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NOUVELLE

La signalisation endosomique
impliquant la chaine {

du récepteur des lymphocytes T
est nécessaire a leur survie
dans les organes lymphoides

secondaires

Irini Evnouchidou®?, Mathilde Nugue!, Loredana Saveanu

> Lélimination des cellules infectées ou
cancéreuses dépend de la réponse immu-
nitaire adaptative, qui est orchestrée par
les lymphocytes T CD4* et CD8" et par les
lymphocytes B producteurs d’anticorps.
Les lymphocytes T forment une synapse
immunologique avec les cellules infectées.
Un facteur clé de cette synapse est I'inte-
raction entre le récepteur de I'antigene
exprimé a la surface du lymphocyte T (T cell
receptor complex, ou « complexe TCR ») et
les molécules du complexe majeur d’his-
tocompatibilité (CMH) qui présentent des
peptides antigéniques a la surface de la
cellule infectée. Le TCR déclenche alors
une cascade de signaux intracellulaires
conduisant a 'activation du lymphocyte T.
Le complexe TCR est composé de multiples
chafnes polypeptidiques : les hétérodi-
méres o3, ye et Og, et 'homodimere CC.
Ces composants, ainsi que les partenaires
de signalisation du TCR, sont localisés a
Iintérieur du lymphocyte T dans des com-
partiments vésiculaires séparés, certains
de ces composants faisant également par-
tie du complexe TCR exprimé a la surface
cellulaire. La Figure I illustre la distribu-
tion intracellulaire différente des chaines
get L duTCR.

La chaine § est indispensable a la for-
mation du TCR, car, en son absence, la
formation d’un complexe TCR a la surface
du lymphocyte T est quasiment supprimée
[1,2]. Il a été montré qu’une forme mutée
de la chaine &, incapable d’induire une
cascade de signalisation, peut néanmoins
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restaurer I"expression du TCR a la mem-
brane plasmique [1, 3]. De plus, chaque
chaine £ contient trois « motifs d’acti-
vation des immunorécepteurs dépendant
de la phosphorylation des tyrosines »
(immunoreceptor tyrosine-based activa-
tion motif, ITAM), tandis que les chaines
Y, O et € n’en contiennent qu’un chacune,
ce qui suggére que la chaine £ joue un réle
majeur dans la signalisation cellulaire par
le TCR. De fait, la signalisation induite
par la chaine & s’est révélée cruciale pour
I'activation de lymphocytes T en périphé-
rie. Malgré ces études révélant des réles
multiples de la chafne { dans la fonc-
tion du TCR, la nature du « compartiment
C » est longtemps restée inconnue. Nous
avons montré que ce compartiment intra-
cellulaire est déterminé par la protéine
IRAP (insulin-responsive aminopeptidase)
[4], une aminopeptidase précédemment
caractérisée dans les adipocytes et les
cellules dendritiques [5]. IRAP est une
protéine bifonctionnelle : elle possede
une activité enzymatique, mais aussi une
fonction régulatrice de la motilité des
endosomes grdce a son interaction avec
le cytosquelette d’actine [6].

La protéine IRAP est essentielle pour

la fonction de la chaine { du TCR

Pour identifier la nature du « com-
partiment £ », nous avons étudié la
co-localisation de la chaine § du TCR
avec d’autres protéines et avons mon-
tré que cette chaine est co-localisée

avec IRAP, avec la syntaxine 6 (Stxé) et
avec la petite GTPase Rab4. De plus, au
cours de I'activation du lymphocyte T
par une cellule présentatrice d’anti-
geéne, les vésicules contenant IRAP sont
recrutées a la synapse immunologique
(Figure 2). Par ailleurs, nous avons mon-
tré que la protéine IRAP interagit bien
avec la chafne € du TCR ainsi qu’avec la
kinase Lck (lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase), qui joue un rdle pri-
mordial dans la cascade de signalisation
du TCR. Pour comprendre comment la
chaine  est dirigée vers les endosomes
contenant IRAP, nous avons étudié les
facteurs impliqués dans son endocytose
et avons trouvé que celle-la est dépen-
dante de I'adaptateur de clathrine AP-2
et de la dynamine 2. €n I’absence d’un
de ces deux facteurs d’endocytose ou
d’IRAP, I'accumulation de la chaine € a
la membrane plasmique du lymphocyte T
entraine celle du complexe TCR entier.
€tonnamment, malgré I’abondance du
TCR a leur surface, les cellules T Jurkat!
déficientes pour IRAP ont un défaut de
signalisation majeur, illustré par la dimi-
nution de la phosphorylation de plusieurs
protéines de la cascade de signalisation.
Ce défaut de signalisation perturbe une
des principales fonctions des lympho-
cytes T, la sécrétion de Iinterleukine 2,
comme nous avons pu le constater en

! Les cellules Jurkat désignent une lignée cellulaire immorta-
lisée de lymphocytes T CD4* humains.
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Figure 1. Les chaines { et € du récepteur des lymphocytes T (TCR) sont localisées dans des

compartiments intracellulaires distincts. Des lymphocytes T Jurkat ont été incubés avec des

lymphocytes B Raji (colorés avec le fluorochrome Cell Trace Violet), qui présentent le super-

antigene staphylococcal enterotoxin € (SEE). Apres la formation de la synapse immunologique,

les cellules ont été fixées, perméabilisées, et les chaines (CD3C) et &€ (CD3g) du complexe

TCR ont été visualisées a I'aide d’anticorps spécifiques (fluorescence verte). La chaine § est

localisée dans des endosomes qui contiennent aussi les protéines IRAP, Rab4 et la syntaxine

6 [4] (voir la Figure 2). La chaine € est localisée dans le réticulum endoplasmique, ol elle est

co-localisée avec la calnexine, une protéine résidente du réticulum endoplasmique [4]. Barre

d’échelle : 5 pum.

activant ces lymphocytes avec un super-
antigene ou avec un antigéne spécifique
du mélanome (le peptide MART-1).

Pour comprendre les raisons de la signa-
lisation réduite du TCR en I’absence
d’IRAP, nous avons étudié les synapses
immunologiques entre les lymphocytes T
Jurkat déficients pour IRAP et des lym-
phocytes B présentant le super-anti-
geéne staphylococcal enterotoxin € (SEE)
par microscopie de fluorescence par
réflexion totale interne (TIRF) et par
microscopie confocale. Nous avons ainsi
pu montrer que le recrutement de plu-
sieurs protéines de la voie de signalisa-
tion du TCR a la synapse immunologique
est défectueux.

€n I"absence d’IRAP, en plus du défaut
du recrutement de la chaine £ du TCR
et des protéines de signalisation a la
synapse immunologique, la signalisation
impliquant la chaine £ est également
fortement réduite dans I’endosome.
Pour le montrer, nous avons utilisé une
molécule de fusion entre la chaine §
du complexe TCR (CD3() et la kinase
ZAPT70 et les protéines fluorescentes GFP
(green fluorescent protein) et mCherry.
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Cette construction permet de mesurer
directement I'activation du TCR par la
technique FRET (fluorescence resonance
energy transfer) — FLIM (fluorescence-
lifetime imaging microscopy) [7]. €n
utilisant cette technique, nous avons
observé, dans les lymphocytes T défi-
cients pour IRAP, une diminution signi-
ficative de la signalisation impliquant
la chafne € a Iintérieur de la cellule,
tandis que la signalisation persiste a
la membrane plasmique. De plus, une
étude en temps réel de la dynamique
de recrutement de la chaine € a la
synapse immunologique a révélé que le
compartiment intracellulaire alimente
continuellement cette synapse avec la
chaine § dans les cellules normales,
tandis que les cellules déficientes pour
IRAP ont une synapse immunologique
beaucoup plus statique, plutot alimen-
tée par la chaine C localisée a la surface
de la cellule. Par ailleurs, la présence de
plusieurs protéines de signalisation dans
les vésicules contenant IRAP au cours de
I"activation du lymphocyte T renforce
I’hypothese de I'existence d’une signali-
sation essentielle impliquant la chaine §

présente dans les endosomes. Au cours
de P'activation de lymphocytes T défi-
cients pour IRAP, ces protéines de signa-
lisation sont localisées a la membrane
plasmique plutét que dans les endo-
somes. €nfin, la S-acylation de la pro-
téine IRAP s’est révélée cruciale pour
I’interaction entre IRAP et la chaine C.
Ces résultats indiquent que la protéine
IRAP contréle la dynamique du TCR et la
signalisation intracellulaire impliquant
sa chaine C.

La protéine IRAP est nécessaire

a la survie de lymphocytes T dans

les organes lymphoides secondaires

et a la réponse anti-tumorale

des lymphocytes T

Nous avons montré que la protéine IRAP
était co-localisée avec le TCR, non seu-
lement dans les cellules T Jurkat, mais
aussi dans les lymphocytes T primaires
de souris. De plus, les lymphocytes T
effecteurs provenant de souris rendues
génétiquement déficientes pour IRAP
ont montré, a l'instar des cellules T Jur-
kat, une expression élevée du TCR a leur
surface, accompagnée d’un défaut de
signalisation. Ce défaut s’est révélé plus
important quand les lymphocytes T défi-
cients pour IRAP ont été activés avec un
antigene de faible affinité pour le TCR.
Dans ce cas, malgré un nombre de divi-
sions initiales identique entre les cellules
normales et les cellules déficientes pour
IRAP, les lymphocytes T activés n'ont pas
survécu en 'absence de IRAP. Ces résul-
tats nous ont conduits a analyser les
populations cellulaires T chez les souris
déficientes en IRAP, et nous avons mon-
tré que ces souris ont une lymphopénie.
Afin de déterminer si cette lymphopé-
nie provenait d’'un défaut de sélection
thymique, nous avons d’abord analysé,
chez des souris normales, les niveaux
d’expression de la protéine IRAP dans
les différentes sous-populations de lym-
phocytes T par cytométrie en flux. Nous
avons trouvé que I’expression d’IRAP
augmente graduellement au cours de la
sélection thymique, et atteint son maxi-
mum dans les lymphocytes T matures



immunorécepteurs contenant des motifs
ITAM, mais pourraient également étre
exploités pour renforcer I’efficacité des
immunothérapies ciblant les lympho-
cytes T. ¢
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Enfin, nous avons étudié I"importance de
la protéine IRAP dans les lymphocytes T
au cours d’une réponse immunitaire
anti-tumorale. Les souris mutantes chez
lesquelles le gene codant IRAP est inva-
lidé exclusivement dans les lympho-
cytes T présentent, comparativement
aux souris témoins de génotype normal,
une plus forte croissance tumorale, ainsi
qu’un défaut du recrutement de lym-
phocytes T CD8" dans la tumeur. Ainsi,
les résultats de notre étude peuvent non
seulement servir de base pour I’étude de
la signalisation intracellulaire d’autres
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