cours de chaque cycle
de prolifération, indépendant de la mise en place d’'un axe de polarité et d’'un signal
polarisant. De plus, ces observations obtenues aussi bien suite a I'étude des
télophases de cellules CD8* du sang périphérique, effectrices clonales de
différenciation terminale ou encore mémoires suggerent un mécanisme
d’hétérogénéité réalisé indépendamment du statut de différenciation des lymphocytes
T CD8*. Pour finir nous démontrons d’'une part I'implication de mTORC1 dans le
maintien de I'activité lytique des CTL sur des temps prolongés (12heures) lorsque les
cellules cibles sont en surnombre comparé aux CTL et d’autre part I'impact du stock
initial en granule lytique sur les propriétés lytiques des CTL. Ensemble, ces résultats
fonctionnels indirects, suggérent que I'héritage asymétrique observé au cours de la
division des lymphocytes T CD8* entre les 2 cellules filles pourrait contribuer a former
des cellules au potentiel lytique hétérogéne sans induire d’étape de différenciation

cellulaire.

De maniére générale, I'hétérogénéité cellulaire générée entre deux cellules filles
pendant la division cellulaire est associée au mécanisme de division asymeétrique ACD.
Il s’agit d’'un mécanisme clé pour générer de la diversité cellulaire en biologie. Il joue
un réle crucial dans I'embryogenese des organismes en permettant la formation de
deux cellules distinctes a partir d'une seule cellule mére. Ce mécanisme réside dans
la capacité des cellules a distribuer et a maintenir leurs composants intracellulaires de
fagon inégale entre les poles proximal et distal pendant la mitose. Suite a la formation
du sillon de division et de la cytokinese, les deux cellules filles héritent de molécules
effectrices intracellulaires distinctes favorisant leur développement en différentes

populations de cellules fonctionnelles 311354, Dans le cas des lymphocytes T, 'ACD a
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pu étre décrit chez la souris comme un mécanisme contribuant a la génération de
cellules filles effectrices et mémoires a la suite de la division d'une cellule T naive
individuelle 1313, Dans ce modéle, I'acquisition de profils cellulaires distincts entre les
deux cellules filles est associé a la transmission inégale de facteurs de transcription
tels que c-Myc et T-bet connus pour leurs réles dans l'induction de la prolifération
cellulaire et la fonction effectrice des cellules T 3235, Suite a I'observation initiale d'une
répartition inégale du protéasome actif au cours de la division de cellules T CD4*
murine conduisant a une dégradation asymeétrique de T-bet dans les cellules filles 325,
d'autres voies de signalisation cellulaires, y compris les voies métaboliques, ont été
décrites dans I'établissement des profils de différenciation suite a la mise en place d'un
mécanisme d’ACD, par les lymphocytes T CD4* naifs murin 3553, Ensemble ces
résultats suggérent qu’au cours de leur premier cycle de division les lymphocytes T
naifs réalisent un événement de division asymétrique au cours duquel chacune des
cellules filles acquiérent des facteurs de transcription distincts influencant leurs

différenciations vers le statut effecteur ou mémoire.

En nous basant sur les concepts et principes de I'ACD, nous avons pu mettre en
évidence I'existence d’'une répartition asymétrique entre deux cellules filles de facteurs
associés a la machinerie lytique des lymphocytes T CD8*, au-dela des seuils de
distribution aléatoire des protéines pendant la division cellulaire. Cependant,
contrairement au mécanisme d’ACD, tel qu’il est classiqguement décrit, cette répartition
hétérogene des facteurs effecteurs au cours de la mitose n’est pas accompagnée
d’'une répartition asymétrique en facteurs de transcriptions effecteur, ni d’un
déterminisme phénotypique. En paralléle, alors que I'ACD nécessite un signal
polarisant, dictant la mise en place d’'un axe de polarité intracellulaire nos résultats
montrent I'existence d'un mécanisme, réalisé a chaque cycle de division
indépendamment de la nature du signal activateur et de la mise en place d’'un axe de
polarité interne. Contrairement aux cellules T naives qui forment des synapses
immunologiques stables et nécessitent un temps d'activation prolongé 9357, avant
d’établir les populations cellulaires effectrices et mémoires, les cellules T CD8+ déja
différenciées en cellules effectrices sont rapidement activées au niveau de la synapse
immunologique, fournissent des réponses biologiques rapides et interagissent avec
plusieurs cellules cibles séquentiellement ou simultanément 175176347 || pourrait donc

étre difficile d'établir un axe de polarité dans des cellules aussi dynamiques qui
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subissent des stimulations polarisantes, transitoires et répétées. En se basant sur ces
faits biologiques, nous suggérons que la distribution asymétrique des composants
lytiques observées est en fait indépendante de I'établissement d'un axe de polarité et
qu'il s'agit plutét d'un phénomeéne intrinséque de la division des cellules T CD8*
humaines. En accord avec cette hypothése, notre observation qu'un stimulus soluble
tel que la PMA/ionomycine conduit & une distribution asymétrique des composants
lytiques dans la télophase similaire a celle obtenue pour une stimulation polarisante,
soutient fortement l'idée d’'un mécanisme général et intrinséque de la division

cellulaire, indépendant de la polarité et du type de stimulation.

Nos résultats associés a des analyses mathématiques, montrent d'une part, que ce
processus de distribution asymétrique est stationnaire, c’est-a-dire qu’au cours de
'ensemble des cycles cellulaires le méme pourcentage de cellules est capable de
réaliser un événement de division asymétrique et d’autre part que ce processus
d’hétérogénéité stationnaire n'est pas héréditaire signifiant qu’'une cellule fille issue
d'une division asymétrique a une probabilité stationnaire constante de produire une
nouvelle division inégale. En d’autres termes, réaliser un événement de division

hétérogéne en division n, ne garantit pas de faire une division hétérogene en n+1.

Ensemble, nos résultats suggerent que ce mécanisme, intrinséque a la division
cellulaire, permettrait de maintenir de [I'hétérogénéité au sein des cellules
fonctionnelles constituant une population clonale. Un tel processus de distribution
asymeétrique, stationnaire, au cours de la télophase, mais non hérité par les cellules
filles pourrait permettre d’assurer des réponses reproductibles face a un antigéne en
établissant un large spectre de CTL fonctionnels capable d’étalonner leur réponse face
a des populations de cellules cibles diverses et hétérogénes. En accord avec
Buchholz et al., 2016 et Hodgkin et al., 2014 ce modéle pourrait conférer de la
robustesse aux réponses des CTL via l'établissement d'une moyenne fonctionnelle au

sein de la population 212:358,

En parallele, certains modeles postulent que la différenciation des lymphocytes
pourrait étre obtenue par I'accumulation de différences progressives entre les cellules
filles en raison de la variation stochastique de la quantité de protéines héréditaires
312,359 Une preuve importante a I'appui de cette notion vient du travail effectué par T.N.

Schumacher et al. A l'aide d'un modéle murin dans lequel des cellules T CD8* naives
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ont été dotées d'étiquettes génétiques uniques, ils ont montré que la progéniture d'une

cellule T naive peut adopter plusieurs profils de différenciation 293:360,

Bien que nos observations ne soient pas associées avec I'établissement d’un nouveau
profil de différenciation suite a la prolifération, nos résultats soutiennent I'existence
d’'un modele de division stochastique capable d’influer sur la différenciation des
lymphocytes 212 et laissent entendre qu'un tel mécanisme pourrait contribuer a

I'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des cellules T humaines 345347,

Au sein du laboratoire, nous avons déja montré que les CTL clonales humaines
présentent une hétérogénéité pour leur fonction lytique au cours d'une interaction
soutenue avec les cellules cibles. Au cours de cette étude Z. Vasconcelos a mis en
évidence au sein dune population CTL clonale, dont les individus sont
phénotypiquement identiques, I'émergence de cellules individuelles possédant une
activité lytique limitée, appelées « low-rate killer » ainsi que de cellules capables de
tuer 'ensemble des cellules cibles qui leurs sont présentées, appelées « high-rate
killer » ou « super-killer ». En paralléele, en faisant proliférer individuellement des
cellules décrites comme « high-rate killer », il démontre que le potentiel lytique mis en
place par une CTL n’est pas un caractére héritable, mais que 'ensemble des individus
d’'une population cellulaire sont capables a eux seuls de reformer I'ensemble de
I'nétérogénéité initiale aux sein de leur progénie 34’. Ensemble, ces observations
indiquent que le comportement lytique n'est pas une prérogative de la formation d’'un
sous-ensemble de cellules au sein de la population clonale CTL, mais plutot "le reflet
de la prolifération" ou chaque cellule individuelle est capable de générer des cellules

filles hétérogenes.

En accord avec cette étude précédente, nos résultats suggérent que I'hétérogénéité
observée par Vasconcelos et al. ainsi que la formation des cellules « super-killer »
pourraient étre directement dépendantes de la «distribution asymétrique
stochastique » de la machinerie lytique au cours de la télophase. De plus en triant des
cellules CTL en fonction de leur contenu vésiculaire acide (granule lytique), nous
observons une corrélation entre, disponibilité en granule lytique et capacité lytique.
Bien que ces résultats puissent aux premiers abords sembler évidents, des études
démontrent qu’une faible quantité de granules lytiques est suffisante pour induire un

« killing » efficace, suggérant I'existence d’'un mécanisme plus complexe 361362,
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En accord avec cette hypothése, nous avons pu mettre en évidence une distribution
hétérogene de mTORCL1 dont la forme active est directement liee au lysosome, ainsi
gue de la phosphorylation de S6P, I'un de ses principaux substrats. La signalisation
mTOR étant aujourd’hui considérée comme l'un des piliers de la différenciation et de
I'établissement des fonctions effectrices 24°, ces observations associées avec la
réalisation de test de lyse cellulaire (qui démontrent que I'expression de mTORC1
participe au maintien optimal des propriétés effectrices), suggérent que I'héritage de
MTORC1 au cours de la mitose pourrait conférer des avantages fonctionnels aux
cellules CTL filles. De plus nos résultats démontrent que [Iactivité mTORC1I,
n’intervient dans les propriétés de « killing » qu’aux temps d’interaction prolongées et
lorsque le stock de CTL disponibles est largement inférieur a la quantité de cellules

cibles.

Ensemble ces résultats suggérent un modéle en deux phases selon lequel : 1) les
stocks hétérogenes de granules lytiques et de protéines lytiques hérités suite a la
division cellulaire conferent diverses capacités lytiques aux CTL individuelles sur de
courtes périodes d'interaction. 2) lorsque, le nombre de CTL et le stock en
perforine/granzyme initial est insuffisant pour controler 'ensemble des cellules cibles,
les acteurs de la signalisation mTOR, différentiellement hérités au cours de la mitose
pourraient conférer un "avantage énergétique et transcriptionnel" 226:255276 gux CTL
individuelles permettant de tuer des cellules cibles en plus grand nombre sur une

période prolongée.

Il est intéressant de noter que nos résultats présentent d'importantes analogies avec
des données publiées précédemment par Batista et coll. dans lesquelles une
ségrégation asymétrique de I'antigéne exogene internalisé s'est produite au cours de
la division des cellules B 362, En accord avec cette étude, nos résultats révelent une
capacité intrigante des lymphocytes T et des lymphocytes B a distribuer
stochastiguement leurs compartiments acides au cours de la télophase

Compartiments de classe Il du CMH pour les cellules B et les granules lytiques pour

les cellules T CD8+.

Un tel processus pourrait avoir été mis au point pour assurer une grande variabilité
des réponses immunitaires humorales et cellulaires adaptatives au cours de

I'expansion clonale des lymphocytes.
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[I)  Différenciation mémoire et effecteur

Depuis 1994, de nombreux modeles cellulaires ont été proposés pour expliquer
I'existence et la génération des cellules effectrices et mémoires. Parmi ces modeles
on retrouve I'ACD, un modéle particulierement intéressant exploité lors de
'embryogenese et du renouvellement des cellules souches qui explique a lui seul
I'observation de cellules effectrices et mémoires dés les temps précoces de l'infection
suite a la stimulation d’un lymphocyte T naif unique. Cependant ce modéle considére
la mise en place d’'une binarité suite a la stimulation d’un lymphocyte et laisse a mon
sens peu de place a I'ensemble de I'hétérogénéité et au continuum de phénotype
observable suite a la stimulation d’'un lymphocyte 34°. De plus, au cours de nos travaux,
des résultats préliminaires acquis sur des cellules naives ne montrent aucune
asymeétrie de répartition pour les facteurs de transcription T-bet et c-myc largement
décrits dans la mise en place des cellules effectrices et proposés comme

asymétriguement répartis au cours de la mitose chez la souris 3253% (Figure D-1).
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Figure D-1. Distribution de T-bet et c-Myc entre les deux futures cellules filles au cours de la télophase de cellules naives.
Des cellules T naives fraichement isolées stimulées sur un coating anti-CD3/anti-CD28/ICAM1 immobilisées pendant 72h et
colorées avec des anticorps dirigés contre T-bet ou c-Myc. Les cellules en télophase sont identifiées par cytométrie en flux
d'imagerie. Chaque point représente une cellule fille naissante. Une seule des deux cellules filles naissantes de la télophase est
tracée. Le pourcentage de coloration pour T-bet ou c-Myc (axe des x) est représenté par rapport au pourcentage de coloration
pour les protéines cellulaires totales (CTV, axe des y). Les cellules asymétriques sont définies comme des cellules en télophase
dans lesquelles la répartition des marqueurs T-bet ou c-Myc dans les cellules filles naissantes est supérieure aux 40-60%
observés pour la répartition CTV (dans les rectangle bleu).

Le modeéle de I'ACD fait directement opposition au modéle de différenciation linéaire,
qui considére qu’il n'existe pas un pré-établissement de la différenciation cellulaire

mais que I'ensemble des cellules stimulées sont capables de passer par 'ensemble
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des stades de différenciations. Initialement, en accord avec la densité des populations
observables au cours de la réponse immunitaire (forte augmentation des cellules
effectrices au temps précoces, puis observation des mémoires au temps tardifs), le
modéle de différenciation linéaire suggérait une transition des cellules naives vers le
statut effecteur puis mémoire. Cependant, ce modele se confronte a de nombreux
problémes aussi bien théoriques que pratiques. A ce jour, alors que de nombreuses
études démontrent que les cellules mémoires sont capables de se différencier en
cellules effectrices, aucune étude ne démontre qu’'un lymphocyte T effecteur ne soit
capable de se différencier en mémoire. De plus, on observe que le nombre de cellules
mémoires observables suite a l'infection est largement inférieur aux nombres de
cellules effectrices mises en place au cours des phases précoces, suggérant que
'ensemble des effectrices ne sont pas capables de passer vers le statut mémoire. En
parallele, aucune étude n’explique les mécanismes de sélection par lesquels une
cellule acquiert un statut de longue durée de vie ou entre en apoptose. Pour finir de
nombreuses études démontrent aujourd’hui que les cellules mémoires sont des
cellules a mis-chemin entre les profils de différenciation naives et effecteurs. En
considérant que le systeme immunitaire suit le premier principe de thermodynamique,
selon lequel, lors de tout état de transformation il y a conservation de I'énergie,
'ensemble de ces démonstrations suggérent principalement I'existence d’'un modéle
de différenciation linéaire ou une cellule naive est capable de se différencier en

mémaoire puis en effecteur.

En prenant en considération le modéle du potentiel régressif, qui démontre que le profil
de différenciation est directement dépendant du nombre de cycles de prolifération et
du nombre de contacts avec un stimulus activateur il semble cohérent de penser que
'ensemble des lymphocytes T soient capables de passer par 'ensemble des stades
de différenciations, et que la somme des signaux stimulateurs dicte le devenir final de
la cellule. Aussi dans ce modéle, lors de linfection précoce, l'activation d’un
lymphocyte T naif initie les étapes de prolifération, de différenciation en cellules
meémoires capables de re-circuler dans le flux sanguin et de migrer au niveau du site
inflammatoire. La forte concentration en pathogéne et cytokine-proinflammatoire
entraine alors une prolifération rapide ainsi qu’'une différenciation massive des
lymphocytes en cellules effectrices (CTL). Cependant parmi I'ensemble de ces

cellules, retrouvées au niveau du site inflammatoire, il semble cohérent de penser que
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chaque cellule individuelle sera en contact avec un niveau de stimulation variable
directement lié a la probabilité de contact avec I'antigéne ou les cytokines pro-
inflammatoire. Un tel mécanisme permettrait au systéme immunitaire d’assurer un haut
niveau d’hétérogénéité fonctionnelle, avec le maintien de cellules mémoires, qui auront
rencontré peu de fois 'antigéne avant de quitter les tissus infectieux et la génération
de cellules effectrices, plus ou moins avancées dans le niveau de différenciation
terminal. Cette hypothése est en accord avec le travail de Newell et al. 3% qui
démontre via des expériences de cytométrie de masse CyTOF (cytometry by time-off
ligh) qu’il existe chez ’humain un continuum de différenciation plutét que des groupes
naifs, mémoires et effecteurs bien définis. Aussi il n’existerait pas un type de cellule
mémoire et effecteur exprimant tous les mémes niveaux de récepteurs, mais un
ensemble de cellules plus ou moins mémoires et plus ou moins effectrices dont le
statut pourrait étre le reflet d’'un potentiel régressif. De maniére intéressante, il est
important de noter que ce modéle n’est pas en désaccord avec le modéle de la force
des signaux qui considere que la force du signal apporté lors de la primo-activation
d’'un lymphocyte T naif est directement capable d’'influencer la différenciation cellulaire
155 “Ici un signal fort favoriserait dés les premiéres étapes une forte prolifération,
aboutissant rapidement a la formation de cellules effectrices avant de rencontrer de
nouveau I'antigéne alors qu’un stimulus modéré favoriserait I'apparition des mémoires
a la suite d’'une prolifération modérée dont la nouvelle rencontre avec l'antigéne

favoriserait la formation des effectrices.

Lors des phases tardives de l'infection, la charge en pathogéne et molécules pro-
inflammatoires diminue au profit des cytokines anti-inflammatoires. Ce contexte
cellulaire, contribue au maintien et sélection des cellules mémoires. Comme décrit
précédemment aucune étude robuste ne suggere l'existence d’une étape de
différenciation des effecteurs vers les mémoires. Cependant chez 'homme les
lymphocytes T naifs réalisent la prolifération homéostatique 148159, suggérant que des
lymphocytes T naifs d’'une méme spécificité peuvent étre sélectionnés tardivement au
cours de la réponse cellulaire. Aussi, cette activation de lymphocytes T naifs au cours
des phases tardives favoriserait la sélection de lymphocytes T mémoires, subissant
peu de cycle de prolifération et capables de migrer au sein des organes lymphoides
secondaires. Cette hypothese est en accord avec les travaux de D’Souza et Hedrick,

qgui démontrent qu’au cours d’une infection virale les lymphocytes T naifs ne sont pas
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tous recrutés en méme temps mais successivement pendant une période de 3-4 jours.
En parallele ils observent que la magnitude de prolifération ainsi que les profils de
différenciations (phénotypiques) sont directement lies au temps d’activation d’un
lymphocyte T naif. Cependant, ils observent que les lymphocytes T activés lors des
phases les plus tardives de l'infection présentent un profil phénotypique unique non
prolifératif qui n'augmente pas le pool cellulaire de longue durée de vie, mémoire 364,
Ces résultats sont en accord avec le modéle de la force du signal et suggerent qu’un
niveau d’activation minimal est nécessaire a la mise en place des cellules aussi bien

effectrices que mémoires suite a la primo-stimulation d’'un lymphocyte T naif.

Aussi ce modéle qui associe, différenciation linéaire, potentiel régressif, force du signal
et prolifération homéostatique permet d’expliquer la présence des cellules mémoires
pendant la phase précoce de l'infection suite a la stimulation d’'un seul naif, la densité
cellulaire des pools effecteur et tardif lors de I'ensemble de la réponse immunitaire

ainsi que 'ensemble de I'hétérogénéité cellulaire et du continuum de différenciation.

Pour résumer, en accord avec le modele proposé, lors de la primo-activation, les
lymphocytes T naifs initient leurs proliférations et acquierent un phénotype mémoire
capable de re-circuler et de migrer au sein des organes infectés. En fonction de la
force du signal activateur, le taux de prolifération favorise la différenciation vers des
statuts de plus en plus effecteurs. Associé a ce mécanisme, le potentiel régressif
permet au systéme de s’adapter en continu a la charge infectieuse formant 'ensemble

du continuum de différenciation a partir de I'activation d’'une cellule initialement unique.

Lors des phases précoces, la forte charge infectieuse et 'augmentation des cytokines
pro-inflammatoires, favorisent une transition rapide du profil mémoire vers effecteur
justifiant les observations d’un faible nombre de cellules mémoires au profit d’'un
nombre important de cellules effectrices a la suite de l'activation d’'un lymphocyte T

naif unique.

Lors des phases tardives, la diminution de la charge infectieuse, associée a des
signaux anti-inflammatoires favorise la sélection de cellules mémoires. Bien qu’il soit
possible que I'observation des mémoires soit le reflet de cellules ayant rencontré peu
de signaux stimulateurs lors de la phase précoce de l'infection, il semble plus cohérent
gue le pool mémoire observé suite a la contraction de la réponse immunitaire soit
majoritairement le reflet de la stimulation d’autre lymphocyte T naif de méme spécificité

issus de la prolifération homéostatique.
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Perspectives

Au cours de cette étude nous avons pu montrer que les CTL humaines en télophase
présentent, lors de chaque division cellulaire, une répartition asymeétrique des
composants de la machinerie lytique et des voies métaboliques. L'ensemble de nos
résultats suggérent un processus indépendant de la répartition des facteurs de
transcriptions et de la mise en place d’'un axe de polarité tel qu’il est décrit dans le cas
du mécanisme de la division asymétrique. Cependant, il est important de noter qu’au
cours de notre étude seul un panel restreint de facteurs contribuant a I'établissement
de la lignée effectrice et/ou participant a 'ACD ont pu étre testés. En utilisant le
protocole que nous proposons, d’autres facteurs relevant tels qu’'Eomes, BLIMP1 ou
encore les ID2 et 3 seraient des pistes d’investigations intéressantes pour renforcer

et/ou mieux appréhender notre modéle.

De maniére intéressante, nous avons pu observer que I'hétérogénéité générée au
cours de la division cellulaire par les lymphocytes T CD8+ (périphériques et CTL) est
indépendante de la polarisation du signal. Cependant, qu’il s’agisse du coating anti-
CD3/anti-CD28/ICAM1 ou de la PMA/ionomycine (en présence d’IL2 et IL15), les
techniques de stimulation employées in vitro sont de fortes intensités, restreintes et
fortement éloignées de la diversité des stimulations observables in vivo. Des études
complémentaires visant a moduler la force de la signalisation TCR (via des
expériences de cytotoxicités/Killing dirigées contre des cellules cibles présentant un
peptide de forte ou faible affinité) ou la probabilité de contact avec I'antigéne (en
limitant le nombre de cellules cibles présentant le peptide antigénique spécifique a leur
surface) semblent étre des voies d’études intéressantes visant a mieux caractériser
I'hétérogénéité stochastique. De plus, la signalisation dépendante de cytokines tel que
le TGFB ou I'lL10 décrites comme contribuant a I'échappement tumoral via la
diminution de l'activité lytique et 'augmentation de la résistance des cellules tumorales

face au CTL 355, pourraient étre des pistes intéressantes a explorer.

Au cours de notre étude, comme discuté précédemment nous suggérons que
I'hétérogénéité des veésicules lytiques, molécules lytiques et de la voie métabolique
mMTORC1 pourraient contribuer a la génération et fonction des cellules dites « super-
killer » précédemment décrites par notre équipe 346. Il est important de noter, que nous

n’avons actuellement pas les moyens techniques d’identifier et suivre un événement
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de division asymétrique pour CD107a et/ou mTORCL1 pour en récupérer les cellules
filles (vivantes) et tester respectivement leur capacité lytique en condition « single
cell » (cellules testées individuellement). Cependant, il serait malgré tout intéressant
d’employer les protocoles de « killing single cell » décrit par Vasconcelos et al.. Dans
ces expériences, en triant des CTL en fonction de leur contenu en granule lytique et
en testant leur activité lytique individuelle face a un nombre limité et constant de
cellules cibles (ratio E:T 1:10), nous serions en mesure de déterminer si les cellules
exprimant le plus de granules lytigues sont enrichies en cellules exprimant un profil
« super-killer ». En parallele une approche similaire en présence de rapamycine
pourrait donner des informations supplémentaires sur le réle que joue mMTORC1 dans

la mise en place de cette fonction.

En parallele l'identification des super-killers en « single cell » et I'étude du panel
d’expression de génes relevant pour l'activation et I'activité des CTL individuelles
(étude des mMRNA exprimés) comparés aux cellules non super-killers pourraient
révéler des pistes de recherches a explorer visant a comprendre les mécanismes mis
en ceuvre, aussi bien pour leurs générations que pour la mise en place de leurs

fonctions lytigues amplifiées

Nous avons pu voir préecédemment que mMTORCL1 est un puissant acteur métabolique,
dont I'activation aboutit a 'augmentation de la glycolyse, de la synthése d’énergie. De
maniére générale, toute augmentation du métabolisme est associée a 'augmentation
de la synthese protéique ainsi que des produits de cette activité telle que les ROS
(Reactive Oxygen Species) au role décrit dans l'activité des lymphocytes T 366, En
utilisant la gamme de bioanalyser Agilent (seahorse) capable de mesurer I'activité
métabolique en temps réel, la mise au point d’'un protocole de « Killing single cell »
associé avec cette technologie pourrait permettre d’identifier précisément des

différences métaboliques en corrélation avec des propriétés de « Killing ».

Dans lI'ensemble, je pense que les résultats obtenus au cours de mes travaux de these
peuvent inspirer des pistes de recherche intéressantes sur les mécanismes cellulaires

et moléculaires régulant I'nétérogénéité fonctionnelle des lymphocytes T humains.
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Abstract

Investigation of asymmetric repartition of lytic and signaling molecules in
dividing human CD8+ T cells

Cellular responses’ heterogeneity is a key feature of immune responses. It ensures the presence of cells
endowed with distinct functions whose close collaboration allows efficient antigen recognition, activation
of effector cells, pathogen elimination and the establishment of long-term immunity. Previous work in
the Team of Dr. Valitutti, based on a "single cell" approach, revealed an additional level of heterogeneity
within clonal effector CD8+ T lymphocytes. This work showed that CD8+ T lymphocytes, all genetically
identical and specific for the same antigen, exhibit highly heterogeneous capability in target cell killing.
Vasconcelos and al. also demonstrated that functional properties of an individual CD8+ T cell are not
inherited by daughter cells upon cell division, on the contrary, expansion of a single cell leads to the
generation of a clonal population endowed of a high functional heterogeneity.

The aim of my PhD work was to better understand the phenomenon of functional heterogeneity of
human CD8+ T cells and its possible functional link with cell division. To address this issue, we
investigated whether asymmetric repartition of molecular components could occur during human CD8+
T cell division (both freshly isolated polyclonal cells and clonal CTL). To study protein distribution during
cell division, we chose to focus on cells in telophase (the last stage of mitosis before daughter cell
separation). Because telophase cells are extremely rare in the G2/M population, and exhibit low
adhesion capacity, we developed an acquisition and analysis protocol using imaging flow cytometry
(IsX, MERK), a technology combining the advantages of both flow cytometry (highly quantitative analysis
of cell populations) and microscopy (detailed analysis of individual cells), to acquire highly quantitative
results allowing the unambiguous determination of the protein levels inherited by each of the nascent-
daughter cell in telophase. Our results show that CD107a+ intracellular vesicles (corresponding to T
lymphocyte lysosomes and lytic granules) and lytic molecules (such as perforin and granzyme B) are
unevenly segregated in telophase, thus generating at each divisions daughter cells equipped with
different amounts of lytic potential. Imaging flow cytometry also shows the uneven repartition of mTOR
and of its main substrate phospho-S6 ribosomal protein during division. These results together with our
observation that mMTORC1 function is instrumental to fuel sustained killing of outnumbering target cells,
support our finding that CTL lytic potential is asymmetrically inherited during division.

Three lines of evidences indicate that the observed uneven segregation of effector molecules in dividing
human CD8+ T cells is not part of a classical mechanism of fate determining asymmetric cell division
(ACD), such those described in embryogenesis.

1) In spite of effector molecules asymmetric distribution in telophase, we observed homogeneous
partitioning of fate determining factors (such as the transcription factors T-bet and C-myc and the
partitioning molecules PKC(;, PAR6 and Numb) during CD8+ T cell division.

2) The process of asymmetric repartitioning of effector molecule occurs at each division round and is
not hereditary, e.g. a daughter cell originating from a heterogeneous division has a constant stationary
probability to produce a new uneven division.

3) The observed asymmetric repartition of effector molecules does not require a polarity cue as
described in classical ACD processes.

Taken together our results reveal a novel mechanism of stochastic uneven molecular segregation in
telophase of Iytic molecules and signaling components that randomly generates heterogeneity within
human CD8+ T cell populations and might contribute to the flexibility and robustness of adaptive immune
responses.

Keywords : cytotoxic T lymphocytes, heterogneity, fonctional heterogeneity, asymmetric division
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Résumé

Etude de la répartition asymétrique des molécules lytiques et métaboliques
dans la division des lymphocytes T CD8+ humains

Les lymphocytes T CD8+ humain répartissent asymétriquement leur contenue lytique au cours de la
division cellulaire via la mise en place d’'un mécanisme stochastique

L'hétérogénéité des réponses cellulaires est une caractéristique clé des réponses immunitaires. Celle-
ci assure la présence de cellules dotées de fonctions distinctes dont I'étroite collaboration permet une
reconnaissance efficace des antigénes, l'activation des cellules effectrices, I'élimination des pathogénes
et I'établissement d'une immunité a long terme.

Les travaux antérieurs de I'équipe du Dr Valitutti, basés sur une approche "unicellulaire”, ont révélé un
niveau supplémentaire d'hétérogénéité au sein des clones effecteurs, lymphocytes T CD8+. Ces travaux
ont montré que les lymphocytes T CD8+, tous génétiquement identiques et spécifiques d'un méme
antigéne, présentent des capacités a éliminer leurs cellules cibles fortement hétérogene. Vasconcelos
et al. ont également démontré que les propriétés fonctionnelles d'une cellule T CD8+ individuelle ne
sont pas héritées par les cellules filles lors de la division cellulaire, au contraire, I'expansion d'une seule
cellule conduit & la génération d'une population clonale dotée d'une hétérogénéité fonctionnelle élevée.
Le but de mon travail de doctorat est de mieux comprendre le phénoméne de I'hétérogénéité
fonctionnelle des cellules T CD8+ humaines et son lien fonctionnel possible avec la division cellulaire.
Pour résoudre ce probleme, nous cherchons a savoir si la répartition asymétrique des composants
moléculaires peut se produire pendant la division des cellules T CD8+ humaines (cellules polyclonales
fraichement isolées et CTL clonales).

Pour étudier la distribution des protéines au cours de la division cellulaire, nous avons choisi de nous
concentrer sur les cellules en télophase (derniere étape de la mitose avant la séparation des cellules
filles). Parce que les cellules en télophase sont extrémement rares dans la population G2/M et
présentent de faibles capacités d'adhésion, nous avons développé un protocole d'acquisition et
d'analyse utilisant la cytométrie en flux (IsX, MERK), une technologie combinant les avantages de la
cytométrie en flux (hautement quantitative) et de la microscopie (analyse détaillée des cellules
individuelles), pour obtenir des résultats hautement quantitatifs permettant la détermination sans
ambiguité des niveaux de protéines hérités par chacune des cellules filles composant une télophase.
Nos résultats montrent que les vésicules intracellulaires CD107a+ (correspondant aux lysosomes et
granules lytiques) et les molécules lytiques (perforine/granzyme B) sont inégalement séparées au cours
de la télophase, générant ainsi a chaque division des cellules filles dotées d'un potentiel lytique distinct.
La cytométrie d’'imagerie en flux montre également la répartition inégale de mTOR et de son substrat
principal, la phospho-S6 ribosomal protein pendant la division. Ces résultats, ainsi que notre observation
selon laquelle la fonction mTORCL1 est essentielle pour alimenter I'élimination durable des cellules cibles
en surnombre, appuient notre constatation selon laquelle le potentiel lytique des CTL est hérité de fagon
asymétrique pendant la division.

Intéressement, nos études mettent en évidence un mécanisme de division asymétrique, générateur
d’hétérogénéité au sein de populations clonales, indépendant d’un signal polarisant, de la mise en place
d'un axe de polarité et maintenant de I'hétérogénéité sans génération de sous populations
phénotypiqguement différentes. Pour finir nos résultats, appuyés par des études mathématiques
démontrent un mécanisme stochastique, non héritable, observable a tous les cycles de division, ou
chaque événement est capable ou non de réaliser un événement de division asymétrique
indépendamment de sa cellule mére.

Mots clefs: lymphocytes T cytotoxiques, hétérogénéité, hétérogénéité fonctionnelle, division
asymétrique, synapse immunologique
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