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Résumé

Les lymphocytes T orchestrent la réponse immunitaire adaptative afin de nous protéger
contre les pathogenes. Les lymphocytes T sont dotés d’un récepteur de surface, le récepteur de
cellules T (TCR), qui transmet le signal de stimulation vers I'intérieur de la cellule afin d’amorcer
la cascade d’activation des cellules T. Le TCR est un complexe multimérique composé des dimeres
TCRap, CDey, CD3eb et CD3{L. Les chaines TCRaP reconnaissent les antigenes pathogéniques
tandis que les chaines CD3 initient la cascade de signalisation des cellules T par la phosphorylation
de leurs chaines cytoplasmiques. Il est toujours incompris comment le signal d’activation du TCR

est transmis des chaines TCRaf jusqu’aux domaines cytoplasmiques des chaines CD3.

Chez les lymphocytes T au repos, les chaines CD3e et CD3{ sont associées au feuillet
interne de la membrane plasmique (MP). Le domaine cytoplasmique de CD3e et CD3T est riche
en acides aminés basiques, ce qui permet leur association électrostatique avec les phospholipides
acides de la MP. La phosphatidylsérine (PS) est le phospholipide acide le plus abondant de la MP.
La PS est redistribuée exclusivement a la face cytoplasmique de la MP. Lors de |'activation des
lymphocytes T, les chalnes CD3e et CD3T des TCRs doivent se détacher de la PS pour leur
phosphorylation. La dissociation membranaire d’un grand nombre de chaines CD3 est essentielle

a 'amplification de I'activation des lymphocytes T.

Un mécanisme de dissociation des chaines CD3e et CD3{ des TCRs proposé dans la
littérature est par I’élévation intracellulaire de calcium. Un influx robuste de calcium est généré
suivant la stimulation des cellules T. En plus d’étre essentiel a I'activation efficace des cellules T,
il a été proposé que le calcium neutralise les phospholipides acides de la MP afin de dissocier les
chaines CD3. Le calcium est également un co-facteur dans I’activité de plusieurs enzymes, comme
la scramblase lipidigue TMEM16F. TMEM16F redistribue la PS a la MP suivant I'élévation du
calcium intracellulaire, ce qui résulte en la réduction de la PS au feuillet interne. Nous avons donc
émis I'hypothése que le calcium régule la dissociation des chaines CD3 par |'activation de

TMEM16F.



Notre étude démontre que la redistribution calcium-dépendante de la PS par TMEM16F
est essentielle a la dissociation membranaire de CD3e dans la lignée de cellules T Jurkat. La
réduction de I'expression de TMEM16F par ARN interférant (shTMEM16F) empéche la
dissociation massive des chaines CD3e suivant la stimulation des cellules T. De plus, les cellules
shTMEM16F démontrent une diminution de la phosphorylation des molécules de signalisation
des cellules T. En contraste, I'expression d’'une forme constitutivement active de TMEM16F
augmente la redistribution de PS a la MP, la dissociation membranaire des chaines CD3¢ et la
phosphorylation des molécules de signalisation. Notre étude démontre que la redistribution de
la PS par la scramblase calcium-dépendante TMEM16F régule la dissociation membranaire des
chaines CD3 du TCR afin d’amplifier I'activation des cellules T. Enfin, nous avons confirmé les
défauts d’activation dans des cellules T murines primaires exprimant shTMEM16F lors d’une

réponse immunitaire.

En conclusion, notre étude démontre le réle de la régulation de la PS dans I'activation des
cellules T. Nous avons démontré que nous pouvons modifier le niveau d’activation des cellules T
en modulant la PS a la MP. Nos résultats ont ainsi plusieurs implications pour la conception et

I’'amélioration des immunothérapies basées sur les cellules T.

Mots-clés : Immunologie, Cellules T, Récepteur de cellules T, TCR, Phosphatidylsérine,

Signalisation, Réponse immunitaire



Abstract

T lymphocytes protect us against pathogens by orchestrating the adaptive immune
response. T lymphocytes possess a specific surface receptor, the T cell receptor (TCR), which
conveys the stimulation signal towards the cytoplasm for the initiation of the T cell activation
cascade. The TCR is a multimeric complex composed of the TCRaf, CDey, CD3eb and CD3{
dimers. The TCRaB chains recognize the pathogenic antigens while the CD3 chains initiate the T
cells signaling cascade through the phosphorylation of their cytoplasmic tails. It is not yet
understood how the TCR activating signal is transmitted through the membrane from the TCRa8

chains towards the cytoplasmic tails of the CD3 chains.

In resting T cells, the CD3e and CD3{ chains are associated to the inner leaflet of the plasma
membrane (PM). The cytoplasmic tails of CD3e and CD3C are rich in basic amino acids, which allow
electrostatic association with acidic phospholipids at the PM. Phosphatidylserine (PS) is the most
abundant acidic phospholipid and is exclusively distributed towards the cytoplasmic PM leaflet.
During T cell activation, the CD3e and CD3C cytoplasmic tails have to dissociate from PS for their
phosphorylation. The membrane dissociation of a large number of CD3 chains is essential for the

amplification of T cell activation.

A mechanism of CD3¢e and CD3 chain dissociation that has been proposed in the literature
is through intracellular calcium elevation. A robust calcium influx is generated following T cell
stimulation. In addition to its essential role in regulating T cell activation, it has been proposed
that calcium ions neutralize the PM acidic phospholipids for CD3 chain dissociation. Calcium is
also an essential cofactor for the activity of many enzymes, such as the phospholipid scramblase
TMEM16F. TMEM16F redistributes PS at the PM following intracellular calcium mobilization,
resulting in a reduction of inner leaflet PS. We propose that calcium regulates CD3 chain

dissociation through TMEM16F activity.

Our study demonstrates that calcium-dependent PS redistribution by TMEMI16F is
required for CD3e membrane dissociation in the Jurkat T cell line. Reduction of TMEM16F

expression by shRNA targeting (shTMEM16F) prevents massive CD3¢ chain dissociation following



T cell stimulation. The shTMEM16F cells show a reduction in the phosphorylation of TCR-proximal
signaling molecules. In contrast, expression of a constitutively active mutant of TMEM16F
increases PS redistribution, CD3e chain dissociation and phosphorylation of TCR-proximal
signaling molecules. Our study demonstrates that PS redistribution by the calcium-dependent
TMEM16F scramblase regulates CD3 chain dissociation for the amplification of T cell activation.
In addition, we have confirmed T cell activation defects in shTMEM16F murine primary T cells

during an immune response.

In conclusion, our study demonstrates the role of PS regulation by TMEM16F in T cell
activation. We showed that we could modify the level of T cell activation by modulating the
concentration of PS at the inner leaflet of the PM. Our results thus have important implications

for the development and improvement of immune receptor-based cancer immunotherapies.

Keywords : Immunology, T cells, T cell receptor, TCR, Phosphatidylserine, Signaling, Immune

response
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Liste des sigles et abréviations

A-B

ADAM: Désintégrine et Metalloprotéinase

ADCC: Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
ADN: Acide désoxyribonucléique

Akt: Protéine kinase B

ARN: Acide ribonucléique

ATP: Adénosine triphosphate

ATP11A: Adénosine triphosphatase de type 11A
ATP11C: Adénosine triphosphatase de type 11C
ATPase: Adénosine triphosphatase

BAI1: Brain-specific angiogenesis inhibitor 1

Bam32: B cell adaptor molecule of 32 kDa

BCR: Récepteur de cellules B

Bim: Bcl-2-like protein 11

BRS: Domaine riche en résidus basiques

B

Bcl6: B-cell lymphoma 6 protein

Blimp-1: B lymphocyte-induced maturation protein-1
C

C1: Domaine riche en cystéine 1
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cADPR: Adénosine 5’-diphosphate-ribose cyclique
CAR: Récepteur chimérique d’antigene

CARMAL: Caspase recruitment domain-containing membrane-associated guanylate kinase

protein 1

CCL19: C-C motif chemokine ligand 19

CCL21: C-C motif chemokine ligand 21

CCR7: C-C chemokine receptor type 7

CD: Cluster of differentiation

CDR: Complementarity determining region

CMH: Complexe majeur d’histocompatibilité

CRAC: Calcium release-activated channel

cSMAC: Complexe supramoléculaire central d’activation
CPA: Cellule présentatrice d’antigene

CTL: Lymphocyte T cytotoxique

CTLA-4: Cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4
CX3CL1: C-X3-C motif chemokine ligand 1

CX3CR1: C-X3-C motif chemokine receptor 1

D-E

DAG: Diacylglycérol

DAP10: DNAX-activating protein 10

DAP12: DNAX-activating protein of 12 kDa

DC: Cellule dendritique
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DGK: Diacylglycérol kinase

DN: Thymocyte double-négatif

DP: Thymocyte double-positif

dSMAC: Complexe supramoléculaire distal d’activation
EEC: Cellules effectrices précoces

Eomes: Eomesodermin

ERK: Extracellular signal-regulated kinase

F-G-H

FasL: Ligand de Fas

FceRly : Chaine y du récepteur d’Igk a haute affinité
FLIM: Microscopie a temps de vie de fluorescence
FRAP: Redistribution de fluorescence apres photoblanchimant
FRET: Transfert d’énergie par résonance de type Forster
Gads: Adapteur de protéine relié a Grb2

GASG6: Growth arrest specific 6

GATA-3: GATA binding protein 3

GDP: Guanosine diphosphate

GEF: Facteur d’échange nucléotidique de la guanine
GlyCAM1: Glycosylation-dependent cell adhesion molecule 1
GPVI: Récepteur de collagene glycoprotéine VI

GRP1: General receptor of phosphoinositides 1

Grb2: Protéine-2 liant un récepteur de facteur de croissance
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GTP: Guanosine triphosphate
GTPase: Guanosine triphosphatase

HEV: Veinule a endothelium épais

ICAM: Intercellular adhesion molecule 1

ICOS: Inducible co-stimulatory molecule

Id2: Inhibitor of DNA binding 2

Id3: Inhibitor of DNA binding 3

IFN-y: Interférony

Ikb: Inhibiteur de NF-kB

Ikk: IkB kinase

IL: Interleukine

IL-2R: Récepteur de I'interleukine-2

IL-7Ra: Chaine a du récepteur de 'interleukine-7
Inp54p: Inositol polyphosphate-5-phosphatase

IP3: Inositol-1,4,5-triphosphate

IRF4: Régulateur de l'interféron 4

ITAM: Motif d’Activation des Récepteurs Immuns basé sur la Tyrosine
ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
iTreg: Lymphocyte T régulateur induit

ITSM: Immunoreceptor tyrosine-based switch motif

Itk: Tyrosine kinase inductible par I'IL-2

25



J-K-L-M-N-O

INK: c-Jun N-terminal kinase

KLRG1: Killer cell lectin like receptor G1

Lact-C2: Domaine C2 de la lactadhérine

LAMP-1: Lysosome-associated membrane protein-1

LAT: Adapteur de I'activation des cellules T

LFA-1: Lymphocyte function-associated antigen 1

MAP: Mitogénes activés par des protéines kinases
MARCKS: Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase

MP: Membrane plasmique

MTFP1: Monomeric teal fluorescent protein 1

mVenus: Monomeric Venus

NFAT: Facteur de transcription des cellules T activées
NF-kB: Nuclear factor-kB

NAADP: Acide nicotinique adénine dinucléotide phosphate
NK: Cellules natural killer

NMR: Résonance nucléaire magnétique

ORP: Protéine reliée a la protéine de liaison a I'oxystérol

ORAI1: Calcium release-activated calcium modulator 1

PA: Acide phosphatidique
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PAMP: Motifs moléculaires associés aux pathogénes
PC: Phosphatidylcholine

pCMH: Peptide présenté sur une molécule du CMH
PD-1: Programmed cell death protein 1

PD-L1: Programmed death ligand 1

PD-L2: Programmed death ligand 2

PDK1: Pyruvate dehydrogenase kinase 1

PE: Phosphatidyléthanolamine

PG: Phosphatidylglycérol

PH: Domaine d’homologie a la pleckstrine

Pl: Phosphoinositide

PI3K: Phosphoinositide-3-kinase

PI4K: Phosphoinositide-4-kinase

PIP5K: Phosphoinositide 4-phosphate 5-kinases
PI(4)P: Phosphatidylinositol-4-phosphate

PI(3,4)P2: Phosphatidylinositol-3,4-biphosphate
PI(4,5)P,: Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate
PI(3,4,5)Ps: Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate
PKC: Protéine-kinase C

PLC: Phospholipase C

PSCR1: Phospholipid scramblase 1

PRR: Récepteur de reconnaissance des motifs moléculaires
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PRS: Domaine riche en proline

PS: Phosphatidylsérine

pSMAC: Complexe supramoléculaire périphérique d’activation
PTEN: Phosphatase and tensin homolog

PTPN22: Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22
Q-R

RAG: Recombination-activating gene

Raf: Rapidly accelerated fibrosarcoma

RasGRP: Ras guanyl nucleotide releasing protein

RE: Réticulum endoplasmique

RYR : Récepteurs de la ryanodine

S

S1P: Sphingosine-1-phosphate

S1P;: Récepteur au sphingosine-1-phosphate

SH2: Domaine d’homologie Src 2

SH3: Domaine d’homologie Src 3

SHP: SH-2-containing protein tyrosine phosphatase 2

SHIP: SH2-containing inositol-5-phosphatase

SLP-76: Src homology 2 domain containing leukocyte phosphoprotein of 76 kDa
SOS: Son of Sevenless

STIM1: Molécule d’interaction stromale 1

T
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TAK1: Transforming growth factor 8-activated kinase 1
TAM: Récepteurs TYRO3-AXL-MER

T-bet: T-box protein expressed in T cells

TCF-1: T cell factor 1

Tem: Lymphocyte T central mémoire

TCR: Récepteur de cellules T

Tere: Lymphocyte T effecteur terminalement différencié
Tem: Lymphocyte T effecteur mémoire

Ten: Lymphocyte T auxiliaire folliculaire

Tul: Lymphocyte T auxiliaire 1

Tu2: Lymphocyte T auxiliaire 2

Tul7: Lymphocyte T auxiliaire 17

TIM4: T cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 4
TMEMZ16F: Protéine transmembranaire 16F

TMEM30a: Protéine transmembranaire 30a

THEMIS: Thymocyte-expressed molecule

Tmp: Lymphocyte T précurseur mémoire

TNF-a: Facteur de nécrose tumorale a

TNFR1: Récepteur de TNF-a 1

TRAF6: Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
Treg: Lymphocyte T régulateur

Trm: Lymphocyte T résidant mémoire
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U-V-W-X-Y-Z

Xkr8: Xk-related protein 8
ZAP-70: Protéine de 70 kDa associée a la chaine zéta
Acides aminés :

Ala, A: Alanine

Arg, R: Arginine

Asn, N: Asparagine

Asp, D: Acide aspartique
Cys, C: Cystéine

Gln, Q: Glutamine

Glu, E: Acide glutamique
Gly, G: Glycine

His, H: Histidine

Leu, L: Leucine

Lys, K: Lysine

lle, I: Isoleucine

Met, M: Méthionine
Phe, F: Phenylalanine
Pro, P: Proline

Ser, S: Sérine

Thr, T: Thréonine

Trp, W: Tryptophane
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Tyr, Y: Tyrosine

Val, V: Valine
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Life is not like water
Things in life don’t necessarily flow over the shortest possible route

Haruki Murakami, 1084
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Avant-propos

Le systeme immunitaire est un mécanisme de défense complexe contre les pathogenes.
Le systéme immunitaire est composé d’une grande variété de cellules qui régulent de maniére
spatio-temporelle la réponse contre un agent infectieux. Les lymphocytes T ont un réle majeur
dans la réponse immunitaire cellulaire. Nous commengons a mieux comprendre la cascade de
signalisation qui régule l'activation des cellules T. De plus, les facteurs extrinseques et
intrinseques régulant la différenciation des lymphocytes T en différents sous-types de cellules
effectrices ou mémoires sont de plus en plus décrits. Toutefois, les premiéres étapes de
I'activation du récepteur de cellules T restent peu connues. Cette thése vise a éclaircir les
mécanismes d’activation du TCR ainsi que les mécanismes d’amplification de I’activation des

lymphocytes T.

Cette these est présentée en cinq chapitres. Le premier chapitre vise a introduire les
concepts généraux de l'activation des lymphocytes T, puis des problématiques qui nous ont
menés a poser nos objectifs de recherche. Le deuxieme chapitre est constitué d’un article qui
décrit le role de la phosphatidylsérine et de I'enzyme TMEM16F dans I’activation des cellules T.
Le troisieme chapitre est composé de résultats obtenus en modéle murin sur le réle de la
régulation de la phosphatidylsérine dans I'activation des lymphocytes T primaires. Dans le
guatriéme chapitre, les résultats des chapitres 2 et 3 sont discutés. Les perspectives de recherche
découlant de nos observations sont également présentées dans ce quatrieme chapitre. Enfin, les
conclusions de la thése sont décrites au cinquiéme chapitre. En annexe se trouvent des résultats
complémentaires au Chapitre 2 ainsi qu’une revue de littérature qui complémente le chapitre
d’introduction et qui décrit le réle des interactions électrostatiques dans la biologie et dans

I’activation des récepteurs immuns.
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Chapitre 1 - Introduction

En ce premier chapitre, nous allons introduire les concepts de régulation de I'activation
des lymphocytes T au niveau du récepteur de cellules T (TCR). En premier lieu, la réponse
immunitaire générale contre une infection pathogénique sera décrite (Chapitre 1.1). Puis, la
biologie et 'ontogenése des lymphocytes T (Chapitre 1.2) ainsi que leur réle spécifique lors de la
réponse immunitaire sera étudié (Chapitre 1.3). Enfin, nous allons nous concentrer les
mécanismes de régulation du TCR chez les lymphocytes T au repos (Chapitre 1.4). Finalement,
nous allons étudier les différents mécanismes d’activation du TCR (Chapitre 1.5) et de
I’'amplification de I'activation des lymphocytes T (Chapitre 1.6). Les objectifs de la thése découlant

des problématiques posées dans I'introduction seront décrits au Chapitre 1.7.

1.1 Le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est un mécanisme de protection évolutivement conservé
permettant aux organismes de se défendre contre une vaste diversité de pathogenes. Chez les
mammiferes, les cellules composant le systeme immunitaire sont générées a partir des cellules
souches hématopoiétiques pluripotentes dans la moelle osseuse. La différenciation des cellules
souches hématopoiétiques en progéniteurs multipotents engendre les deux axes majeurs du
systeme immunitaire, soit le systéme immunitaire inné et le systeme adaptatif. Chaque axe du
systéme immunitaire est composé d’une variété de cellules immunitaires différenciées qui sont

essentielles a I’homéostasie et a la défense de I'organisme [1].

1.1.1 La réponse immunitaire innée

Le systeme immunitaire inné agit en tant que premiére ligne de défense contre les
pathogénes. Ce systeme est dit ‘inné’ puisque les cellules qui le composent reconnaissent les
motifs caractéristiques des pathogenes par des récepteurs encodés de maniére fixe dans la lignée
germinale. Ces récepteurs, nommés récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires
(PRRs), se lient a des motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs) comme I’ARN double-

brin des virus [2].



Les cellules du systeme immunitaire inné et les cellules sanguines sont générées a partir
des progéniteurs myéloides et Ilymphoides communs issus des cellules souches
hématopoiétiques. Le progéniteur myéloide commun s’engage dans différentes voies de
différenciation menant a la génération des globules rouges, des plaquettes sanguines, des
monocytes, des granulocytes ou des cellules dendritiques (DCs). Les cellules du systéeme
immunitaire inné générées a partir du progéniteur lymphoide commun sont les cellules natural

killer (NKs) et certaines populations de DCs [1].

Les cellules du systeme inné circulent constamment dans |'organisme a la recherche
d’agents pathogéniques. Lors d’une infection, le pathogene s’introduit dans I'organisme par une
bréche dans les barrieres physiques comme la peau ou le mucus. L'entrée de I'agent infectieux
active une sécrétion locale de chimiokines et de cytokines. Les chimiokines recrutent les cellules
du systéme immunitaire inné au site de l'infection tandis que les cytokines contrélent leur
activation et leur différenciation [1]. Le type de pathogene reconnu par les PRRs des cellules du
systéme immunitaire inné au site de I'infection engendre une sécrétion de cytokines spécifiques

qui polariseront la réponse immunitaire adaptative [2].

Les neutrophiles et les macrophages sont recrutés rapidement au site de I'infection, ou ils
phagocytent les pathogénes et sécrétent des cytokines pro-inflammatoires [1, 2]. Les DCs et les
macrophages capturent les antigénes au site de l'infection et migrent aux organes lymphoides
secondaires, comme les ganglions lymphatiques, afin de présenter les antigenes aux cellules du
systeme immunitaire adaptatif. La structure des organes lymphoides secondaires est adaptée a
I'activation, a I'expansion et a la maturation des lymphocytes du systeme immunitaire adaptatif.
Les cellules présentatrices d’antigénes (CPAs) comme les DCs et les macrophages agissent en tant

que pont entre la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative [3].

1.1.2 La réponse immunitaire adaptative

Les cellules du systeme immunitaire adaptatif reconnaissent spécifiquement les antigenes
issus des pathogenes et générent une mémoire immunitaire a long terme contre les antigénes
infectieux. Les deux populations majeures de cellules composant le systéme immunitaire

adaptatif se développent dans des niches distinctes a partir du progéniteur lymphoide commun.
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Le progéniteur résidant a la moelle osseuse se différencie en lymphocytes B tandis que les
lymphocytes T sont générés suite a I'émigration du progéniteur de la moelle osseuse vers le

thymus [1].

Les lymphocytes B et T reconnaissent les antigenes pathogéniques a travers un récepteur
de surface, soit le récepteur de cellules B (BCR), ou le récepteur de cellules T (TCR),
respectivement. Malgré que leur structure soit relativement similaire, le BCR et le TCR
reconnaissent les antigenes par un mécanisme distinct. Le TCR reconnait des fragments digérés
d’antigénes présentés sur un complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) [4]. En contraste, le
BCR reconnait les antigenes dans leur état natif et soluble [2]. Contrairement aux PRRs, qui sont
fixés dans le code génétique, les récepteurs des lymphocytes sont uniques et sont générés par
réarrangement aléatoire de ’ADN. La diversité générée par les réarrangements génétiques est

essentielle a la reconnaissance d’une grande variété d’antigenes exogenes [5].

Suite a la reconnaissance de leurs antigenes, les cellules B et T s’expandent de maniéere
clonale afin de générer une réponse immunitaire robuste et spécifique. Contrairement aux
cellules du systéme immunitaire inné, les lymphocytes nécessitent plusieurs jours de maturation
et d’expansion aux organes lymphoides secondaires avant de migrer au site de l'infection. Les
lymphocytes T sont divisés en deux populations majeures selon leur expression différentielle des
co-récepteurs CD4 ou CD8. Les lymphocytes T CD4+ sont des lymphocytes auxiliaires qui régulent
I'activation et la fonction effectrice de différentes cellules immunitaires. Les lymphocytes T
auxiliaires sont essentiels a la maturation des lymphocytes T CD8+, des lymphocytes B et des
CPAs. Une fois activés, les lymphocytes T CD8+ acquiérent des capacités cytotoxiques menant a
la mort de cellules cibles [6]. Enfin, les lymphocytes B matures sécrétent des anticorps a haute

affinité pour I'antigene.

Les branches innée et adaptative de la réponse immunitaire coopérent afin de combattre
les agents infectieux. Les anticorps sécrétés par les lymphocytes B se lient aux pathogénes et sont
reconnus par les récepteurs Fc des cellules du systéeme inné. La fixation d’un anticorps sur les
récepteurs Fc active la phagocytose par les macrophages ainsi que la fonction cytotoxique des

cellules NKs [1].
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Une activation controlée des lymphocytes est essentielle a I'efficacité de la réponse
immunitaire. Une activation sous-optimale méne a la persistance du pathogene tandis qu’une
activation trop robuste entraine la destruction de tissus sains par les lymphocytes T cytotoxiques.
Différents mécanismes de régulation au niveau moléculaire et cellulaire sont en place afin de

contréler le développement et I'activation des cellules T.

1.2 Biologie et ontogenese des lymphocytes T

Les lymphocytes T orchestrent la réponse immunitaire adaptative afin d’éliminer
efficacement un pathogéne. Les lymphocytes T reconnaissent par leur TCR des peptides présentés
sur des molécules du CMH (pCMHs). La particularité du TCR est qu’il reconnait a la fois des
peptides du soi et des antigénes exogénes chargés sur le CMH, mais avec différentes affinités. La
réponse générée par l'interaction a faible affinité avec les pCMHs du soi donne des signaux de
survie au lymphocyte T, tandis que l'interaction a plus haute affinité avec un antigene exogene
spécifique engendre une réponse immunitaire robuste [7]. Le TCR des lymphocytes T est généré
de maniere aléatoire et doit ainsi étre sélectionné afin de reconnaitre les antigénes exogenes tout
en maintenant une tolérance aux antigénes du soi. Dans ce sous-chapitre, nous allons étudier la

biologie des lymphocytes T et les étapes de leur développement dans le thymus.

1.2.1 Le récepteur de cellules T

Le TCR des cellules T permet la reconnaissance d’antigenes présentés par des CPAs. Le TCR
est un complexe formé d’un dimére de chaines a et B (TCRapB) ou y et & (TCRyS) associé de
maniére non-covalente a différents diméres de chaines CD3. La forte majorité (90-95%) des
cellules T sont dotées d’'un TCR composé de chaines a et B [1]. Les chalnes a et B du TCR
reconnaissent un peptide présenté sur une molécule du CMH d’une CPA [1]. Les lymphocytes
exprimant un TCRy6 sont une population mineure de lymphocytes T qui reconnaissent des
antigénes de manieére CMH-indépendante. Les ligands connus du TCRy6 sont des lipides présentés

sur la molécule CD1d [8].
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1.2.1.1 Les composantes du complexe du TCR

Les chaines du TCR sont dotées d’'un domaine extracellulaire composé de régions variables
et constantes, puis d’'un peptide connectant, d’'un domaine transmembranaire et d’'une chaine
cytoplasmique. La reconnaissance d’antigénes par les molécules du TCR est dictée par des régions
hypervariables (“complementarity determining regions” ou CDR) du domaine extracellulaire. Les
régions du TCR interagissant avec les molécules présentatrices d’antigénes sont conservées et
encodées dans la lignée germinale afin de s’adapter aux polymorphismes des génes du CMH et
de CD1d [9, 10]. Les domaines CDR1 et CDR2 du TCR se lient aux régions conservées du CMH ou
de CD1d [8, 10]. En contraste, le domaine CDR3 est soumis a des recombinaisons génétiques afin

de reconnaitre les divers antigenes présentés par les CPAs [10].

Les chaines du TCR possédent un domaine cytoplasmique court et dépourvu de domaine
de signalisation intrinséque. Afin que le signal de reconnaissance du peptide soit transmis a
I'intérieur de la cellule, le dimére du TCR s’associe de maniére non-covalente avec trois dimeéres
de chalnes de signalisation CD3 (€6, ey, {{). Les chaines CD3 possedent un domaine de
signalisation a la portion C-terminale de leurs domaines cytoplasmiques nommé le Motif
d’Activation des Récepteurs Immuns basé sur la Tyrosine (ITAM). Les ITAMs sont des modules de
signalisation communs a plusieurs récepteurs immuns, comme les chaines Iga et Igf du BCR,
certains récepteurs Fc et la molécule adaptatrice DAP12 chez les cellules NKs. Les chaines CD3y,
CD36 et CD3¢e possedent un seul domaine ITAM tandis que la chaine CD3C est dotée de trois
ITAMs. La séquence canonique des ITAMs est YxxI/Lx(-5)YxxI/L, ou les deux tyrosines sont suivies
d’un résidu aliphatique de leucine ou d’isoleucine [11]. Lors de I'activation du TCR, les deux
tyrosines des ITAMs sont phosphorylées par les kinases Lck ou Fyn de la famille des kinases Src.
Les ITAMs phosphorylés agissent comme site de recrutement pour des protéines possédant des
domaines d’homologie Src 2 (SH2) en tandem, tel que la kinase ZAP-70 chez les cellules T [12]. Le

recrutement de ZAP-70 aux ITAMs phosphorylés initie la cascade d’activation des cellules T.

1.2.1.2 La diversité des TCRs
Les génes codants pour le domaine CDR3 du TCR sont composés de segments d’ADN
nommeés variable (V), diversité (D) et jonction (J). Les génes codants pour les chaines TCRa et TCRy

possédent des segments V et J, tandis que les genes de TCRPB et TCRS possedent également des
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segments D. La diversité des TCRs est conférée par le réarrangement génétique des différents
segments de génes V, D, et J lors du développement des lymphocytes T [5]. Chez I'humain, les
genes codants pour le TCRB sont composés de 52 segments V, 2 segments D et 13 segments J. Les

génes du TCRa sont composés de 70 segments V et 61 segments J [13].

Des séquences d’ADN conservées dans les segments VDJ des génes du TCR sont reconnues
et clivées par les enzymes RAG1 et RAG2 [14]. Le clivage génere une cassure double-brin dans
I’ADN. Les enzymes RAG1 et RAG2 sont spécifiques aux lymphocytes et la déficience en I'une ou
I'autre de ces enzymes résulte en I'absence de lymphocytes B et T matures [15, 16]. La cassure
double-brin générée par RAG1/2 est réparée par mécanisme de jonction d’extrémités non-

homologues.

Les génes D et J sont recombinés en premier, puis le segment V se joint aux segments DJ
réarrangés. Aux jonctions d’ADN clivés, soit entre chaque segment V(D)J, des nucléotides sont
ajoutés ou supprimés de maniére aléatoire, augmentant la diversité des séquences du TCR. La
recombinaison de I’ADN aux différents segments VDJ ainsi que I'ajout de nucléotides génére une
séquence génétique unique pour chaque gene du TCR [5]. La diversité théorique de TCRs générée
par la recombinaison de ’ADN et I'ajout de nucléotide se situe entre 10%° et 10%° séquences

uniques [17].

1.2.1.3 Assemblage du TCR

L'expression du TCR réarrangé a la surface des lymphocytes T nécessite un assemblage
complexe entre les différentes chaines. Les hétérodiméres TCRap (ou TCRyd) s’assemblent par
liens hydrogénes dans leurs domaines transmembranaires et un lien disulfure dans le peptide
connectant [18]. Les hétérodimeres CD3eb et CD3ey s’assemblent par des liens hydrogenes dans
leurs domaines extracellulaires [19]. L’homodimere CD3{T est assemblé par un lien disulfure et
des liens hydrogénes entre des résidus polaires dans les domaines transmembranaires du dimere

[20].

Le complexe du TCR s’assemble avec une stcechiométrie de 1 :1 :1 :1 pour les chaines TCR,
CD3ed, CD3ey et CD3T [18, 21, 22]. L'assemblage des différents dimeres en complexe TCR

fonctionnel est séquentiel et requiert des interactions électrostatiques transmembranaires
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(Figure 1). Ces interactions sont dictées par des résidus basiques dans les domaines
transmembranaires de TCRa et TCRP et des résidus acides dans les portions transmembranaires
de chacune des chaines CD3. En premier lieu, une lysine située dans la troisieme hélice
transmembranaire de TCRa interagit avec un acide aspartique dans chacune des chaines du
dimere CD3&4b. Puis, une lysine de la troisieme hélice transmembranaire de TCRp interagit avec
un acide aspartique de CD3e et un acide glutamique de CD3y. Finalement, le dimere CD3{
s’associe au complexe TCR par interaction entre ses acides aspartiques avec une arginine dans la
seconde hélice transmembranaire de TCRa [21]. L’assemblage final du TCR est stabilisé par des
liens hydrogenes entre les domaines extracellulaires et le peptide connectant des différents
dimeres du TCR [18]. L'assemblage de complexes par interactions électrostatiques dans les

domaines transmembranaires est commun a plusieurs récepteurs immuns (Annexe 3, Figure 1).

L'assemblage de chacune des sous-unités du complexe du TCR dans le réticulum
endoplasmique (RE) est requis pour I'expression en surface. L'assemblage inadéquat des sous-
unités du TCR expose les résidus basiques des domaines transmembranaires des chaines TCRa et

TCRB, entrainant leur dégradation [23].

CD33e TCRof

Figure 1.— Séquence d’assemblage des diméres en complexe TCR a la membrane du RE.

Image reproduite avec la permission d’Elsevier (Molecular Immunology, Vol. 40, Matthew E. Call
et Kai W. Wucherpfennig, “Molecular mechanisms for the assembly of the T cell receptor-CD3

complex”, p.1295-1305, © 2004) [23].
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1.2.2 Développement des lymphocytes T

Les lymphocytes T sont issus des cellules souches hématopoiétiques différenciées en
progéniteur lymphoide multipotent. Le progéniteur lymphoide migre de la moelle osseuse vers
le thymus ou il se polarise vers la lignée T. Les précurseurs de cellules T, ou les thymocytes,
s’engageront a travers différents stages régulés de différenciation caractérisés par le

réarrangement des génes du TCR, la prolifération et la sélection clonale [24].

Les stages de différenciation des thymocytes sont phénotypiquement caractérisés par leur
expression des co-récepteurs CD4 et CD8. Les thymocytes les moins différenciés sont appelés
double-négatifs (DNs) par leur absence d’expression de CD4 et CD8. Au stade DN, les thymocytes
peuvent générer des lymphocytes exprimant soit le TCRap ou le TCRyS [24]. Les thymocytes DN
sont divisés en quatre sous-types distincts, du moins différencié (DN1) au plus différencié (DN4).
Les thymocytes DN3 réarrangent le gene B du TCR par 'activité de RAG1/2. Afin que la cellule T
exprime des TCRs avec une seule spécificité, 'ADN est réarrangé sur seulement un des deux
alleles de TCRB a la fois. Le processus d’exclusion allélique permet d’inhiber I'expression

simultanée de deux différentes chaines de TCRpB [25].

La chaine B réarrangée avec succes se joint a la chaine pré-Ta, qui est associée aux chaines
CD3, pour former le complexe du pré-TCR. L’association du TCRp réarrangé avec le pré-Ta bloque
le processus de réarrangement par RAG1/2 [25]. Une signalisation productive par le pré-TCR
meéne a la prolifération des thymocytes et a la maturation au stage double-positif caractérisé par
I’expression de CD4 et CD8. La signalisation par le pré-TCR est le processus de B-sélection, ou seuls
des thymocytes exprimant une chaine TCRB réarrangée progressent au prochain stade de

maturation [24].

Au stade DP, la chalne a se réarrange et s’associe au TCRB, menant a I’expression du TCRa
en surface [24]. Contrairement a la chaine TCRpB, les deux alleles du TCRa se réarrangent
simultanément. Un des deux alléles codants pour le TCRa sera soumis a une exclusion allélique
afin d’exprimer un TCR possédant une seule spécificité [26]. Le développement des lymphocytes

T exprimant un TCR composé des chaines y et § est similaire au TCRap. Les genes codant pour les
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chaines TCRy et TCRS sont réarrangés et forment un TCRyS a la surface du thymocyte au stade

DN [27].

Malgré que la diversité théorique des TCRs soit élevée, le nombre de clonotypes de TCRs
est estimé a 2.5x107 chez ’humain et 2x10° chez la souris [17]. Les TCRs sont réactifs a plus d’'une
séquence peptidique, permettant de pallier a la diversité relativement faible des TCRs en
circulation [28]. Etant donné la diversité et |a réactivité croisée des TCRs, les thymocytes DPs dont
le TCR a été réarrangé avec succes sont soumis a une sélection stricte afin d’éviter I'auto-

immunité.

1.2.3 Tolérance centrale et périphérique

Le réarrangement des chaines du TCR étant aléatoire, il est essentiel d’éliminer les clones
de thymocytes ayant une forte réaction au soi. Les thymocytes doivent toutefois reconnaitre avec
une faible affinité les peptides du soi présentés sur un CMH afin de recevoir des signaux essentiels
a la survie [24]. Moins de 10% des thymocytes respectent la mince fenétre de reconnaissance du
soi en absence d’autoréactivité [1, 29]. La sélection des thymocytes dans le thymus controle le

répertoire des TCRs exprimé par les lymphocytes T en périphérie.

Lors du processus de sélection positive, les cellules stromales du thymus, un sous-type
spécialisé de cellules épithéliales, présentent des peptides chargés sur un CMH de classe | ou de
classe Il aux thymocytes DPs exprimant un TCRap réarrangé. Une interaction d’affinité faible ou
modérée entre le TCR réarrangé et les pCMHs du soi résulte en une signalisation du TCR et a la
survie du thymocyte [24]. Chez environ 85% des cellules DPs, I'interaction avec les pCMHs du soi
dans le thymus se situe sous le seuil d’affinité nécessaire a la signalisation de survie TCR-

dépendante, entrainant la mort par négligence du thymocyte (Figure 2) [24, 29].

En contraste, une signalisation trop forte résultant de I'interaction avec le pCMH du soi
entraine la mort cellulaire programmée du thymocyte afin d’éviter les pathologies auto-
immunitaires [24]. La mort cellulaire programmée, ou |'apoptose, est un mécanisme de mort
cellulaire immunologiquement silencieux résultant en la phagocytose de la cellule apoptotique.
L'apoptose est un processus régulé qui est induit soit par une stimulation extrinseque ou
intrinseque. La voie extrinseque est activée suite a la stimulation de récepteurs de la mort situés
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a la surface des cellules [30]. Chez les thymocytes, une interaction de trop forte affinité entre le
TCR et un pCMH du soi induit la protéine pro-apoptotique Bim et |'apoptose par la voie
intrinseque [31]. Les thymocytes apoptotiques sont phagocytés, évitant la dispersion de débris

cellulaires et I'inflammation [32].

La sélection positive par les peptides du soi issus des cellules épithéliales corticales du
thymus n’élimine pas les thymocytes réactifs contre des antigenes spécifiques a certains tissus de
I'organisme [24]. La sélection contre les antigenes exogenes du thymus est accomplie par les
cellules épithéliales médullaires du thymus qui expriment AIRE (régulateur de I'immunité) [33].
AIRE permet I'expression de protéines restreintes a certains tissus et normalement réprimées
chez les cellules stromales du thymus. L'expression de ces antigénes par les cellules épithéliales
médullaires engendre la délétion clonale de thymocytes réactifs aux antigenes du soi non-

thymiques (Figure 2) [33].

L'intensité et la durée du signal recu par les thymocytes DPs lors de la sélection positive
polarisent différentiellement vers la lignée CD4+ ou CD8+. Une signalisation plus robuste par le
TCR polarise les thymocytes vers la lignée CD4+, tandis qu’une signalisation plus faible commet
les thymocytes vers la lignée CD8+ [24]. De plus, un signal de sélection d’intensité moyenne, se
situant entre la sélection positive et la sélection négative, entraine la génération de cellules T
régulatrices (Tregs). Les Tregs induisent la tolérance de cellules autoréactives en périphérie par la
sécrétion de cytokines inhibitrices, par I'expression de molécules de surface inhibitrice et par la

lyse de cellules cibles [34].
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Figure 2. — L’affinité de I'interaction TCR-pCMH génére le répertoire des cellules T

Image reproduite avec la permission de Springer Nature (Nature Reviews Immunology, Vol. 9,
Ludger Klein et al, “Antigen presentation in the thymus for positive selection and central

tolerance induction”, p.833-844, © 2009) [35]

Une fois la maturation complétée dans le thymus, les thymocytes migrent vers la
périphérie ou ils proliferent de maniere homéostatique IL-7-dépendante par interaction a faible
affinité avec des pCMHs du soi [36-39]. Toutefois, la tolérance centrale induite par la délétion
clonale de thymocytes autoréactifs n’est pas complétement étanche. Il a été démontré que des
cellules T réactives aux peptides du soi circulent en périphérie [40]. La reconnaissance d’agents
infectieux par les PRRs des CPAs induit I'expression de molécules de co-stimulation pour
I'activation des lymphocytes T [3]. En contraste, la présentation d’antigenes du soi par les CPAs
est dépourvue de signaux de co-stimulation. La stimulation de lymphocytes T en absence de co-
stimulation entraine I'anergie de la cellule et inhibe son activation lors de sa restimulation [31].
Ainsi, en plus des mécanismes de tolérance centraux générés par la sélection positive et négative
dans le thymus, I'auto-immunité est contrdélée en périphérie par les Tregs €t I'induction de I'anergie

[40].

1.2.4 Circulation des lymphocytes T naifs

Dans les conditions homéostatiques, c’est-a-dire en absence d’infection, les lymphocytes
T naifs recherchent les antigenes en circulant dans le sang, la lymphe et les organes lymphoides
secondaires comme les ganglions lymphatiques et la rate [41]. Afin de pénétrer les ganglions, les
lymphocytes T sortent du sang par extravasion aux veinules a endothélium épais (HEVs). Les
lymphocytes T naifs expriment différents types de molécules d’adhésion et de récepteurs leur
permettant de s’associer a la surface des HEVs pour la migration a travers les cellules

endothéliales.

Les lymphocytes T naifs expriment la sélectine-L (CD62L) qui adhere aux mucines CD34 et

GlyCAM1, des protéines glycosylées exprimées a la surface de I'endothélium des HEVs [42].
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L'interaction sélectine-mucine entre les lymphocytes T naifs et les HEVs permet un roulement et
un ralentissement des lymphocytes T a la surface de I'endothélium [43]. Les HEVs expriment la
chimiokine CCL21 reconnue par le récepteur a chimiokine CCR7 exprimé par lymphocytes T naifs
[44, 45]. L'activation de CCR7 augmente |'expression de l'intégrine LFA-1 a la surface des
lymphocytes T [43]. LFA-1 lie une molécule d’adhésion de la superfamille des immunoglobulines
(ICAM-1) exprimée sur les cellules endothéliales des HEVs. L'interaction entre LFA-1 et ICAM-1
mene a l'arrét et a I'adhésion des cellules T sur les HEVs [43]. Les lymphocytes a I'arrét migrent a
I'intérieur du ganglion par processus de transmigration a travers les cellules épithéliales des HEVs

[41].

A lintérieur du ganglion, les lymphocytes T migrent a la zone T ol sont sécrétées les
chimiokines CCL21 et CCL19 reconnues par le récepteur CCR7 [44-46]. Au ganglion, les
lymphocytes T interagissent avec des CPAs afin de détecter un antigéne agoniste présenté sur un
CMH [41]. En absence d’interaction productive avec une CPA, les lymphocytes T naifs quittent les
ganglions en exprimant le récepteur au sphingosine-1-phosphate (S1P1) [47]. La concentration
élevée de S1P dans le sang permet la sortie des lymphocytes T des ganglions vers la périphérie

pour leur recirculation [47, 48].

1.3 Les lymphocytes T dans la réponse immunitaire

Par leur fonction auxiliaire ou cytotoxique, les lymphocytes T sont essentiels a la réponse
immunitaire contre les agents infectieux. La réponse immunitaire des lymphocytes T débute par
leur activation par une CPA dans les organes lymphoides secondaires. Les signaux de stimulation
recus par l'activation du TCR, les molécules de co-stimulation et les cytokines environnantes
programment la différenciation des lymphocytes T vers des phénotypes distincts. Les sous-types
de cellules T possedent une fonction ou un potentiel différentiel de développement en cellules
mémoires. Dans ce sous-chapitre, nous allons étudier les lymphocytes T dans la réponse

immunitaire, de leur activation jusqu’a leur maintien en tant que cellules mémoires a long terme.
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1.3.1 Présentation de I’antigene

Les lymphocytes T parcourent I'organisme a la recherche de leur antigéne présenté sur
une molécule CMH d’une CPA. Les cellules dendritiques (DCs) sont les principales CPAs qui
activent les cellules T naives. Lors d’une infection, les DCs endocytent les antigénes exogénes
provenant du pathogeéne. La reconnaissance de molécules typiques aux pathogenes par les PRRs
induit plusieurs changements chez la CPA afin de maximiser sa capacité de stimulation d’une
cellule T. La CPA augmente son expression de CMHs, des molécules de co-stimulation comme
CD80, CD86 et CD40, et sécrete des cytokines. La CPA activée migre aux ganglions drainants le

site de l'infection afin de présenter I'antigéne aux lymphocytes T [3].

Les deux familles de lymphocytes T reconnaissent deux classes différentes de molécules
du CMH. Les deux classes de CMHs possedent une structure similaire, mais présentent des
peptides d’origines distinctes aux cellules T [4]. Les classes de CMHs ont évolué afin de présenter
le type d’antigéne adapté a la fonction des lymphocytes T, soit la fonction auxiliaire ou
cytotoxique. La spécificité de liaison au CMH est conférée par le co-récepteur CD4 ou CD8 exprimé

par les lymphocytes T [49, 50].

Les lymphocytes T CD8+ reconnaissent les peptides présentés sur un CMH de classe I. Les
CMHs de classes | sont exprimés a la surface de toutes les cellules nucléées de I'organisme. Les
antigénes présentés sur les CMH de classe | proviennent d’une voie de présentation cytosolique.
En absence d’infection, les peptides présentés par le CMH de classe | proviennent de protéines
endogénes dégradées lors des processus homéostatiques de la cellule. Le protéasome dégrade
constamment des protéines saines ou incorrectement synthétisées afin de recycler les acides
aminés pour la synthése de nouvelles protéines. Les peptides générés par le protéasome sont
dirigés vers le RE, ou ils sont chargés sur le CMH de classe |. Le chargement d’un peptide sur le
CMH dirige le complexe vers I'appareil de Golgi pour son expression en surface. Lors d’une
infection avec un pathogéene intracellulaire, les protéines pathogéniques sont dégradées par le
protéasome et chargées sur le CMH par un mécanisme identique aux protéines endogénes.
L'ubiquité des CMH de classe | permet aux lymphocytes T cytotoxiques de reconnaitre et de tuer

avec précision toutes cellules de I'organisme infectées par un pathogene intracellulaire [4].
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En contraste, les lymphocytes T CD4+ reconnaissent les CMHs de classe Il. Chez les cellules
immunitaires, I'expression du CMH de classe Il est restreinte aux CPAs, soit les DCs, les
macrophages et les lymphocytes B. Les peptides présentés sur les CMHs de classe Il sont d’origine
exogeéne et sont présentés suite a une dégradation par voie endocytaire. Les CPAs reconnaissent
I'antigéne exogeéne et linternalisent par vésicules endocytaires. Dans les endosomes, des
enzymes dégradent I'antigéne en peptides. Les peptides dégradés se lient au CMH de classe Il
dans les endosomes, puis le complexe est transporté a la surface de la cellule. La stimulation des
lymphocytes T auxiliaires par les CMHs de classe || permet de polariser ces lymphocytes T afin de

monter une réponse immunitaire spécifique au type de pathogene rencontré [4].

Finalement, les CPAs ont la capacité de présenter un antigéne exogene par le CMH de
classe | aux lymphocytes T CD8+ par le processus de présentation croisée. Les CPAs non-infectées
internalisent un antigéne exogene par endocytose et phagocytose [51, 52]. L'antigéne est
transporté dans le cytosol, ou il est dégradé par le protéasome [51, 52]. L'antigéne dégradé est
transporté au RE et est chargé sur un CMH de classe | [51]. Une voie alternative de présentation
croisée est le recrutement de composantes du RE aux phagosomes. Les peptides exogeénes
dégradés au cytosol sont transportés aux phagosomes ou ils sont chargés sur le CMH et classe |

[52, 53]. La présentation croisée permet aux CPAs non-infectées d’activer les lymphocytes T CD8+.

1.3.2 Voies de signalisation du TCR
Les signaux générés par la force de stimulation du TCR, de I'engagement des récepteurs
de co-stimulation et des cytokines environnantes convergent en plusieurs voies de signalisation

complexes qui conduisent a I'expansion des lymphocytes T spécifiques au pathogéne.

1.3.2.1 Interaction TCR-pCMH et signalisation initiale

Les lymphocytes T sont activés suite a une stimulation de leur TCR par un pCMH agoniste
présenté par une CPA [54]. Le TCR reconnait avec une grande spécificité le peptide présenté sur
le CMH par les domaines CDR3 réarrangés des chaines TCRa et TCRB [10]. Les domaines CDR1 et
CDR2 du TCR se lient au CMH et stabilisent I'interaction des domaines CDR3 avec le peptide [55].
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Le co-récepteur CD4 ou CD8 se lie aux régions conservées du CMH de classe Il ou de classe
|, respectivement, afin de stabiliser I'interaction entre le lymphocyte T et la CPA [49, 50]. Le
domaine cytoplasmique des co-récepteurs CD4 et CD8 est associé a Lck, une tyrosine kinase de la
famille Src (Figure 3) [56, 57]. Lck est également associé a la bicouche lipidique de la membrane
plasmique (MP) par modifications post-translationnelles hydrophobiques de myristoylation et de
palmitoylation dans son domaine N-terminal [58, 59]. Une proportion des kinases Lck sont
constitutivement actives chez les lymphocytes T au repos [60]. En conditions homéostatiques,
I'activité kinase de Lck est constamment contre-balancée par la phosphatase CD45 [54]. La
stimulation du TCR par un pCMH et la liaison du co-récepteur au CMH recrute Lck aux chaines
CD3 duTCR [61]. En parallele, la phosphatase CD45 est exclue de la zone d’interaction lymphocyte
T-CPA par son domaine extracellulaire large [62, 63]. Ce débalancement kinase-phosphatase

permet la phosphorylation des ITAMs des chaines CD3 du TCR par Lck [62-64].

AFC
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]
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Figure 3. - Activation des lymphocytes T par la liaison du pCMH au TCR et au co-récepteur

CD4/CD8 lié a la kinase Lck
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Image reproduite avec la permission de Springer Nature (Nature Reviews Immunology, Vol. 8,
Nicholas R.J. Gascoigne, “Do T cells need endogenous peptides for activation?”’, p.895-900, ©

2008) [65]

Les tyrosines phosphorylées des ITAMs des chaines CD3 recrutent la kinase ZAP-70 par
son domaine SH2 en tandem [12]. Le recrutement de ZAP-70 au TCR entraine sa phosphorylation
et son activation par Lck [66]. ZAP-70 phosphoryle plusieurs tyrosines sur |'adapteur
transmembranaire de l'activation des cellules T (LAT) [67, 68]. La protéine adaptatrice LAT
phosphorylée forme un signalosome, permettant le recrutement de protéines dotées de
domaines SH2 [68]. Le signalosome LAT recrute la phospholipase C y1 (PLC-y1), et les protéines
adaptatrice Grb2 et Gads [69-71]. En plus du domaine SH2, Grb2 et Gads posseédent des domaines
SH3, permettant de recruter au signalosome LAT des protéines dotées de motifs canoniques
riches en prolines ou du domaine non-canonique RxxK [72]. Le recrutement de protéines par Grb2
et Gads au signalosome LAT est une étape critique de la signalisation des cellules T. Grb2 recrute
SOS, qui comme nous allons en discuter plus loin, est essentiel a l'initiation d’une voie de
signalisation des cellules T [69]. Gads recrute la protéine adaptatrice SLP-76 a LAT, qui est ensuite
phosphorylée par ZAP-70 [73]. Le rapprochement de SLP-76 et de LAT a travers Gads est critique

a I'influx de calcium robuste observé chez les cellules T activées [72].

Enfin, le récepteur de co-stimulation CD28 se lie aux molécules CD80 et CD86 sur la CPA
[54]. Le recrutement de CD28 prés du complexe TCR-CD4/CD8 mene a sa phosphorylation par Lck
[74]. La phosphoinositide-3-kinase (PI3K) est recrutée par son domaine SH2 aux phosphotyrosines
du complexe LAT/SLP-76 ainsi qu’au domaine cytoplasmique phosphorylé de CD28 [75, 76]. PI3K
est ensuite activée par un mécanisme toujours non élucidé chez les lymphocytes T. PI3K
phosphoryle le lipide membranaire phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PI(4,5)P2) en
phosphatidylinositol-3,4,5-biphosphate (PI(3,4,5)Ps3) [54]. La génération de PI(3,4,5)P3 recrute la
kinase Itk par son domaine d’homologie a la pleckstrine (PH) [77]. Lck phosphoryle et active
I'activité kinase d’Itk [78]. La kinase Itk catalytiquement active se lie a SLP-76, lui permettant de

phosphoryler ce dernier [79, 80]. La phosphorylation de SLP-76 au résidu Y173 par Itk induit un
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changement conformationnel chez PLC-y1, qui est requis pour sa phosphorylation [81, 82]. Ainsi,
le recrutement d’ltk au signalosome LAT a travers SLP-76 et Gads méne a la phosphorylation et
I'activation de PLC-y1 [78, 79, 83]. PLC-y1 hydrolyse PI(4,5)P,, entrainant une augmentation du
calcium intracellulaire essentielle a I'activation de voies de signalisation en aval de la stimulation

du TCR [84].

1.3.2.2 Formation et maturation de la synapse immunologique

L'interaction entre un lymphocyte T et une CPA présentant un pCMH agoniste méne a la
formation de la synapse immunologique. La synapse immunologique est composée de TCRs, de
molécules de co-stimulation et de molécules d’adhésion. Des microagrégats de moins d’une
centaine de TCRs et de récepteurs de co-stimulation CD28 se forment dans les secondes suivant
le contact entre le lymphocytes T et la CPA [85-87]. Les agrégats de TCRs co-localisent également
avec les molécules de signalisation Lck, ZAP-70, LAT et SLP-76, et excluent la phosphatase CD45
[85, 86, 88]. La partition latérale des molécules de signalisation a I'intérieur des microagrégats de

TCRs favorise la balance kinase-phosphatase vers un état d’activation.

Plusieurs modeéles ont été proposés pour la compréhension de la réorganisation latérale
des protéines a la MP des cellules T activées. Des études ont démontré que les protéines de
signalisation des cellules T sont partitionnées dans différents nanodomaines de lipides a la MP
[89, 90]. Les régions lipidiques ordonnées, aussi appelées radeaux lipidiques, sont riches en
cholestérol et phospholipides saturés, tandis que les régions désordonnées sont riches en lipides
insaturés [91]. Le modeéle des radeaux lipidiques postule que chez les lymphocytes T, les radeaux
lipidiques recrutent et organisent la localisation latérale de différentes protéines requises a la
signalisation des cellules T [92, 93]. Une étude de microscopie réalisée avec le marqueur Laurdan,
qgui démontre un spectre d’émission distinct selon la condensation des lipides, a démontré que
les TCRs résident dans les régions lipidiques ordonnées chez les lymphocytes T au repos [94]. Puis,
lors de I'activation des cellules T, les lipides s’organisent en domaines ordonnés a la synapse
immunologique de maniere Lck-dépendante [95]. En contraste, le rapporteur composé de la
toxine B du choléra, qui s’associe au glycosphingolipide GM1 dans les radeaux lipidiques, ne se
trouve ni exclu ni enrichi des microagrégats de TCRs ou de la synapse immunologique [92, 93, 95].

Toutefois, il a été démontré que la toxine B du choléra ne se co-localisent pas nécessairement
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avec les lipides ordonnés chez les lymphocytes T puisqu’elle s’associe également aux protéines
glycosylées a la surface de la cellule [92, 96]. L'étude des protéines composant les radeaux
lipidiques est compliquée par les méthodes d’extraction utilisées pour leur isolation. Les
détergents utilisés pourraient résulter en des artéfacts, comme le mélange de domaines
membranaires qui seraient séparés latéralement a la MP de la cellule [92]. Ainsi, la I'importance
des radeaux lipidiques dans la fonction et I'organisation latérale des protéines a la MP lors de

I’activation des cellules T reste controversée.

Le modele des flots postule que les TCRs et les molécules de signalisation résident dans
des ilots de protéines distincts chez les cellules T au repos, et ces flots préformés s’agregent lors
de l'activation afin de former les microagrégats de TCRs [89, 97, 98]. Il a été démontré que les
microagrégrats composés de TCRs et de LAT se rapprochent, sans se fusionner, lors de la
stimulation des cellules T sur une bicouche lipidigue composées de pCMHs et la molécule
d’adhésion ICAM-1 [97]. En contraste, une autre étude a démontré que TCR et LAT se mélangent
avec ZAP-70 chez des cellules T activées par des anticorps anti-CD3 immunobilisés [89]. Les
différences observées pourraient étre attribuées a la méthode d’activation, ou le TCR se retrouve
immobilisé ou non. Enfin, il a été démontré que ce sont plutot des molécules de LAT recrutées a
la MP a partir de vésicules intracellulaires qui sont impliquées dans la signalisation [99]. Les
modeles de réorganisation des protéines de signalisation, que ce soit par les radeaux lipidiques,
les ilots de protéines ou le recrutement par les vésicules, ne sont pas mutuellement exclusifs et
chacun de ces mécanismes pourrait contribuer a la formation des microagrégats de TCRs et a une

balance kinase-phosphatase favorisant I'activation des TCRs.

Dans les minutes suivant la stimulation, les agrégats de TCRs activés convergent vers le
centre de I'aire de contact entre le lymphocyte T et la CPA [85, 86, 88, 100, 101]. Le cceur de la
synapse immunologique est nommé le complexe supramoléculaire central d’activation (cSMAC).
Le centre du cSMAC est riche en TCRs mais dépourvu du co-récepteur CD4 et de molécules de
signalisation [101]. En périphérie du cSMAC, des nouveaux agrégats de TCRs phosphorylés sont
continuellement générés et co-localisent avec les molécules de signalisation Lck, ZAP-70, SLP-76
et CD28 [85-88]. Les agrégats de TCRs nouvellement générés migrent au coeur du cSMAC ou ils

deviennent confinés et internalisés [86, 102, 103]. Entourant la région de signalisation du cSMAC
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se trouve le complexe supramoléculaire périphérique d’activation (pSMAC). Le pSMAC maintient
I’adhésion avec la CPA par interaction entre LFA-1 et ICAM-1 [100, 104, 105]. La région limite de
la synapse immunologique est le complexe supramoléculaire distal d’activation (dSMAC). Le
domaine extracellulaire large de la phosphatase CD45 mene a son exclusion au dSMAC et a sa
ségrégation des régions de signalisation de la synapse immunologique [106]. L'organisation
complexe de la synapse immunologique permet de réguler les molécules de signalisation de

maniére spatio-temporelle afin de maintenir la phosphorylation des TCRs.

La stabilité des microagrégats de TCRs et de la synapse immunologique est essentielle a la
prolifération et a la fonction effectrice des lymphocytes T. L’activation des lymphocytes T est
sensible a la densité et a I'affinité des peptides présentés par une CPA. La synapse immunologique
se forme malgré une faible densité de ligand ou avec des peptides de faible affinité [103, 107]. En
effet, seulement dix interactions TCR-pCMH sont nécessaires afin de former une synapse
immunologique [107]. De plus, les cascades de signalisation TCR-proximales sont engagées aussi
efficacement suivant un nombre élevé ou faible d’interactions TCR-pCMH [102]. En revanche, un
nombre plus élevé d’interactions TCR-pCMH est requis pour I'activation robuste de la cellule T et
pour sa prolifération [108]. La CPA doit présenter de 50 a 200 peptides agonistes sur ses CMHs,
soit I’équivalent de moins de 0.1% des peptides présentés, afin de mener a la prolifération et ala

production de cytokines par la cellule T [109, 110].

Il est toujours peu compris comment si peu d’interactions entre TCRs et pCMHs
engendrent une réponse robuste de la cellule T [111]. De plus, I'affinité entre le TCR et le peptide
présenté par un CMH est trés faible. La constante de dissociation entre le TCR et un pCMH
agoniste se situe entre 0.1-100uM et 'interaction a une durée de quelques secondes [112-115].
Ainsi, une interaction d’au moins deux heures avec la CPA est nécessaire afin de déclencher le
processus de division de la cellule T [105]. La concentration des pCMHs et des TCRs en
microagrégats augmente |'avidité des interactions TCRs-pCMHs. L’avidité résulte de la
combinaison des affinités de chaque interaction entre un TCR et un peptide. L'activation des
cellules T est corrélée a I'avidité des TCRs [116]. Afin d’activer un maximum de TCRs, malgré la
guantité faible de pCMHs agonistes et I'affinité faible du TCR pour I'antigene, il a été proposé que

les TCRs sont engagés en série par le méme pCMH [111]. 'activation d’'un TCR meéne a la
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dissociation et a la réassociation rapide du pCMH sur un autre TCR se situant a proximité. Ainsi,
le rapprochement des TCRs a l'intérieur de microagrégat augmente le nombre de TCRs engagés

par le méme pCMH afin d’amplifier la signalisation des lymphocytes T activés.

La stimulation avec une concentration élevée de peptide agoniste méne a la migration des
TCRs activés au cSMAC ou ils sont internalisés [86]. En paralléle, une stimulation avec une faible
dose de peptide agoniste maintient la signalisation au cSMAC [102]. Un peptide partiellement
agoniste requiert une plus forte concentration ou une plus longue durée de stimulation afin de
générer une réponse similaire au peptide agoniste [113, 117]. La synapse immunologique
augmente la capacité de stimulation de peptides a faible affinité en permettant le maintien de la
signalisation et en diminuant l'internalisation des TCRs [102, 117]. Ainsi, le role de la synapse
immunologique est de moduler la signalisation et I'internalisation selon I'affinité et la densité de

peptides afin de maximiser la stimulation des cellules T (Figure 4) [118].
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Figure 4. - La synapse immunologie permet le maintien ou I’extinction de la signalisation

selon la force de stimulation

Image reproduite avec la permission d’Elsevier (Immunity, Vol. 29, Salvatore Valitutti,

“Immunological synapse : Center of attention again’’, p.384-386, © 2008) [119]



1.3.2.3 Influx de calcium

Suite a la stimulation du TCR et a 'activation de PLC-y1 au signalosome LAT, PI(4,5)P; est
hydrolysé entre le groupement glycérol et phosphoryle du glycérophospholipide. La réaction
résulte en un produit lipidigue maintenu a la MP, le diacylglycérol (DAG), et en un messager
secondaire soluble, l'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3). L'IP3 diffuse dans le cytoplasme, ou il
s’associe au récepteur a I'lIP3 au RE [120]. Le récepteur d’IP3 est un canal ionique dont I’activation

mene a une sortie de calcium du RE vers le cytoplasme [120].

Comme I'IP3, les messagers secondaires acide nicotinique adénine dinucléotide phosphate
(NAADP) et adénosine 5’-diphosphate-ribose cyclique (cADPR) sont impliqués dans le
relachement de calcium du RE lors de I'activation des cellules T. Le NAADP et le cADPR se lient
aux récepteurs de la ryanodine (RYRs) au RE, causant une translocation du calcium vers le
cytoplasme. Le NAADP est produit dans les secondes suivant la stimulation du TCR [121]. Le
NAADP fixe le récepteur RYR1, et le calcium relaché par ce canal ionique facilite I'activation du
récepteur a I'IP3 afin d’augmenter la sécrétion de calcium du RE vers le cytoplasme [122]. Le
cADPR se lie a RYR3 dans les minutes suivant I'activation du TCR et permet le maintien de la

signalisation du calcium chez les cellules T activées [123, 124].

La déplétion des réserves luminales du RE entraine un influx de calcium par des canaux
calciques activés par la libération de calcium (CRAC). La molécule d’interaction stromale 1 (STIM1)
est un senseur de calcium et migre vers la MP suite a la déplétion du RE en calcium [125, 126].
STIM1 forme un oligomeére et s’"accumule aux jonctions entre le RE et la MP, ou il co-localise avec
ORAI1, qui forme le pore du canal CRAC a la MP [127-131]. L’association entre |'oligomére de
STIM1 et un hexamere ORAI1 induit un changement conformationnel et I’activation de la fonction
de canal calcique d’ORAI1 [132-136]. Chez les lymphocytes T activés, STIM1 et ORAI1
s’accumulent a la synapse immunologique, ol un influx de calcium robuste et localisé est généré
[137]. Des microdomaines de calcium se forment a la synapse immunologique moins d’une
seconde suivant la stimulation des cellules T [121, 122, 137]. Puis, dans les secondes suivant
I'activation des cellules T, I'élévation du calcium cytosolique se répand de la synapse

immunologique vers la globalité du cytoplasme [121, 122, 137].
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Une concentration élevée et soutenue du calcium cytosolique est nécessaire pour
I'immobilisation de la cellule T et le maintien d’'une synapse immunologique stable avec la CPA
[138]. Les mitochondries absorbent le calcium a la synapse immunologique, ce qui promeut la
synthese d’ATP. Les lymphocytes T activés excrétent de I'ATP vers le milieu extracellulaire a
travers des canaux a la MP [84]. L'ATP extracellulaire se lie au récepteur purinergique P2X7 de
maniére autocrine ou paracrine, entrainant un influx de calcium cytoplasmique par P2X7 [84,
139]. Ce mécanisme de rétroaction positive permet de soutenir I'influx de calcium chez les

lymphocytes T activés.

1.3.2.4 Voie de signalisation NFAT

La signalisation du calcium chez les cellules T activées est essentielle a la réponse
immunitaire. Un défaut dans la fonction des canaux CRAC par la mutation d’ORAI1 méne au déficit
immunitaire combiné sévere caractérisé par des infections a répétition chez les patients atteints
[140]. La majorité des genes induits suite a I'activation des lymphocytes T sont calcium-dépendant
[141]. Suite a I'influx de calcium généré par la stimulation du TCR, les ions de calcium s’associent
a la calmoduline, qui subit un changement conformationnel pour s’associer a ses substrats [142].
La calmoduline fixe et active la phosphatase calcineurine [143]. La calcineurine déphosphoryle le
facteur de transcription des cellules T activées (NFAT), induisant I'exposition de son signal de
localisation nucléaire et masquant son signal d’export du noyau [144, 145]. NFAT transloque au
noyau et cible I'expression de genes codant pour des facteurs de transcription, des récepteurs de
surface et des cytokines [146, 147]. L’élévation soutenue de calcium au cytoplasme est essentielle

au maintien de I’activité transcriptionnelle de NFAT au noyau [148].

1.3.2.5 Voie de signalisation NF-kB

L’engagement du TCR et du co-récepteur CD28 initie la voie de signalisation NF-kB, un
facteur de transcription majeur régulant I’activation des cellules T et la réponse immunitaire. La
voie NF-kB est activée par les protéines kinases C (PKCs). Une des isoformes de PKC exprimé chez
les cellules T, PKC-6, est recrutée a DAG a la MP par son domaine riche en cystéine 1 (C1). En
paralléle, PKC-8 est également recruté au domaine cytoplasmique de CD28 par I’entremise de la

kinase Lck [74, 149]. PKC-8 est activé par la kinase PDK1, qui est recrutée a PI(3,4,5)Ps par son
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domaine PH [150, 151]. A son tour, PKC-8 phosphoryle un complexe composé de la protéine
CARMA1, ce qui recrute 'ubiquitine ligase TRAF6 [152, 153]. Le facteur de transcription NF-«kB est
maintenu inactif au cytoplasme par I'inhibiteur de NF-kB (IkB) [154]. La kinase IkB (Ikk) est activée
par ubiquitination par TRAF6 [153]. Ikk phosphoryle IkB, menant a son ubiquitination et a sa
dégradation au protéasome [155]. La dégradation d’IkB permet la translocation de NF-kB au
noyau, ou il régule plus d’une centaine de génes associés a I’expression de récepteurs de surface,

de molécules d’adhésion, de chimiokines et de cytokines [154].

1.3.2.6 Voie de signalisation MAP kinase

La voie des mitogenes activés par des protéines kinases (MAP kinases) est évolutivement
conservée et commune a plusieurs voies de signalisation résultant de I'activation de récepteurs
de surface. La voie MAP kinase est initiée par I'activation de Ras. Ras est constitutivement associé
a la MP par modifications hydrophobiques de farnesylation et de palmitoylation, mais est
maintenu inactif par son association a la GDP [156]. Les facteurs d’échange nucléotidique de la
guanine (GEFs) SOS et RasGRP activent Ras en transférant le GDP par un GTP [69, 157]. SOS est
constitutivement associé a la protéine Grb2, qui est recrutée au signalosome LAT [69]. En
paralléle, le GEF RasGRP est recruté au second messager lipidique DAG a la MP [157]. Le
recrutement de SOS et de RasGRP au signalosome LAT et a la MP, respectivement, permet un

rapprochement vers leur substrat Ras pour son activation.

Dans la voie canonique MAP kinase, la forme activée de Ras fixe et active la
sérine/thréonine kinase Raf. Raf phosphoryle et active MEK, qui a son a son tour phosphoryle la
MAP kinase ERK [158]. Les MAP kinases alternatives p38 et JNK sont également mobilisées suivant
I'activation des cellules T [159]. Les substrats des MAP kinases sont des facteurs de transcription

qui régulent la différenciation, la prolifération et la sécrétion de cytokines [158, 159].

1.3.2.7 Internalisation des TCRs et extinction de la signalisation

Chez les lymphocytes T au repos, |'expression des TCRs en surface est régulée par une
internalisation continuelle dans les endosomes et un recyclage vers la surface [160]. Suite a
I'activation des lymphocytes T, les TCRs phosphorylés et les TCRs non-phosphorylés sont

internalisés au cSMAC [102, 161, 162]. L’activation des lymphocytes T diminue le recyclage des
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TCRs internalisés vers la surface et induit la dégradation d’une portion des TCRs au lysosome [160,
163]. L'internalisation des TCRs agit également comme mécanisme de prolongation de la
signalisation des lymphocytes T. Une portion des TCRs internalisés sont retenus aux endosomes
avec la kinase Lck et prolongent la signalisation de la cellule T [163]. En parallele, les TCRs non-
phosphorylés mais co-internalisés au cSMAC suite a une stimulation robuste sont redirigés vers
la synapse immunologique ou ils sont réexprimés en surface [111, 164, 165]. De plus, des TCRs
non-activés internalisés hors de la synapse immunologique y sont redirigés par recyclage
endosomal afin de maintenir I'activation de la cellule T en surface [166]. La rétention des TCRs
phosphorylés aux endosomes et la réexpression de TCRs non-activés contrdle la quantité de TCRs
qui seront phosphorylés pour une réponse robuste de la cellule T. En effet, I'activation robuste
de la cellule T entraine l'internalisation de la majorité des TCRs [111]. La quantité de TCRs
internalisés augmente avec la dose ou I’affinité des peptides, indiquant que I'internalisation des

TCRs prévient la stimulation excessive des cellules T [111, 167, 168].

L'extinction de la signalisation du TCR est également achevée par différentes
phosphatases. La phosphatase SHP-1 est recrutée au signalosome LAT et déphosphoryle Lck et
ZAP-70. Ces kinases sont également déphosphorylées par la phosphatase PTPN22 [54]. Les
récepteurs inhibiteurs PD-1 et CTLA-4 sont exprimés dans les 24 heures suivant la stimulation des
lymphocytes T [169]. Les ligands de PD-1 (PD-L1 et PD-L2) sont exprimés sur une variété de
cellules immunitaires et non immunitaires, incluant certaines cellules tumorales [170]. PD-1
posséde un domaine ITSM et un domaine ITIM dans sa chaine cytoplasmique. Ces domaines sont
phosphorylés par des kinases Src suivant I'’engagement de PD-1 avec ses ligands. La phosphatase
SHP-2 est recrutée par son domaine SH2 aux tyrosines phosphorylées des domaines ITSM et ITIM
de PD-1 [171]. SHP-2 déphosphoryle le TCR ainsi que plusieurs molécules de signalisation TCR-
proximales [172]. CTLA-4 réduit la signalisation par CD28 en compétitionnant pour les ligands
CD80 et CD86 [170]. Les récepteurs inhibiteurs réduisent la prolifération, la sécrétion de cytokines

et la survie des lymphocytes T activés [170].

Enfin, la modulation de DAG a la MP de la synapse immunologique entraine I'extinction
de cascades de signalisation TCR-dépendantes. Lors de la maturation de la synapse

immunologique, I'activité de PI3K au pSMAC recrute des diacylglycérol kinases (DGKs) a la MP par
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leurs domaines C1 en tandem [173, 174]. Le messager secondaire lipidique DAG, généré par
I’hydrolyse de PI(4,5)P; par les PLCs, est phosphorylé par les DGKs afin de produire I'acide
phosphatidique (PA) [175]. La conversion de DAG en PA entraine la translocation de RasGRP de

la MP vers le cytosol, et ainsi atténue la signalisation par Ras et la voie MAP kinase [176-178].

1.3.3 Expansion des lymphocytes T

La convergence des voies de signalisation NFAT, NF-kB et MAP kinase entrainent la
transcription de plusieurs genes de cytokines au noyau. Le gene de la cytokine IL-2 est une cible
commune de ces trois voies de signalisation, menant a la sécrétion d’IL-2 par les lymphocytes T
activés. Les lymphocytes T au repos expriment les chaines B et y du récepteur a I'lL-2 (IL-2R), qui
possedent une affinité modérée pour I'lL-2 [179]. La chaine y de I'IL-2R, nommée la chaine y
commune, forme également une sous-unité des récepteurs des interleukines IL-4, IL-7, IL-9, IL-15
et IL-21 [180]. L’activation des lymphocytes T induit I'expression de la chaine a de I'lL-2R, qui
forme le récepteur a haute affinité pour I'lL-2 en s’associant aux chaines B et y. La synergie entre
la sécrétion de I'lL-2 et I'expression du récepteur a haute affinité méne a la prolifération robuste
et a 'expansion clonale des lymphocytes T activés [179]. Dans les 3-4 jours suivant l'interaction
initiale avec la CPA, les cellules T activées se divisent chaque 4-8 heures pour environ 7-8 divisions
[181]. Le niveau d’expansion des lymphocytes T activés est proportionnel a I'affinité du peptide,
aux signaux de co-stimulation et aux cytokines sécrétées par la CPA [182]. A I'achévement de la
phase d’expansion, plus de 107 lymphocytes T effecteurs sont générés [183]. L’expansion clonale
des lymphocytes T spécifiques au pathogéne est essentielle pour une réponse immunitaire

adaptative efficace.

1.3.4 Différenciation des lymphocytes T CD4+

Le type de pathogene reconnu par les CPAs ainsi que I'environnement inflammatoire
induisent une sécrétion de cytokines menant a une polarisation différentielle des lymphocytes T
CD4+. Les cytokines produites par les CPAs lors de la stimulation des lymphocytes T CD4+ régulent
I'expression facteurs de transcription spécifiques qui influencent différents programmes

transcriptionnels (Figure 5) [184]. La différenciation des lymphocytes T CD4+ en sous-types
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distincts de cellules auxiliaires résulte en une réponse immunitaire spécifique et efficace contre

le pathogéne rencontré.

La reconnaissance d’'un pathogeéne intracellulaire par les PRRs des CPAs meéne a la
sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-12 [185]. Les voies de signalisation activées par I'lL-
12 induiront l'activité du facteur de transcription T-bet, qui régule I'expression de génes
polarisant les lymphocytes T CD4+ naifs vers un phénotype T auxiliaire 1 (Tul) [186]. Les Tl
sécrétent les cytokines pro-inflammatoires IL-2, interféron-y (IFN-y) et facteur de nécrose
tumorale a (TNF-a) et activent les DCs, les macrophages et les lymphocytes T CD8+ vers une
réponse immunitaire cellulaire [186-188]. En contraste, un pathogéne extracellulaire induit la
sécrétion de I'IL-4 par les cellules du systéeme immunitaire inné [189]. L’IL-4 régule le facteur de
transcription GATA-3 qui polarise le lymphocyte T CD4+ en lymphocyte Tu2. Les lymphocytes
auxiliaires Ty2 supportent I'activation des lymphocytes B et des éosinophiles [190, 191]. Le
programme de différenciation vers le phénotype Tul antagonise la polarisation vers le phénotype

T2, et vice-versa [186].

D’autres cytokines activent I'expression de facteurs de transcription qui régulent la
différenciation de lymphocytes T CD4+ en sous-types additionnels de cellules auxiliaires (Figure
5). Les lymphocytes auxiliaires folliculaires Try résident aux organes lymphoides secondaires. Les
Trw apportent de l'aide aux lymphocytes B pour la sécrétion et le changement de classe
d’anticorps [184]. Les Tyl7 sécretent des cytokines pro-inflammatoires controlant la défense
contre les pathogenes. Les Thl7 sont souvent impliquées dans les maladies auto-immunes et
I'inflammation chronique [192]. En contraste, les lymphocytes T CD4+ différenciés en cellules
auxiliaires Treg induites (iTregs) exercent la tolérance en périphérie en inhibant les réponses

immunitaires et en diminuant I'inflammation [34].
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Figure 5. — Différenciation des lymphocytes T CD4+ auxiliaires

Image reproduite avec la permission de Springer Nature (Nature Reviews Immunology, Vol. 10,
Weiping Zou et al, “Ty17 cells in tumour immunity and immunotherapy”, p.248-256, © 2010)
[193]

1.3.5 Différenciation des lymphocytes T CD8+

La CPA n’est pas initialement apte a donner tous les signaux nécessaires aux lymphocytes
T CD8+ afin qu’ils acquiérent une capacité cytotoxique. La CPA doit étre éduquée par un
lymphocyte T CD4+ auxiliaire polarisé en Tyl ou Tyl7. La CPA exprime le CD40 qui interagit avec
son ligand (CD40L) sur la cellule T auxiliaire. La stimulation de CD40 augmente I’expression des
molécules de co-stimulation CD80/CD86 sur la CPA. L’activation des CPAs est essentielle a la

différenciation des lymphocytes T CD8+ naifs en lymphocytes effecteurs.

La polarisation des lymphocytes T CD4+ est conférée par le type de pathogene,
I’environnement inflammatoire et les cytokines sécrétées par les CPAs. Chez les lymphocytes T
CD8+ activés, I'hétérogénéité est conférée par une intégration de différents signaux, menant a
leur programmation soit vers un phénotype effecteur terminalement différencié, Terr, ou soit
précurseur de cellules mémoires (Tmp). La différenciation en Terr est dominante puisque
seulement 10% des lymphocytes T CD8+ se différencient en Twvp [194]. Les Terr possedent une

capacité proliférative robuste, mais démontrent une capacité cytotoxique similaire aux Tmp [195].
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Lors de la contraction de la réponse immunitaire, les Tmp sont maintenues afin de générer des
cellules mémoires tandis que les Terr sont éliminées [194, 196]. L'identification de ces phénotypes
est basée sur I’expression différentielle de la chaine a du récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra) et de la lectine
de type C KLRG1. L'expression élevée d’IL-7Ra chez les lymphocytes T CD8+ est essentielle a la
persistance des Twp a la fin de la réponse immunitaire et a leur différenciation en lymphocytes T
mémoires [194]. En contraste, I'expression élevée de KLRG1 engage les lymphocytes T CD8+ vers
le phénotype effecteur Terr qui ne persiste pas suivant la contraction de I'infection [194, 196].
L’expression du marqueur KLRG1 associée au phénotype des Terr n’a pas de fonction identifiée,

contrairement a I'expression d’IL-7Ra chez les Tmp [196].

Des facteurs intrinseques et extrinseéques polarisent différentiellement les lymphocytes T
CD8+ vers un phénotype Tere ou Twmp. Les lymphocytes T CD8+ recevant une stimulation plus
robuste par le TCR et qui expriment plus fortement le récepteur de I'lL-2 a haute affinité se
différencieront préférablement en Tgre [195, 197, 198]. De plus, le facteur de transcription IRF4
est exprimé plus fortement chez les lymphocytes T ayant recu une stimulation robuste [199]. IRF4
régule négativement |'expression des facteurs de transcriptions TCF-1 et Eomes, qui sont requis
pour la maintenance des Tmp [199, 200]. Comme chez les lymphocytes T CD4+, la combinaison de
cytokines pro-inflammatoires influence les facteurs de transcription exprimés. A I'instar des
cellules auxiliaires Ty1, un environnement riche en IL-12 régule I'expression de T-bet, qui polarise
les lymphocytes T CD8+ vers le phénotype Teer [196]. De plus, I'lL-2 régule I'expression des
facteurs de transcription I1d2 et Blimp-1, qui promeut la génération des Tere [201]. Blimp-1 réprime
I'expression des facteurs de transcription 1d3, Bcl6é et TCF-1, qui régulent un programme
transcriptionnel requis a la génération et la maintenance des Tmp [202-204]. Enfin, différents
facteurs cellulaires, comme des molécules de signalisation ou des facteurs de transcriptions, se
partitionnent de maniere asymétrique lors de la division cellulaire afin de générer une

progéniture préférentiellement polarisée vers soit les phénotypes Terr ou Tpp [198, 205].

Toutefois, la différenciation des lymphocytes T CD8+ effecteurs démontre une grande
plasticité au cours de l'infection. Une seule cellule T CD8+ naive génere une population
hétérogene de cellules effectrices [206]. Les cellules effectrices précoces (EECs) sont générées

dans les trois jours suivant l'infection. Les EECs n’expriment pas encore IL-7Ra ou KLRG1 et
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démontrent une propension intrinseque a se différencier soit en Ter ou Tmp. Toutefois,
I'altération des signaux inflammatoires peut moduler le destin de différenciation des EECs [207,
208]. De plus, des lymphocytes T CD8+ effecteurs exprimant KLRG1 en début d’infection peuvent
se différencier en cellules mémoires persistantes apres avoir réprimé KLRG1 et exprimé IL-7Ra
[209]. Une exposition prolongée aux antigénes et a la stimulation polarise les cellules effectrices
vers un phénotype Terr, tandis qu’une restriction de I'infection favorise le développement des Tiwp
[195]. Ainsi, malgré que le développement des lymphocytes T effecteurs semble destiné vers une
population Terr ou Tup tot durant l'infection, les lymphocytes T s’adaptent a I'environnement

inflammatoire et au niveau d’exposition a I'antigene afin de contréler efficacement I'infection.

1.3.6 Sortie des ganglions et migration vers le site de I’infection

Afin d’accomplir leurs fonctions effectrices, les lymphocytes T CD8+ activés et différenciés
quittent les ganglions et migrent vers le site de I'infection. La migration des lymphocytes T activés
est gouvernée par I'expression de molécules d’adhésion et par les chimiokines produites au site
de l'infection. Un des premiers marqueurs de surface identifiant les lymphocytes T activés est la
lectine de type C CD69. CD69 antagonise S1P; afin de retenir les lymphocytes T aux organes
lymphoides secondaires dans les trois jours suivant la stimulation. La rétention des lymphocytes
T permet leur maturation et leur prolifération [47, 210]. L’expression de CD69 diminue chez les
lymphocytes T effecteurs, réduisant la fonction inhibitrice de CD69 sur S1P; et permettant aux
lymphocytes de migrer vers le site de I'infection [47]. En parallele, les lymphocytes T effecteurs
perdent I'expression de la sélectine CD62L et du récepteur CCR7, ce qui empéche leur

recirculation aux organes lymphoides secondaires [211].

Les lymphocytes T effecteurs migrent au site de 'infection selon le niveau d’inflammation
et les chimiokines qui y sont sécrétées [212]. Les lymphocytes T activés expriment CD44, une
lectine de type C, qui se lie a I'acide hyaluronique situé a la surface de la matrice extracellulaire
des cellules endothéliales vasculaires [213]. L'inflammation augmente I'expression de |'acide
hyaluronique sur I’endothélium du tissu infecté, permettant I'adhésion par CD44 et I’extravasion
des lymphocytes T activés au site de l'infection [213, 214]. Une fois au site de l'infection, les

lymphocytes T CD8+ accomplissent leur fonction effectrice.

67



1.3.7 Réponse effectrice des lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes T CD8+ effecteurs, aussi appelés les lymphocytes T cytotoxiques (CTLs),
tuent efficacement des cellules infectées par un pathogeéne intracellulaire afin de limiter la
propagation de l'infection. De plus, les CTLs sécrétent une quantité élevée de cytokines pro-
inflammatoires comme I'lFN-y et le TNF-a [188, 215]. L'IFN-y polarise la réponse immunitaire vers
un phénotype Twl, ce qui augmente |'expression des CMHs et active les CPAs afin d’amplifier la
réponse immunitaire [215]. TNF-a synergise avec I'IFN-y afin d’amplifier la maturation des DCs

pour le maintien de la réponse immunitaire [188].

Au site de l'infection, le TCR des CTLs reconnait son peptide agoniste présenté sur un CMH
de classe | a la surface d’une cellule infectée. Les CTLs sont remarquablement sensibles, puisque
I’expression d’un seul pCMH agoniste a la surface de la cellule cible est suffisante pour la réponse
cytolytique [216]. L'interaction entre la CTL et la cellule cible méne a la formation d’une synapse
immunologique complexe. Des vésicules de granules cytotoxiques, composées de perforine et de
sérines protéases (granzymes), sont polarisées vers le cSMAC pour une sécrétion dirigée vers la
cellule cible [6]. La perforine se polymérise afin de former un pore a la MP de la cellule cible [217].
Les pores de perforine détruisent I'intégrité de la membrane et induisent la lyse de la cellule cible

[6].

Les CTLs induisent également I’élimination d’une cellule cible par I'engagement de
récepteurs de la mort a la synapse immunologique. La liaison entre le ligand Fas (FasL) exprimé
sur la CTL et le récepteur Fas exprimé sur la cellule cible induit I'initiation de la voie extrinseque
d’apoptose [218, 219]. L'engagement de Fas et I'activité protéolytique des granzymes initient
I'activation de caspases chez la cellule cible [6]. En conditions homéostatiques, les caspases sont
exprimées sous forme inactive. Le clivage protéolytique des caspases active leur activité de
cystéines protéases. Il s'induit par la suite I'enclenchement du processus d'apoptose résultant en
la mort de la cellule cible. [30]. Une fois la cellule cible tuée, la CTL continue sa migration a la

recherche de cellules infectées pour I’élimination de I'infection.
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1.3.8 Contraction de la réponse immunitaire

La majorité des lymphocytes T effecteurs générés lors de la réponse immunitaire sont
éliminés par apoptose, tandis que certains lymphocytes T persistent comme cellules mémoires.
La perte de I'antigéne suite a I’élimination du pathogéne par le systtme immunitaire réduit la
stimulation recue par les lymphocytes T et la quantité de cytokines environnantes [220, 221]. La
perte de signaux de stimulation induit la voie d’apoptose intrinseque chez les lymphocytes T en

basculant la balance des molécules anti- et pro-apoptotiques [222].

De plus, afin d’éviter une activation excessive des cellules T, la persistance de I'antigene
élimine les lymphocytes T par la voie extrinseque d’apoptose. La restimulation du TCR induit
I’expression de surface de Fasl, entrainant la mort des cellules T par suicide ou fratricide par
interaction avec le récepteur Fas [221, 222]. Chez les lymphocytes T effecteurs, I'expression des
récepteurs inhibiteurs permet également de moduler I'activation afin de prévenir la cytotoxicité
excessive [169]. Toutefois, I'expression soutenue des récepteurs inhibiteurs comme PD-1 et CTLA-
4 est associée a I'épuisement des lymphocytes T suivant une stimulation prolongée avec
I'antigéne. Les lymphocytes T épuisés exprimant des niveaux élevés de PD-1 et CTLA-4 sont
communs durant une infection virale chronique ou a l'intérieur d’'une tumeur. L’épuisement des
lymphocytes T est associé a la diminution de la sécrétion de cytokines, de la prolifération et a une
réduction de la fonction cytotoxique. Le réle physiologique de I'épuisement des lymphocytes T
serait de prévenir les dommages aux tissus suivant leur activation continue par I'antigene. Le
blocage de PD-1 et CTLA-4 par des anticorps renverse le phénotype d’épuisement des cellules T
et induit I'expansion des lymphocytes infiltrant les tumeurs [223]. Ainsi, le blocage de PD-1 et
CTLA-4, seul ou en combinaison, est utilisé en clinique avec succés en tant qu’'immunothérapie

dans plusieurs types de cancer [170].

1.3.9 Développement de la mémoire des lymphocytes T

Environ 90-95% des lymphocytes T effecteurs générés lors de la réponse immunitaire sont
éliminés suivant la résolution de I'infection [194]. Les lymphocytes B et T qui persistent génerent
une population hétérogene de cellules mémoires. Les lymphocytes mémoires produisent une

réponse immunitaire rapide et robuste suivant une réinfection avec un pathogene
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précédemment rencontré. Les lymphocytes B mémoires sécretent des anticorps a haute affinité
lors d’une réponse immunitaire secondaire [224]. En parallele, différentes cellules T mémoires
sont caractérisées par un phénotype, une localisation, une capacité proliférative et une
fonctionnalité spécifigue. Au moins quatre grandes populations distinctes de lymphocytes T
mémoires ont été identifiées, soit les cellules centrales mémoire (Tcwm), les effecteurs mémoire

(Tem), les résidantes mémoires (Trm) et les périphérales mémoires (Tpm).

La localisation des différents sous-types de cellules mémoires est dépendante a
I’expression de récepteur de chimiokines et de molécules d’adhésion. L’expression élevée d’IL-
7Ra dans la population précurseur mémoire augmente les probabilités de survie a la fin d’une
infection et la différenciation en cellule mémoire a long terme [38, 194]. A linstar des
lymphocytes T naifs, I'lL-7 et I'lL-15 sont essentiels a la prolifération homéostatique des
lymphocytes T mémoires en absence d’antigene [38, 225]. Comme les lymphocytes T naifs, les
Tem migrent aux organes lymphoides secondaires par I'expression de CCR7 et CD62L. En parallele,
les Tem n’expriment pas CCR7 et CD62L et circulent dans le sang [211]. Lors d’une réinfection, les
Tem génerent une réponse effectrice robuste et rapide. En contraste, les Tew possedent un
potentiel prolifératif élevé et activent les DCs et les lymphocytes B aux organes lymphoides
secondaires [211]. Les Tpm sont un sous-type de lymphocytes T mémoires caractérisées par leur
expression intermédiaire du récepteur de chimiokine CX3CR1 [226]. Le ligand CX3CL1 est exprimé
par les cellules endothéliales permettant la circulation des Tpm dans les organes périphériques
[226, 227]. Enfin, les Trm ne sont pas présentes dans la circulation et résident dans les tissus
précédemment infectés [228]. Les Trm expriment CD69 et I'intégrine CD103, qui s’associe a I'E-
cadhérine présente a la surface des cellules épithéliales, permettant la migration et la rétention
des Trm dans les tissus [228, 229]. Par leur localisation privilégiée aux tissus, les Trm et agissent en
tant que premiere ligne de défense lors d’une réinfection. Ainsi, la génération de la mémoire
immunitaire par les cellules du systeme immunitaire adaptatif permet d’engendrer une réponse
efficace lors d’une réinfection. La persistance a long terme de la mémoire immunitaire est
exploitée dans I'administration de vaccins contre les infections graves afin de générer des

lymphocytes mémoires protecteurs.
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1.4 Mécanismes de régulation du TCR chez les lymphocytes T au repos

L’activation des lymphocytes T par leur TCR est contrélée de maniere spatio-temporelle
par différents mécanismes de régulation comme la déphosphorylation par les phosphatases et la
dégradation de protéines. Les lymphocytes T sont activés de maniére robuste suivant I'interaction
avec des pCMHs agonistes présentés par une CPA. Par leur fonction auxiliaire ou cytotoxique, les
lymphocytes T contrdlent efficacement les infections. Toutefois, il est essentiel de maintenir le
TCR dans un état inactif en absence de stimulation afin d’éviter des pathologies auto-immunes.
En conditions homéostatiques, les ITAMs des chaines CD3 du TCR ne sont pas phosphorylées, ou
tres faiblement [230]. Dans ce sous-chapitre, nous allons étudier les mécanismes qui régulent le

maintien de I'état inactif du TCR chez les lymphocytes T au repos.

1.4.1 Régulation kinase-phosphatase

La phosphorylation des ITAMs du TCR par la kinase Lck est la premiére étape de
signalisation de I’activation des cellules T. Le statut d’activation et la localisation de la kinase Lck
sont contrblés chez les cellules T au repos afin d’éviter I'activation du TCR en absence de

stimulation.

L'activation de Lck est régulée par la phosphorylation ou la déphosphorylation des
tyrosines Y505 et Y394. La phosphorylation de Y505 par la kinase Csk maintient Lck dans un état
catalytiguement inactif [7]. L'activation de Lck nécessite la déphosphorylation de Y505 par la
phosphatase CD45 et la phosphorylation de la tyrosine Y394. L’autophosphorylation de Lck au
résidu Y394 stabilise et active le domaine catalytique de Lck. La tyrosine Y394 est déphosphorylée
par plusieurs phosphatases comme CD45, PTPN22 et SHP1 [7]. Ainsi, la phosphatase CD45 a un
role complexe dans I'activité de Lck puisqu’elle déphosphoryle a la fois la tyrosine inhibitrice et la
tyrosine activatrice. CD45 contient également I'activité de Lck déphosphorylant les ITAMs des

chaines CD3 [231].

Lck est ciblée a la MP par modification hydrophobique de myristoylation et de
palmitoylation [58, 59]. Une portion des molécules de Lck sont constitutivement associées au
domaine cytoplasmique du co-récepteur CD4 ou CD8 [56, 57]. Un bassin de Lck en conformation

activée, qui est déphosphorylée a la tyrosine Y505 et phosphorylée sur Y394, se trouve chez les
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lymphocytes T au repos [60]. En absence de stimulation, les TCRs sont ségrégés des molécules de
signalisation [97]. Les kinases Lck préactivées et les co-récepteurs CD4/CD8 sont exclus des TCRs
chez les cellules T au repos [232]. Ainsi, malgré son état activé, la ségrégation spatiale de Lck
prévient la phosphorylation des ITAMs en absence de stimulation. La régulation stricte du statut
d’activation de Lck par les phosphatases et par sa localisation permet de contréler la

phosphorylation du TCR chez les lymphocytes T au repos.

1.4.2 Régulation électrostatique avec la MP

Un mécanisme de régulation décrit récemment est I'association membranaire des chaines
cytoplasmiques de CD3e et CD37 du TCR par interaction électrostatique avec la MP chez les
cellules T au repos. Les protéines se compartementalisent dans différentes organelles d’une
cellule selon les propriétés associées a leur séquence en acides aminés ainsi que I’environnement
biochimique spécifique a I'organelle. Le feuillet interne de la MP posséde une composition
lipidique unique a l'intérieur de la cellule, permettant le ciblage spécifique de certaines protéines

ala MP.

La MP est la barriere physique entre le milieu extracellulaire et I'intérieur de la cellule. Les
membranes biologiques sont composées en grande majorité des lipides amphiphiles appelés
glycérophospholipides. Les glycérophospholipides sont constitués d’une téte hydrophile et de
deux queues d’acide gras hydrophobes. La téte hydrophile est dotée d’un résidu polaire relié a
une molécule de glycérol par un groupement phosphate. Les résidus polaires retrouvés chez les
glycérophospholipides sont la choline, I’éthanolamine, I'inositol, le glycérol, ainsi que I'acide
aminé sérine. Les queues hydrophobes sont associées a la téte hydrophile du phospholipide par
le glycérol. Les acides gras composant les phospholipides sont de longueur variable et peuvent
étre saturés ou insaturés. En solution, les phospholipides s’assemblent spontanément une
bicouche lipidique, ou les acides gras forment un cceur hydrophobe et les tétes hydrophiles
forment la couche externe en contact avec le milieu aqueux. Chez les mammiféres, les
glycérophospholipides majeurs qui composent les membranes cellulaires sont la

phosphatidylcholine (PC), la phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidylethanolamine (PE). Les
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membranes cellulaires sont également composées de concentrations élevées d’autres types de

lipides tels que le cholestérol et la sphingomyéline [233].

L’hydrophibicité de certains acides aminés permet leur insertion a I'intérieur d’un feuillet
double de phospholipide. De plus, I'ajout de modifications lipidiques sur certains acides aminés,
comme la palmitoylation, la prénylation (farnesylation ou geranylgeranylation) et Ia
myristoylation, augmente I’hydrophobicité des protéines pour un ciblage membranaire. La
modification hydrophobique seule de farnesylation ou de myristoylation d’une protéine n’est pas
suffisante pour un ciblage membranaire. Ces modifications nécessitent un deuxieme ‘signal’ afin
d’étre ciblée a une membrane, comme une deuxieme modification hydrophobique, un domaine

polycationique ou un domaine transmembranaire [234].

La composition en phospholipide des différentes membranes sous-cellulaires impose un
potentiel électrostatique variable a I'intérieur de la cellule. Les protéines possédant des domaines
polycationiques sont préférentiellement ciblées aux membranes chargées négativement [235].
Des sondes de microscopie polycationique démontrent un ciblage préférentiel au feuillet interne
de la MP par rapport aux endomembranes, indiquant que la MP possede la plus forte charge
négative a l'intérieur de la cellule [236, 237]. Les phospholipides sont répartis asymétriquement
entre les deux feuillets de la bicouche lipidique. Le feuillet externe de la MP est composé
principalement de PC et de sphingomyéline tandis que le feuillet interne est composé d’une
majorité de PE et de PS [238]. La composition lipidique unique et riche en phospholipides chargés
négativement comme la PS et différents phosphoinositides (Pls) a la face cytoplasmique de la MP
impose une charge électrostatique négative a cette membrane, en faisant un lieu d’attraction

privilégié pour des protéines possédant des domaines chargés positivement [236].

1.4.2.1 Phosphatidylsérine

La MP est composé de 15% de PS, un phospholipide acide possédant une charge négative
de -1 au pH physiologique [239]. La PS compose également la membrane des endosomes, du
Golgi, de la mitochondrie et du RE [237, 240]. A la MP, la PS est répartie asymétriquement vers la
face cytoplasmique de la bicouche lipidique par des flippases. Ces enzymes redistribuent

constamment la PS du feuillet externe vers le feuillet interne de la MP de maniere ATP-
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dépendante [241]. Ainsi, la concentration de PS au versant interne de la MP se situe a 20-30%. Le
confinement de la PS au feuillet cytoplasmique de la MP est perturbé lors de différents processus
biologiques par l'activation de scramblases. Ces enzymes redistribuent aléatoirement les
phospholipides a la MP de maniére ATP-indépendante et bidirectionnelle. Les scramblases
équilibrent la concentration de PS entre les deux feuillets de la membrane, résultant en une
externalisation de la PS [242]. La perte de I'asymétrie de PS agit en tant que signal majeur lors de
la cascade de coagulation sanguine, de I'apoptose, la minéralisation osseuse, ainsi que plusieurs

autres processus biologiques [243].

1.4.2.1.1 Régulation spatiale et enzymatique de la PS

Les phospholipides sont synthétisés a la face cytoplasmique de la bicouche lipidique du RE
[240, 242]. La PS est synthétisée spécifiquement aux membranes associées a la mitochondrie du
RE par les PS synthases-1 et -2 [244, 245]. La PS synthase-1 génere la PS par échange du
groupement choline de la PC en sérine [246, 247]. Alternativement, la PS est synthétisée par la
PS synthase-2 par échange du groupement éthanolamine du PE par une sérine [247, 248]. L’ajout
exogene de PS ou la délétion d’'une des PS synthases n’influencent pas les niveaux de PS,

indiquant une régulation constante de la concentration de PS a l'intérieur de la cellule [249].

La PS synthétisée au RE est transférée aux différentes organelles de la cellule. La PS est
dirigée vers la MP par un mécanisme toujours incompris de transfert de vésicules [242]. La PS est
également transférée vers la MP aux jonctions RE-MP par les enzymes ORP5 et ORP8. Ces
enzymes échangent la PS au RE par le phosphatidylinositol-4-phosphate (PI(4)P) a la MP [250].
Enfin, la PS est transférée du RE a la mitochondrie, ou le groupement sérine est décarboxylé par

la PS décarboxylase afin de générer le PE mitochondrial [251].

La distribution de la PS au feuillet interne de la MP est constamment régulée et est
essentielle aux fonctions biologiques de la cellule. L’asymétrie de la PS a la MP est évolutivement
conservée et est observée chez la levure et les nématodes [252, 253]. La PS est transférée contre
son gradient de concentration a la bicouche lipidique par des flippases. A la MP, 'asymétrie de la
PS est maintenue par les flippases ATP11A et ATP11C et leur protéine de chaperon TMEM30a

(protéine transmembranaire 30a) [254-257]. Le maintien de la PS au feuillet interne de la MP est
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critique pour le potentiel électrostatique négatif de la MP [236, 237]. La perturbation de
I"'asymétrie de la PS est un évenement critique lors de la cascade de coagulation et de I'apoptose.
La liaison spécifique de protéines a la PS sur la surface des cellules est essentielle au déroulement

de ces processus homéostatiques.

1.4.2.1.2 Cascade de coagulation sanguine

Une breche dans un vaisseau sanguin active la cascade de coagulation sanguine afin de
limiter la perte de sang. Une blessure a la matrice extracellulaire d’un vaisseau sanguin meéne a la
libération de facteurs thrombogéniques comme le collagéne [258]. Le collagéne exposé active le
récepteur de collagéne glycoprotéine VI (GPVI) [259]. En paralléle, de la thrombine produite
localement lors de l'initiation de la cascade de coagulation clive et active des GPCRs a la surface
des plaquettes [260]. La stimulation de ces récepteurs meéne a des voies de signalisation activant
des PLCs [261, 262]. Similairement aux cellules T, I’hydrolyse de PI(4,5)P, par les PLCs méne a une
déplétion des réserves de calcium du RE puis a un influx robuste de calcium par les canaux CRAC
composés de STIM1 et ORAI1 [263]. L’activation de la cascade de coagulation résulte en une

externalisation de la PS a la surface des plaquettes.

La PS externalisée a la surface des plaquettes agit en tant que site de liaison pour les
facteurs de coagulation Va et Xa [249]. La charge négative de la PS, en présence de calcium,
permet I'association du facteur Va a la surface de la plaquette par son domaine C2 [249, 264].
L’association de Va a la PS induit un changement conformationnel dans Va qui augmente son
affinité pour le facteur Xa, qui est associé a la PS par son domaine riche en y-carboxyglutamate
[264]. Les facteurs Xa et Va forment ensemble le complexe prothrombinase qui clive
enzymatiquement la prothrombine en thrombine [265]. La thrombine est une sérine protéase qui
clive le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. La fibrine se polymérise forme un caillot sanguin
empéchant la perte de sang au site de la blessure. La PS exposée sur les plaguettes augmente
I’efficacité catalytigue du complexe prothrombinase par 60 fois [264]. Les plaquettes activées
forment également des microvésicules a leur surface, un processus qui est relié a la redistribution
calcium-dépendante de la PS a la MP. Les microvésicules exposent la PS a leur surface et agissent

en tant que plateforme additionnelle pour la formation de thrombine [266].
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L’élévation de calcium intracellulaire par les canaux CRAC inhibe les flippases ATP11A et
ATP11C [254, 267, 268]. L'inhibition des flippases est insuffisante pour induire la redistribution de
la PS a la MP puisque le transfert spontané de phospholipides entre deux feuillets d’'une bicouche
lipidigue est énergétiquement défavorable [242, 269]. La redistribution rapide de la PS chez les
plaguettes activées requiert l'activation d’une scramblase calcium-dépendante [243]. Le
syndrome de Scott est une maladie rare caractérisée par des hémorragies résultant d’'un défaut
de coagulation sanguine [270, 271]. Les plaquettes sanguines et les lymphocytes issus des
patients atteints du syndrome de Scott présentent une incapacité a redistribuer la PS a la MP
suite a une stimulation avec un ionophore de calcium [267, 272]. Les plaquettes isolées des
patients présentent également un défaut dans la formation de microvésicules [273, 274]. Le
syndrome de Scott est une maladie héréditaire autosomique récessive causée par des mutations
variables dans la scramblase TMEM16F (protéine transmembranaire 16F) [275, 276]. Ces
mutations résultent en I'expression d’une version tronquée et non-fonctionnelle de TMEM16F
[276-278]. L'activité scramblase calcium-dépendante de TMEM16F est nécessaire a la
redistribution de la PS et a la formation de microvésicules chez les plaquettes sanguines [276,

279].

1.4.2.1.3 La scramblase TMEM16F

Les dix membres de la famille de protéines TMEM16 sont des protéines calcium-
dépendante possédant dix domaines transmembranaires et qui s’assemblent en dimeére [280,
281]. Chez les mammiferes, les protéines TMEM16A et TMEM16B ont des fonctions de canaux
ioniques tandis que TMEM16C, -16D, -16E, -16F, -16G, -16J et -16K sont des scramblases lipidique
[282, 283]. TMEM16F est exprimée de maniere ubiquitaire a la MP tandis que les autres
scramblases ont une expression intracellulaire et/ou tissu-spécifique [282]. TMEM16F possede
une double fonction de scramblase et de canal ionique [284]. TMEM16F redistribue non
spécifiguement les phospholipides a la surface de la cellule de maniére réversible suite a un influx

de calcium intracellulaire [276, 285].

L’association directe de TMEM16F a deux ions de calcium résulte en un changement
conformationnel qui stabilise ses domaines transmembranaires [286-288]. Le calcium se lie sur
les résidus N620 et E624 du domaine transmembranaire 6, E667 et E670 sur le domaine
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transmembranaire 7, et E699 et D703 sur le domaine transmembranaire 8 [279]. Le changement
conformationnel induit par le calcium ouvre une cavité hydrophilique entre les domaines
transmembranaires 3 a 7 qui permet le passage de phospholipides [283, 284, 289]. En absence
de calcium, la cavité hydrophiligue de TMEM16F est bloquée par des résidus hydrophobes qui
empéchent le passage de phospholipides. La mutation de ces résidus en lysine, un acide aminé
hydrophilique, entraine la redistribution spontanée de phospholipides par TMEM16F. De plus, la
mutation d’un résidu équivalent dans la cavité du canal ionique de TMEM16A lui confére une
activité de scramblase lipidique [290]. Le changement conformationnel causé par I'association de
TMEM16F au calcium permet le mouvement des résidus hydrophobes et le passage de

phospholipides dans la cavité hydrophilique.

La fonction de canal ionique de TMEM16F est controversée et toujours incomprise.
L’activité scramblase de TMEM16F est insensible a I'inhibition du canal ionique [291]. De plus, un
mutant de TMEM16F, dont la fonction de canal ionique a été abrogée, redistribue la PS suivant
une stimulation avec lI'ionomycine [292]. Le canal ionique formé par TMEM16F est non sélectif,
mais possede une préférence pour le passage d’ions de chlorure [285, 293, 294]. Il est proposé
gue le transport d’ion par TMEM16F est une conséquence de transfert de phospholipide entre
les feuillets de la bicouche lipidique [284]. La fonction de canal ionique de TMEM16F n’est pas
requise pour la formation de microvésicules. De plus, des cellules exprimant TMEM16A ne
forment pas de microvésicules a moins de permuter TMEM16A avec le domaine scramblase de
TMEM16F [279]. Le passage d’ions par TMEM16F semble étre une fonction a part entiére, mais
qui nécessite des recherches additionnelles afin d’élucider le mécanisme et l'impact

physiologique du canal TMEM16F dans cascade de coagulation sanguine.

1.4.2.1.4 Apoptose

L'externalisation de la PS a la surface des cellules est I'un des premiers évenements du
processus d’apoptose [295]. Les lymphocytes issus des patients atteints du syndrome de Scott
redistribuent efficacement la PS suite a une stimulation apoptotique [296]. Ainsi, la redistribution
apoptotique de PS n’impliqgue pas TMEM16F et est dictée par un mécanisme alternatif a la
cascade de coagulation sanguine. Il a été démontré que l'activation des caspases lors de

I’'apoptose méne au clivage et a I'activation de la scramblase Xkr8 [297]. En paralléle, les flippases

77



ATP11A et ATP11C sont inactivées par clivage, empéchant le transfert interne de la PS
externalisée [254, 255]. L'exposition irréversible de la PS en surface agit en tant que signal
essentiel pour la phagocytose de la cellule apoptotique [295, 298]. Les phagocytes reconnaissent
les cellules apoptotiques par différents récepteurs liant la PS, soit directement ou par
I'intermédiaire d’une molécule soluble. La signalisation résultant de I'’engagement des récepteurs

de PS des phagocytes initie la phagocytose de la cellule apoptotique [299].

1.4.2.2 Phosphoinositides

Les Pls sont des glycérophospholipides acides dont la téte hydrophile est composée d’un
résidu inositol. Contrairement a la PS, dont la concentration est majoritairement régulée par sa
redistribution entre les deux feuillets de la MP, la concentration des différents Pls est
constamment régulée par I'activité de kinases et de phosphatases. Le groupement inositol des
Pls peut étre phosphorylé a la troisieme, quatrieme et cinquieme position, générant sept sous-
types distincts de Pls. Les Pls sont différentiellement localisés dans différents compartiments
intracellulaires. Les Pls de la MP sont cruciaux pour la modulation de la localisation de protéines,

I'initiation de cascades de signalisation et la fonction de canaux ioniques [300].

1.4.2.2.1 Régulation des Pls

Le Pl est synthétisé par la Pl synthase au RE, et est acheminé a la MP par transfert de
vésicules ou par les jonctions RE-MP [301]. La MP des cellules est une membrane unique par la
présence de PI(4,5)P; ainsi que de PI(3,4,5)Ps. Malgré que ces phospholipides sont présents en
faible quantité a la MP, 0.5-3% pour PI(4,5)P, et moins de 1% pour PI(3,4,5)Ps, ils possedent

respectivement une forte charge négative de -4 et de -6 au pH physiologique [302].

L’homéostasie cellulaire des Pls est régulée par 19 kinases et 28 phosphatases [300]. A la
MP, le groupement inositol du Pl est phosphorylé a sa quatrieme position par des kinases de la
famille des phosphoinositide-4-kinases (Pl4Ks) afin de générer le PI(4)P [303]. Les
phosphoinositide 4-phosphate 5-kinases (PIP5Ks) phosphorylent PI(4)P a la cinquiéme position de
I'inositol pour générer PI(4,5)P, [303]. Les PIP5Ks sont recrutés a la MP par interactions
électrostatiques entre un domaine polybasique et les phospholipides acides [304]. La

phosphorylation de PI(4,5)P; en PI(3,4,5)P; est régulée par différentes phosphoinositide-3-
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kinases (PI3Ks) de classe | [300]. PI(3,4,5)P; est absent des cellules quiescentes puisque

I'activation des PI3Ks de classe | nécessite une stimulation cellulaire [305].

La déphosphorylation des Pls est régulée par trois classes majeures de phosphatases (3-,
4- et 5-phosphatases) afin de balancer I'activité des phosphoinositide kinases. L’activité des PI3Ks
est balancée par les inositol polyphosphate-3-phosphatases, qui déphosphorylent le cycle inositol
a la troisieme position [305]. La phosphatase PTEN est recrutée par interaction électrostatique
avec les phospholipides acides de la MP et déphosphoryle PI(3,4,5)P3 en PI(4,5)P, [306, 307]. Les
phosphatases SHIP1 et SHIP2 déphosphorylent PI(3,4,5)P3 en PI(3,4)P; a la MP [300]. Puisque
PI(3,4)P, est généré a partir de la déphosphorylation de PI(3,4,5)Ps, ce phospholipide est absent
des cellules quiescentes [305]. Des mutations dans les kinases ou les phosphatases qui régulent

I’'homéostasie des Pls causent un débalancement de plusieurs processus cellulaires [300].

1.4.2.2.2 Hydrolyse

Malgré sa concentration relative faible a la MP, PI(4,5)P, agit en tant que messager
secondaire majeur de signalisation suite a I'activation de récepteurs de surface comme le TCR.
Suite a I'’engagement d’un récepteur, PI(4,5)P, est hydrolysé par une PLC afin de générer I'IP3 et
le DAG [303]. Quatre classes de PLCs comprenant différentes isoformes se trouvent chez les
mammiféres. Les PLCs sont recrutées a la MP par un domaine PH. L’hydrolyse de PI(4,5)P;
entraine la translocation du rapporteur PH-PLC-6 de la MP au cytoplasme, indiquant une

réduction de sa concentration a la MP [303].

1.4.2.3 Autres phospholipides acides

L'acide phosphatidique (PA) et le phosphatidylglycérol (PG) sont des phospholipides
acides mineurs composant environ 1% des phospholipides de la cellule [308]. Au pH
physiologique, la charge nette de I'acide phosphatidique et du PG est de -1 [233]. Le PG est un
phospholipide mineur localisé exclusivement a la mitochondrie [175]. Ainsi, le PG ne contribue

pas au potentiel électrostatique négatif de la MP.

Le PA généré par les DGKs est essentiel au réapprovisionnement de PI(4,5)P; a la MP
puisqu’il agit comme site de liaison aux protéines de transfert de Pls aux jonctions RE-MP [301].
Le PA est également généré a la MP suivant une stimulation cellulaire a partir de I’hydrolyse du
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PC par la phospholipase D [175]. Le PA est le glycérophospholipide le plus simple, ou le
groupement glycérol phosphorylé n’est pas lié a un résidu polaire. Le PA est un important
intermédiaire dans la synthétisation des phospholipides [309]. Finalement, le PA peut étre
reconverti en DAG a la MP par déphosphorylation [175]. Etant donné son métabolisme complexe,
la contribution du PA au potentiel électrostatique de la MP n’a pas été élucidée. Toutefois,
considérant sa faible charge négative et sa rareté, le PA n’est probablement pas un contributeur

majeur a la charge de la MP [308].

1.4.2.4 Modulation du potentiel électrostatique

La forte concentration de phospholipides acides au feuillet interne de la MP crée un
gradient électrostatique entre le cytoplasme et la MP. En conditions homéostatiques, la charge
négative de la MP est maintenue par la régulation constante de la PS et des Pls. Une perturbation
de la concentration de ces phospholipides acides module directement le potentiel électrostatique

de la MP.

La charge négative de la MP a été principalement étudiée avec le rapporteur
polycationique fluorescent R-pre. R-pre est dérivé de la séquence C-terminale de K-ras, qui est
ciblé a la MP par son domaine polycationique ainsi que par une modification prényl
hydrophobique [236]. La sonde a permis d’élucider la contribution des principaux phospholipides
acides au potentiel électrostatique négatif de la MP. Une induction pharmacologique de
I’externalisation de la PS avec du dibucaine induit la dissociation du rapporteur R-pre de la MP
[236, 310]. Alternativement, la déplétion de I’ATP cellulaire avec de I'antimycine, qui empéche la
génération de PI(4,5)P; et PI(3,4,5)Ps a la MP, réduit également |'association membranaire de R-
pre [237]. L'expression ectopique de I'inositol polyphosphate-5-phosphatase (Inp54p) a la MP,
qui déphosphoryle spécifiguement PI(4,5)P, pour générer PI(4)P, méne a une réduction de la
charge négative de la MP [235, 310]. La modulation de la concentration de la PS ou de PI(4,5)P; a
la MP méne a une réduction du potentiel électrostatique, indiquant que ces phospholipides sont

les contributeurs majeurs a la charge négative de la MP.

En contraste, la déplétion de PI(3,4,5)P; par traitement a la wortmannine, un inhibiteur

des PI3Ks, conduit soit a une absence [310] ou a un faible changement dans le potentiel
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électrostatique de la MP [235]. Les traitements pharmacologiques avec I’antimycine et la
wortmannine, ainsi que I'expression ectopique d’Inp54p n’ont pas d’'impact sur la concentration
de PS au feuillet interne de la MP [237]. PI(3,4,5)P3 est généré suite a I'activation du TCR, mais est
présent en absence de stimulation chez certaines lignées de cellules T immortalisées [311]. Ainsi,
en condition homéostatique, la contribution de PI(3,4,5)P3 au potentiel électrostatique négatif de

la MP est négligeable.

Enfin, linflux de calcium intracellulaire robuste induit par une stimulation avec
I'ionophore de calcium ionomycine réduit la charge négative de la MP [310]. Une forte
concentration d’ions de calcium active également des scramblases qui redistribuent la PS entre
les deux feuillets lipidiques de la MP. Il n’est pas connu si la réduction du potentiel électrostatique

est induite par les ions de calcium seuls ou par I'activation de scramblases calcium-dépendantes.

1.4.2.5 Association électrostatique de CD3e et CD3{ a la MP

La charge négative du feuillet interne de la MP conduit a I'association membranaire de
protéines cytoplasmiques possédant des domaines polycationiques. L’association de domaines
cytoplasmiques a la MP a été démontrée chez certains récepteurs transmembranaires comme le
récepteur au facteur de croissance épidermique. Plusieurs récepteurs immuns possédent
également des domaines riches en résidus basiques, indiquant un potentiel d’association aux

phospholipides acides.

Dans la portion N-terminale de leur domaine cytoplasmique, les chaines CD3e et CD3{ du
TCR possedent un domaine pourvu de plusieurs résidus basiques, nommé le BRS. La chaine CD3C
posséde également deux autres domaines BRS entre ses ITAMs. Au pH physiologique, les résidus
cationiques conférent une charge nette de +11 au domaine cytoplasmique de CD3¢ et +5 a CD3(
(Tableau 1). Une étude du groupe de Lawrence Stern en 2000 fut la premiére a démontrer que le
domaine cytoplasmique de la chaine CD3{ s’associe a des phospholipides acides in vitro [312].
L'interaction de CD3{ avec des phospholipides acides, mais pas avec des phospholipides
zwitterioniques, prévient la phosphorylation des ITAMs in vitro [312]. Une étude subséquente a
démontré que le domaine cytoplasmique de CD3e s’associe également aux phospholipides acides

in vitro [313].
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Le niveau d’association aux phospholipides acides est directement corrélé a la charge
nette des domaines cytoplasmiques des récepteurs immuns. La mutation des résidus basiques du
BRS de CD3e en résidus neutre comme l'alanine ou la sérine abroge sa liaison aux lipides [230,
314]. En paralléle, les chaines CD36 et CD3y ne sont pas dotées de domaines BRS, leur conférant
une charge neutre au pH physiologique et empéchant leur association aux lipides (Tableau 1)
[313]. La charge nette fortement positive de CD3¢ lui confere un niveau d’association global aux
phospholipides plus élevé que CD3T [313]. De plus, il a été démontré que CD3¢ posséde un site
d’association secondaire aux lipides situé dans la région centrale de son domaine cytoplasmique
[314]. Malgré que le domaine BRS juxtamembrane soit le site d’association membranaire majeur,
le second domaine, qui est également riche en résidus basiques, permet la stabilisation de
I'interaction électrostatique entre CD3¢ et la MP [230, 314]. Enfin, il a été démontré que les trois
domaines BRS de CD3 s’associent différentiellement aux lipides. Le deuxieme BRS, se situant
entre le premier et le deuxieme ITAM de CD3{, s’associe le plus fortement aux phospholipides
acides. Le troisieme BRS, entre le deuxiéme et le troisieme ITAM, s’associe moins fortement.
Finalement, le premier BRS, dans la région proximale a la MP du domaine cytoplasmique de CD3{,

ne s’associe pas aux lipides puisqu’il est composé de seulement trois résidus basiques [315].

Domaine Séquence Charge

cytoplasmique

CD3e TM’ — SKNRKAKAKPVTRGAGAGGRQRGQNKERPPPVPNPDYEPIRKGQRD +11
LYSGLNQRRI - C’

CD37 TM’ — RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMG +5
GKPQRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLST

ATKDTYD ALHMQALPPR - C’

CD3y TM’ — GODGVRQSRASDKQTLLPNDQLYQPLKDREDDQYSHLQGNQLRRN - C’ 0

CD35 TM’ — GHETGRLSGAADTQALLRNDQVYQPLRDRDDAQYSHLGGNWARNK — C’ 0
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Tableau 1. — Charge nette des domaines cytoplasmiques des chaines CD3 du TCR

La séquence en acide aminés du domaine cytoplasmique des chaines CD3 du TCR (Homo sapiens)
ainsi que leur charge nette au pH 7.0. La séquence du domaine cytoplasmique a partir du domaine
transmembranaire (TM’) jusqu’au C-terminus (C’) est montrée. Les résidus basiques sont

représentés en bleu, les domaines BRS en jaune et les ITAMs sont surlignés en gris.

En utilisant différents rapporteurs fluorescents, I'association des domaines
cytoplasmiques de CD3e et CD3C a la MP a été confirmée chez les cellules T. Le transfert d’énergie
par résonance de type Forster (FRET) est une technique permettant de mesurer la distance entre
deux protéines par |'efficacité de transfert d’énergie d’'une molécule fluorescente excitée vers
une autre molécule fluorescente. Les molécules fluorescentes utilisées lors des expériences de
FRET sont choisies afin que le spectre d’émission du donneur chevauche le spectre d’excitation
de l'accepteur. Le donneur et I'accepteur fluorescent doivent se trouver a moins de 10 nm, ou

100 A, pour observer le transfert d’énergie (Figure 6) [316].

FRET

Donor | «—— Acceptor
<10 nm

Donor Acceptor

Ex. Em. Ex. Em.

Spectral
overlap

Intensity

Wavelength (nm)

Figure 6. — Chevauchement du spectre d’émission du donneur et I'excitation de I'accepteur

lorsque les protéines fluorescentes se trouvent a une distance de moins de 10nm
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Image reproduite avec la permission d’Elsevier (Advanced Drug Delivery Reviews, Vol. 143, Chen
etal, “ Application of FOorster resonance energy transfer (FRET) technique to elucidate intracellular

and in vivo biofate of nanomedicines”, p.177-205, © 2019) [317]

La chaine CD3e dissociée se trouve a environ 200 A de la MP, une distance trop longue
pour un transfert d’énergie efficace. Chez les lymphocytes T au repos, les études de FRET ont
démontré un transfert d’énergie efficace entre le domaine cytoplasmique de CD3€ conjugué a la
protéine fluorescente mTFP1 et un marqueur fluorescent de la MP. Ces études ont confirmé que
le domaine cytoplasmique de la chaine CD3e du TCR est associé a la MP, et que cette association
est BRS-dépendante [230, 318]. L’association membranaire du domaine cytoplasmique de CD3(
chez les cellules T au repos a été confirmée par une approche FRET similaire [319]. Enfin, il a été

confirmé par FRET que les chaines CD3y et CD36 ne s’associent pas a la MP [320].

L'interaction entre le domaine cytoplasmique de CD3¢ et des phospholipides acides mene
a une insertion des résidus hydrophobes des ITAMs au coeur de la bicouche lipidique [230]. Les
résidus basiques du BRS de CD3e menent I'association aux phospholipides acides tandis que les
résidus hydrophobes stabilisent I'interaction. Malgré que ces résidus hydrophobes ne soient pas
nécessaires pour |'association aux phospholipides, ils conferent une structure hélicale a I'lTAM,
permettant I’enfouissement des tyrosines a I'intérieur de la bicouche lipidique [230]. L’interaction
du domaine cytoplasmique de CD3T avec des phospholipides acides lui confére également une
structure partiellement hélicale, particulierement dans le deuxieme et le troisieme ITAM [312,
321]. Ainsi, chez les lymphocytes T au repos, I'association membranaire de CD3¢ et CD3{ permet

de diminuer I’acces de la kinase Lck aux ITAMs et de maintenir le TCR dans un état inactif.

1.4.2.6 Autres récepteurs immuns s’associant a la MP

La signature polycationique des domaines cytoplasmiques de CD3e et CD3{ est présente
chez plusieurs récepteurs immuns comme les récepteurs co-stimulation de cellules T (CD28, CD2,
CD5, ICOS et 4-1BB), I'lgG-BCR et Iga des cellules B, la chaine y du récepteur Fcg, ainsi que les co-
récepteurs DAP10 et DAP12 des cellules NKs (Tableau 2). L’association du domaine cytoplasmique

de ces récepteurs immuns a des phospholipides acides a été confirmée pour CD28, I'lgG-BCR et
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FceRly [313]. Il a été démontré que la forte charge négative globale de la chaine de signalisation
lga du BCR empéche son association aux phospholipides acides malgré son domaine

polycationique proximal a la membrane [313].

Le domaine cytoplasmique du récepteur de co-stimulation CD28 s’associe a la MP des
lymphocytes T a travers deux domaines riches en résidus basiques. La mutation des résidus
basiques conduit a un niveau d’association aux lipides corrélé a la charge nette du CD28 mutant
[74]. Des études de NMR ont confirmé que I'association membranaire du domaine cytoplasmique
de CD28 mene a l'insertion de ses tyrosines au centre de la bicouche lipidique [322]. Comme pour
les chaines CD3¢e et de CD3Y, I'association membranaire de CD28 réduit I'accés de la kinase Lck a

ses domaines de signalisation chez les lymphocytes T au repos [74].

Le domaine cytoplasmique du récepteur IgG-BCR des cellules B est hydrophobe et possede
deux résidus basiques prés de son domaine transmembranaire. Des études de FRET ont confirmé
I'association électrostatique de I'lgG-BCR a la MP des cellules B au repos [323]. Comme pour CD3k,
I’hydrophibicité de I'lgG-BCR permet de stabiliser son association aux lipides [324]. L'IgG-BCR
adopte une structure alpha hélicale en présence de lipides, menant a l'insertion de la tyrosine
fonctionnelle de son domaine de signalisation a I'intérieur de la bicouche lipidique [323]. Ainsi,
I'association membranaire des chaines cytoplasmiques de récepteurs immuns agit en tant que

mécanisme de maintien de leur état inactif en absence de stimulation.

Domaine Séquence Charge

cytoplasmique

cD28 TM’ — RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS — C’ +8

CD2 TM’ — KRKKQRSRRNDEELETRAHRVATEERGRKPHQIPASTPONPATSQHPPPPP | +13
GHRSQAPSHRPPPPGHRVQHQPQKRPPAPSGTQVHQQKGPPLPRPRVQPKPPHG
AAENSLSPSS — C’

CD5 TM’ — KKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDN | +5
EYSQPPRNSHLSAYPALEGALHRSSMQPDNSSDSDYDLHGAQRL — C’
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ICOS TM’ — TKKKYSSSVHDPNGEYMFMRAVNTAKKSRLTDVTL - C' +4

4-1BB TM’ — KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL — C’ 0
IgG-BCR TM’ — KVKWIFSSVVDLKQTIIPDYRNMTGQGA — C’ +2
FceRly TM’ — RLKIQVRKAAITSYEKSDGVYTGLSTRNQETYETLKHEKPPQ — C’ +3
Igat TM’ — RKRWQNEKLGLDAGDEYEDENLYEGLNLDDCSMYEDISRGLQGTYQDVGS | -9

LNIGDVQLEKP - C’

DAP10 TM’ — LCARPRRSPAQEDGKVYINMPGRG - C’ +3
DAP12 TM’ — GRLVPRGRGAAEAATRKQRITETESPYQELQGQRSDVYSDLNTQRPYYK — C’ +3
Tableau 2. - Charge nette des chaines cytoplasmiques de différents récepteurs immuns dotés

d’un domaine BRS

La séquence en acide aminé des chaines cytoplasmiques de différents récepteurs immuns (Homo
sapiens), a partir du domaine transmembranaire (TM’) jusqu’au C-terminus (C’), ainsi que leur
charge nette au pH 7.0. Les résidus basiques sont soulignés en bleu, les domaines BRS sont en

jaune et les ITAMs ou les domaines phospho-tyrosines sont surlignés en gris.

1.5 L’activation initiale du TCR

Chez les cellules T au repos, I'association électrostatique des chaines CD3¢ et CD3{ du TCR
a la MP agit en tant que couche supplémentaire de régulation, empéchant I'acces des kinases aux
tyrosines des ITAMs en absence de stimulation. L'absence ou la faible phosphorylation basale du
TCR chez les cellules T au repos implique que les chaines CD3e et CD3T doivent se dissocier de la
MP afin de permettre I'accés des kinases au TCR [230]. Nous allons discuter dans ce sous-chapitre
des étapes initiales de I'activation du TCR et des mécanismes de dissociation membranaire des

chaines CD3 du TCR.

86



1.5.1 Interaction TCR-pCMH

Les chaines TCRap interagissent avec le pCMH afin de transmettre le signal d’activation
aux chaines CD3. Plusieurs études ont démontré que les domaines extracellulaires et

transmembranaires du complexe du TCR changent de conformation lors de I'activation.

Des mutations déstabilisant les domaines extracellulaires du TCR diminuent I'activation
des cellules T. La mutation d’une cystéine en glycine dans le domaine extracellulaire de CD3¢
(C80G) abroge I'adoption d’'une conformation active par le TCR [325]. Le résidu C80 est situé dans
le domaine CxxC du peptide connectant de CD3e. Le domaine CxxC est commun aux chaines CD3g,
y et & et forme un pont disulfure intramoléculaire. Le pont disulfure de CxxC permet de rigidifier
la structure des dimeres CD3e6 et CD3ey [326]. Le remplacement d’une cystéine par une glycine
dans le mutant C80G abolit le pont disulfure et déstabilise la structure extracellulaire de CD3e. La
mutation dans le domaine rigide extracellulaire de CD3e empécherait la transmission du signal
d’activation du TCR vers son domaine cytoplasmique. Toutefois, I'impact de la mutation sur la

stabilité de la structure du TCR n’a pas été élucidé.

Un domaine se situant entre la chaine constante et variable du TCRB, nommé la boucle
FG, interagit avec le domaine extracellulaire du dimere CD3¢y. |l a été proposé que lorsque le TCR
interagit avec un pCMH, la boucle FG agit en tant que piston qui pousserait sur CD3¢ey. La force
engendrée sur le domaine extracellulaire rigide de CD3ey permettrait une transmission du signal
d’activation de I'extérieur de la cellule vers les ITAMs des chaines CD3 [327]. Comme pour la
mutation C80G, la mutation de la boucle FG du TCRPB diminue la durée de l'interaction avec le

pCMH et réduit I’activation des lymphocytes T [327].

Chez les lymphocytes T au repos, il a été démontré que les domaines transmembranaires
de I’'homodimere CD3{{ sont séparés a l'intérieur de la bicouche lipidique. Il a été proposé que
I’activation du TCR engendre un mouvement dans la portion membrane-proximale des chaines
CD3C qui rapprocherait leurs domaines transmembranaires [328]. Il a également été démontré
par NMR que le domaine transmembranaire de TCRa adopte une conformation diagonale a
I'intérieur de la bicouche lipidique. La stimulation du TCR induirait un changement conformation

qui raidi TCRa, résultant en la transmission du changement conformationnel aux chaines CD3
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pour leur phosphorylation [329]. Enfin, il a été proposé que le cholestérol s’associe au domaine
transmembranaire de la chaine TCRPB afin de maintenir le TCR inactif. La dissociation spontanée
du cholestérol permet I'adoption d’'une conformation active par le TCR pour sa phosphorylation

suivant sa stimulation [330].

La chaine CD3¢e est dotée d’un domaine riche en proline (PRS) qui est situé entre le BRS et
I"ITAM. Le PRS recrute la protéine adaptatrice Nck par son domaine SH3 N-terminal [331]. Nck est
impliqué dans la polymérisation d’actine et dans la réponse des lymphocytes T a des antigénes a
faible affinité [332]. Le domaine PRS de CD3¢ est inaccessible a la protéine adaptatrice Nck chez
les cellules T non-stimulées [331, 332]. La stimulation des thymocytes ou des cellules T
périphériques avec un pCMH méne a un changement conformationnel dans CD3g, résultant en
I'exposition du domaine PRS et le recrutement de Nck [331, 333]. Le changement
conformationnel du PRS de CD3¢ est observé exclusivement a la synapse immunologique suite a
une interaction avec un pCMH agoniste [334]. Le recrutement de Nck a CD3¢ est stabilisé par
I'interaction entre son domaine SH2 et le deuxieme ITAM phosphorylé de CD3¢, indiquant que le
changement conformationnel de CD3e entraine sa phosphorylation [335]. L'exposition de la
séquence PRS de CD3e chez les thymocytes ou chez les lymphocytes T périphériques suite a une
stimulation pCMH n’est pas bloquée par un traitement avec l'inhibiteur des kinases Src PP2,
démontrant que CD3e subit un changement conformational en absence de signalisation [333,
334]. En conclusion, le TCR activé présente des changements conformationnels dans ses
domaines extracellulaires, transmembranaires et cytoplasmiques lui permettant de transmettre

le signal d’activation aux chaines CD3.

1.5.2 Dissociation membranaire des chaines CD3¢€ et CD3(

Les chaines CD3e et CD3{ du TCR sont associées a la MP en absence d’activation. Des
études de microscopie a temps de vie de fluorescence (FLIM) combinées avec du FRET ont
démontré la dissociation spécifique de CD3¢ a la synapse immunologique [230]. Le FLIM est une
technique de FRET ol le temps de vie de fluorescence du donneur est mesuré en présence ou en
absence de I'accepteur fluorescent. Le temps de demi-vie du donneur diminue lorsqu’il transfere

son énergie a I'accepteur, puisque les longueurs d’onde les plus longues du spectre d’émission du
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donneur sont celles qui chevauchent le spectre d’excitation de I'accepteur (Figure 6) [316]. Dans
I’étude, la chaine CD3e conjuguée a son C-terminus a la protéine fluorescente mTFP1 était
incorporée dans le TCR endogéne. Le niveau d’association membranaire était mesuré par un
margueur de MP qui agissait comme accepteur de FRET. Les mesures de FLIM ont démontré un
temps de vie de fluorescence plus élevé pour le donneur a la synapse immunologique en
comparaison a une autre section membranaire de la cellule, indiquant une diminution de
I’efficacité de FRET. Ainsi, la chaine CD3& du TCR se dissocie a la synapse immunologique suivant
sa stimulation par un pCMH [318]. Enfin, il a également été confirmé par FRET que la chaine CD3C
du TCR se dissocie exclusivement dans les microagrégats de TCRs et a la synapse immunologique
suivant la stimulation des lymphocytes T [319, 336]. Le niveau de dissociation membranaire des
chaines CD3 du TCR est corrélé a I'affinité du peptide, ol un peptide agoniste engendre une

dissociation plus robuste qu’un peptide partiellement agoniste [314, 336].

En plus du TCR, des études de FRET ont démontré que CD28 se dissocie de la MP suite a
sa ligation [74, 322]. De plus, le domaine kinase de Lck est recruté aux domaines polycationiques
de CD28. Le recrutement de Lck a CD28 est augmenté suite a la stimulation des lymphocytes T,
confirmant sa dissociation de la MP [74]. Enfin, il a été démontré par FRET que le domaine

cytoplasmique de I'lgG-BCR se dissocie de la MP suivant une stimulation avec de I'antigene [323].

En conclusion, les chaines cytoplasmiques de plusieurs récepteurs immuns s’associent a
la MP en conditions homéostatiques. L’association membranaire de ces chaines empéche le
recrutement de kinases et prévient la signalisation en absence d’activation. La stimulation
entraine la dissociation membranaire de ces chaines immunes, permettant l'initiation de la

cascade d’activation.

1.5.3 Régulation de la phosphorylation du TCR

L’enfouissement des tyrosines des ITAMs a I'intérieur de la bicouche lipidique indique que
ce mécanisme de régulation préviendrait la phosphorylation des chaines CD3e et CD3{ du TCR en
absence de stimulation. Les chaines CD3 du TCR ne sont pas phosphorylées chez les lymphocytes
T au repos malgré que Lck soit constitutivement active [60, 230]. L'interaction entre le TCR d’un

lymphocyte T et le pCMH d’une CPA entraine I'exclusion de la phosphatase CD45 de la synapse
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immunologique par contraintes stériques [62]. En parallele, le rapprochement de la kinase Lck au
TCR par I'association du co-récepteur CD4 ou CD8 au CMH mene a la phosphorylation du TCR
[337]. Linteraction entre le TCR et le pCMH doit étre suffisamment longue pour permettre le
recrutement d’un co-récepteur lié a un Lck activé [337]. De plus, il a été démontré que le bassin
de kinases Lck catalytiquement actives augmente suivant la stimulation des lymphocytes T [338].
Ainsi, la modification du statut d’activation et de la localisation spatiale de Lck favorise la

phosphorylation des ITAMSs suivant la stimulation des cellules.

Il a été démontré que les résidus basiques du BRS de CD3¢e et de CD3 sont requis pour le
recrutement de Lck au TCR. Le Domaine Unique de Lck est riche en acides aminés chargés
négativement, ce qui recrute Lck aux résidus basiques du BRS par interactions électrostatiques
[320]. De plus, il a été récemment démontré que la chaine cytoplasmique de CD3¢ est dotée d’un
domaine de liaison SH3 caractérisé par la séquence RKxQRxxY. Lors de la ligation du TCR, ce
domaine recrute la kinase Lck, par son domaine SH3, a la chaine CD3& non-phosphorylée [339].
Ces mécanismes de régulation du recrutement de Lck ajoutent une couche de régulation a la
phosphorylation du TCR. Chez les cellules T au repos, Lck est exclu des chaines CD3¢e et CD3C
puisque leurs domaines BRS sont enfouis a I'intérieur de la MP par interactions électrostatiques
avec les phospholipides acides [230, 319]. Le domaine de liaison SH3 de CD3e est également
inaccessible a Lck en absence de ligation du TCR [339]. En parallele, I'absence de BRS chez CD36
et CD3y empéche le recrutement de Lck et leur phosphorylation en absence de stimulation. Le
recrutement de Lck au TCR lors de la stimulation des lymphocytes T nécessite un changement
conformationnel activation-dépendant des chaines CD3¢e et de CD3C afin d’exposer le BRS et le
domaine de liaison SH3 [320, 339]. Le BRS posséde ainsi deux fonctions, soit I'association
membranaire chez les lymphocytes T au repos afin de restreindre I'activation en absence de
stimulation et le recrutement de Lck au TCR pour l'initiation de I'activation une fois les chaines

CD3¢ et CD3Z dissociées.

1.5.4 Mécanismes de dissociation des chaines CD3¢g et CD3{ du TCR

Le contact initial entre un lymphocyte T et une CPA méne a la formation de microagrégats

de TCRs, a la phosphorylation des chaines CD3 et au recrutement de la kinase ZAP-70 pour
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I'initiation de la cascade de signalisation. La dissociation membranaire des chaines CD3€ et CD3(
du TCR est la premiére étape de l'initiation de I'activation des lymphocytes T, puisque I’exposition
cytoplasmique de leur BRS est essentielle au recrutement de Lck au TCR et a la phosphorylation
des ITAMs. La dissociation initiale des chaines CD3e et CD3{ est en amont de |'activation de la
cascade d’activation des cellules T. L’expression de ZAP-70 n’est pas requise pour la dissociation
membranaire de CD3T [137]. De plus, chez les cellules déficientes dans la protéine adaptatrice
LAT, ol I'influx de calcium est absent suite a la stimulation des lymphocytes T, le recrutement de
ZAP-70 aux ITAMs phosphorylés de CD3T est maintenu [340]. Plusieurs mécanismes de
dissociation membranaire des chaines CD3 du TCR lors de linteraction initiale avec un pCMH
agoniste ont été proposés, soit le débalancement kinase-phosphatase, le changement

conformationnel du TCR, et la répartition latérale de la PS.

1.5.4.1 Débalancement kinase-phosphatase

Une portion des kinases Lck sont catalytiqguement activées chez les lymphocytes T au
repos, ce qui permet de phosphoryler rapidement le TCR suivant sa stimulation [60]. L’exclusion
de CD45 de la zone de contact entre la cellule T et la CPA entraine une phosphorylation robuste
du TCR par Lck [64]. Il est proposé que le débalancement du ratio kinase et phosphatase favorise
la phosphorylation des chaines CD3 du TCR suivant la stimulation des cellules T, entrainant leur

dissociation de la MP.

La phosphorylation de protéines cationiques mene a leur expulsion de la MP. La
phosphorylation de K-Ras induit sa translocation de la MP vers les membranaires internes [237].
La neutralisation de la charge nette positive de CD3T par sa phosphorylation empéche sa
réassociation aux phospholipides acides [312]. Il a été démontré que la phosphorylation de CD3C
est requise pour sa dissociation de la MP. La mutation des tyrosines des ITAMs de CD3T en
phénylalanine empéche sa dissociation de la MP suivant la stimulation du TCR. Alternativement,
le traitement des cellules T avec l'inhibiteur des kinases Src PP2 prévient la dissociation
membranaire de CD3( [319, 336]. De plus, il a été observé que CD3{ est phosphorylée de maniere
basale chez les lymphocytes T au repos [230, 315, 341, 342]. En effet, I'association de CD3C aux
phospholipides acides existe en équilibre dynamique entre la conformation associée
partiellement associée [343]. L’association partielle de CD3T aux phospholipides acides ainsi que
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sa phosphorylation basale chez les lymphocytes T au repos indique que Lck pourrait étre recruté
rapidement aux domaines BRS de CD3{ [320]. Le débalancement kinase-phosphatase lors du

contact cellule T-CPA entrainerait la phosphorylation et la dissociation membranaire de CD3C.

Pour la chaine CD3g, une étude de NMR a démontré que ses ITAMs sont séquestrés a
I'intérieur d’une bicouche lipidique composée de phospholipides acides et zwitterioniques [230].
I a été démontré que l'association de CD3e a des phospholipides acides prévient sa
phosphorylation [230]. De plus, contrairement a CD3{, la chaine CD3¢ n’est pas phosphorylée de
maniere basale chez les lymphocytes T au repos [253]. Finalement, la mutation des tyrosines des
ITAMs de CD3¢ ne prévient pas sa dissociation de la membrane suivant la stimulation des cellules

T [318].

Ainsi, I'exclusion de CDA45 et le recrutement du complexe CD4/CD8-Lck au TCR pourraient
mener a la phosphorylation et la dissociation membranaire des chaines accessibles du TCR (Figure
7). La dissociation initiale de CD3C nécessite des ITAMs intacts et I'activité des kinases Src,
indiquant que CD3T doit étre phosphorylé afin d’étre répulsé de la MP. En contraste, la chaine
CD3e se dissocie en absence de phosphorylation. Ainsi, un autre mécanisme de dissociation initial

est requis pour la chaine CD3e.

1.5.4.2 Changement conformationnel du TCR

Linteraction entre un lymphocyte T et une CPA a travers le complexe TCR-pCMH agoniste
et les molécules d’adhésion exerce une force sur le TCR. Une CPA présente environ une dizaine a
une centaine de pCMHs agonistes a sa surface, une quantité suffisante pour activer les
lymphocytes T [109, 110]. La stimulation de lymphocytes T avec une concentration similaire de
pCMHs agonistes, mais en absence de force externe, empéche leur activation [344]. L'application
continue d’'une force de 10 pN sur le TCR en utilisant une bille recouverte d’un seul pPCMH agoniste

entraine un influx transitoire de calcium, indiquant que la force peut activer un TCR [344, 345].

Il a été proposé que la force mécanique générée par l'interaction TCR-pCMH induit un
mouvement de piston sur les chaines CD3 du TCR, entrainant leur dissociation et leur
phosphorylation [345]. Une étude de FRET a démontré qu’'un pCMH fortement agoniste

compresse le complexe TCR-pCMH, induisant la dissociation membranaire de la chaine CD3C
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[336]. Les pCMHSs partiellement agonistes engendrent une force plus faible et d’'une durée plus
courte que les pCMHs agonistes [345]. Ainsi, les peptides partiellement agonistes entrainent une
plus faible compression du complexe TCR-pCMH et une dissociation inefficace de CD3( [336]. La
force engendrée par l'interaction TCR-pCMH permet au TCR de discriminer entre les peptides

agonistes, faiblement agonistes ou non-agonistes [345].

Les modeles de changements conformationnels offrent une explication sur la transmission
du signal d’activation des chaines extracellulaires du TCR vers les domaines cytoplasmiques des
chaines CD3. Ll'interaction TCR-pCMH compresse le TCR et entraine la phosphorylation et la
dissociation membranaire de CD3Z. L'impact de la compression du TCR sur la dissociation
membranaire de CD3e n’a pas encore été démontré. Comme nous I'avons décrit plus tot, des
études structurelles ont proposé que la stimulation du TCR induit différents changements
conformationnels dans les domaines extracellulaires et transmembranaires du TCR, ce qui
pourrait promouvoir la dissociation initiale des chaines CD3e et CD3{ de la MP (Figure 7).
Toutefois, I'élucidation récente de la structure du TCR par microscopie cryo-électronique
démontre une conformation paralleéle des domaines transmembranaires des chaines du TCR.
Cette observation est en contraste avec les études proposant une conformation diagonale du
TCRa ou la séparation des chaines transmembranaires de I"homodimere CD3{(. De plus, la
structure du TCR en présence d’'un pCMH ou d’un anticorps anti-CD3 ne démontre aucun
changement conformationnel en comparaison avec le TCR non-activé [18]. Ainsi, le role de la
force et des changements conformationnels sur la dissociation membranaire des chaines CD3 du

TCR reste a confirmer.

1.5.4.3 Réarrangement latéral de la PS

Le contact initial entre un lymphocyte T avec une CPA ou une bicouche lipidique chargée
avec des pCMH agonistes et la molécule d’adhésion ICAM-1 entraine la formation de
microagrégats de TCRs [85, 88, 318]. Des études réalisées avec la sonde polycationique R-pre ont
démontré une réduction de la charge négative de la MP a l'intérieur des microagrégats de TCRs
[318]. Un rapporteur fluorescent pour la PS, composé du domaine C2 de la lactadhérine (Lact-C2),
démontre une réduction de la PS a l'intérieur des agrégats de TCRs. En paralléle, une sonde de
microscopie composée du domaine PH de PLCS (PH-PLCS) démontre une co-localisation de
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PI(4,5)P, avec les TCRs [318]. La réduction de la concentration de PS a la face interne de la MP est
suffisante pour réduire le potentiel électrostatique membranaire [236, 310]. Ainsi, I'exclusion de
la PS conduirait a la diminution de la charge négative de la MP a I'intérieur des microagrégats de

TCRs lors de la stimulation initiale des lymphocytes T.

La réduction du potentiel électrostatique de la MP est suffisante pour induire la
dissociation de protéines possédant des domaines riches en acides aminés basiques [236]. La
dissociation des chalnes CD3 du TCR a lintérieur des agrégats de TCRs n’a pas encore été
directement démontrée. La chaine CD3C est phosphorylée a I'intérieur des microagrégats denses
en TCRs [346]. La kinase ZAP-70 est recrutée aux agrégats de TCRs, indiquant que les chaines CD3
du TCRs sont dissociées et phosphorylées [85, 86]. Finalement, la réduction du potentiel
électrostatique de la MP induit la phosphorylation spontanée de la chaine CD3T chez les cellules
T au repos [310]. Il a été proposé que la réduction de la charge négative de la MP causée par
I’exclusion de la PS des agrégats de TCRs mene a la diminution des interactions électrostatiques
entre les chaines CD3e et CD3{ du TCR avec la MP. La perte de I'affinité entre les domaines BRS
de CD3e et CD3{ entrainerait leur dissociation de la MP. Les domaines BRS ainsi exposés
recruteraient la kinase Lck au TCR par interaction électrostatique, induisant la phosphorylation

initiale des ITAMs des chaines CD3 (Figure 7).

ﬂpMHC binding E TCR-CD3 PM dissociation g Phosphorylation
Kinase-phosphatase Mechanical Lipid
/%:Pc—\ 8 pMHC imbalance dissociation repartitioning
§:ps
b - Pip2r3
§ :paG
o : Condensed Lipids
® : phospho-Tyr

Figure 7.— Meécanismes proposés de dissociation initale des chaines CD3¢e et CD3{ du TCR
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Image adaptée avec la permission de John Wiley and Sons (Immunological Reviews, Vol. 291,
Audrey Connolly et Etienne Gagnon, “Electrostatic interactions : From immune receptor assembly

to signaling”’, p.26-43, © 2019) [347]

1.6 Mécanismes d’amplification de I'activation du TCR

Les premieres interactions entre des TCRs et des pCMHs agonistes entrainent une
dissociation membranaire initiale des chaines CD3 du TCR telle que décrite au sous-chapitre
précédent. Les chaines CD3¢ et CD3C dissociées recrutent Lck a leur BRS. La phosphorylation des
ITAMs par Lck recrute la kinase ZAP-70 au TCR par son domaine SH2 en tandem. Ces étapes
initiales de signalisation menent a la formation de la synapse immunologique et a I’activation des
lymphocytes T. La synapse immunologique amplifie I'activation des cellules T en concentrant les

molécules de signalisation avec les TCRs et les pCMHs.

La cascade d’activation des cellules T mene a la phosphorylation de molécules de
signalisation, a la translocation de facteurs de transcription au noyau et a la prolifération des
cellules T. Il est peu compris comment une CPA qui présente une quantité relativement faible de
pCMHs agonistes peut activer une cellule T de maniere robuste. Dans ce sous-chapitre, nous
allons décrire les mécanismes proposés de I'amplification de I'activation des cellules T. En
premier, nous allons décrire les mécanismes d’engagement en série des TCRs et I'amplification
par l'interaction avec les pCMHs du soi. Finalement, nous allons décrire les mécanismes de
modulation du potentiel électrostatique de la MP, soit par le réarrangement latéral des
phosphoinositides ou l'influx de calcium cytoplasmique, qui ont été proposés d’amplifier la

dissociation membranaire des chaines CD3¢ et CD3{ du TCR.

1.6.1 Engagement en série des TCRs

Une CPA ne présente qu’une faible quantité de pCMH agonistes en comparaison avec les
pCMH endogenes [109, 110]. La présentation d’une centaine de complexes pCMH agonistes par
une CPA entraine l'internalisation de 60% des TCRs suivant deux heures d’activation [111]. La
formation des microagégats de TCRs concentre les pCMHs agonistes avec les TCRs et les

molécules de signalisation. Il a été démontré qu’un seul pCMH agoniste peut concentrer des TCRs
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afin de former un microagrégrat stable [348]. De plus, il a été démontré que les TCRs sont engagés
en série dans les microagrégats de TCRs, permettant |'activation de plusieurs TCRs par un méme
pCMH [111]. Ainsi, chaque pCMH agoniste interagit avec plus d’'un TCR, permettant

I"amplification de I’activation des cellules T par I'accumulation de signaux d’activation.

Lors de l'activation des lymphocytes T, la cinétique d’internalisation des TCRs est
biphasique, ou les premieres minutes d’activation démontrent une internalisation rapide suivie
d’une phase d’internalisation lente [111, 168, 349]. Considérant que l'interaction TCR-pCMH a
une durée de quelques secondes, la cinétique d’activation et d’internalisation est initialement
trop rapide pour que seuls des TCRs ayant interagi avec un pCMH soient internalisés [113].
L'internalisation initiale robuste des TCRs indique que des TCRs n’ayant pas interagi avec un pCMH
agoniste sont activés. Toutefois, I'internalisation lente des TCRs observée apres plusieurs minutes
d’activation correspond au modeéle d’engagement en série, ol I'engagement d’un TCR par un
pCMH mene a son internalisation [168]. L’'engagement en série des TCRs permettrait de soutenir
I'activation des cellules T par I'activation de plusieurs TCRs par un seul pCMH a la synapse

immunologique, mais n’est pas le seul mécanisme d’amplification de I'activation des cellules T.

1.6.2 Amplification par les peptides du soi

L’activation de TCRs par les pCMH du soi a été proposée comme mécanisme alternatif a
I'engagement en série des TCRs pour I'amplification de la signalisation des lymphocytes T.
L'interaction initiale de TCRs avec leur pCMH agoniste mene a la formation de la synapse
immunologique, ce qui recrute des CMHs présentant des peptides endogénes non-agonistes
[107, 350, 351]. L'interaction entre les co-récepteurs CD4 et CD8 avec les CMHs de la CPA stabilise
la synapse immunologique [107, 352, 353]. Les co-récepteurs recrutent la kinase Lck au TCR [61].
Il a été démontré que I'accumulation des pCMHs du soi a la synapse immunologique amplifie
I"activation des cellules T [350, 351]. Etant donné que les TCRs ne sont pas directement activés
par un pCMH du soi, 'amplification de I'activation des cellules T par des pCMHs non-agonistes est

due au recrutement de la kinase Lck par son association aux co-récepteurs CD4 ou CD8 [354, 355].

En effet, les pCMHs du soi et les co-récepteurs CD4 et CD8 réduisent le seuil d’activation

des cellules T lorsque le nombre de pCMHs agonistes est faible [107, 350, 352-355]. Les co-
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récepteurs CD4 et CD8 interagissent avec les pCMHs endogenes par des mécanismes différents.
Pour les lymphocytes T CD4+, le co-récepteur CD4 interagit avec un CMH chargé d’un peptide
agoniste, mais pas avec un peptide du soi [351]. Les TCRs qui interagissent avec les pCMHs du soi
sont activés par le complexe CD4-Lck lié au pCMH agoniste [354]. Ainsi, un modele de pseudo-
dimere a été proposé pour I'amplification de I'activation des lymphocytes T CD4+ par les pCMHs
non-agonistes, ou le complexe CD4-Lck s’associe au pCMH agoniste et active le TCR qui interagit
de manieére transitoire avec un pCMH du soi (Figure 8) [351]. Les peptides du soi présentés sur les

CMHs de classe Il sont issus des vésicules intracellulaires de la CPA [65].

Pour les lymphocytes T CD8+, le co-récepteur CD8 interagit avec les CMHs de classe |
présentant des peptides agonistes ou non [352, 355]. Contrairement aux lymphocytes T CD4+, les
TCRs des lymphocytes T CD8+ n’interagissent pas avec les pCMHs du soi pour étre activés [353,
355]. Le modeéle proposé pour I'amplification de I'activation des lymphocytes T CD8+ par les
pCMHs du soi est la concentration de complexes CD8-Lck a la synapse immunologique par
I'interaction entre CD8 et les pCMHs du soi, ce qui permet I'activation de TCRs lié a des pCMHs
agonistes (Figure 8) [355]. La nécessité d’interaction entre les TCRs et les pCMHs du soi pour les
lymphocytes T CD4+ mais pas les lymphocytes T CD8+ est due a la plus faible affinité du co-
récepteur CD4 pour les CMHs [61]. En effet, il a été démontré que les TCRs doivent interagir avec
le pCMH du soi lorsque I'affinité de CD8 pour le CMH est réduite par mutation [356]. En
conclusion, les pPCMHs du soi recrutent les co-récepteurs CD4 et CD8 a la synapse immunologique,

ce qui amplifie I'activation des cellules T en rapprochant la kinase Lck des TCRs.

a Pseudodimer model b Pre-concentration model
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Figure 8. - Modeles d’amplification de I'activation par les peptides non-agonistes pour les

co-récepteurs CD4 (pseudodimere) et CD8 (pré-concentration)

Image reproduite avec la permission de Springer Nature (Nature Reviews Immunology, Vol. 8,
Nicholas R.J. Gascoigne, “Do T cells need endogenous peptides for activation?”’, p.895-900, ©

2008) [65]

1.6.3 Modulation des phosphoinositides

La dynamique des différents sous-types de Pls a la synapse immunologique a été étudiée
avec des sondes de microscopie composée de domaines PH de protéines liant spécifiquement
certains Pls. La localisation de PI(3,4,5)Ps a la synapse immunologique a été étudiée avec des
sondes utilisant le domaine PH de Grp1 [104, 357-359]. PI(3,4,5)Ps est localisé a travers |'entiéreté
de la synapse immunologique lors du contact initial entre le lymphocyte T et une cellule
présentatrice d’antigéne ou une bicouche lipidique planaire chargée avec des pCMHs et ICAM-1
[104, 357-359]. Moins d’une minute suivant la stimulation de la cellule T, PI(3,4,5)P3 migre vers la
périphérie de la synapse immunologique et se déplete au cSMAC [357, 358]. L'activité continue
des PI3K de classe | maintient I'accumulation de PI(3,4,5)Ps a la synapse immunologique dans les
secondes allant dans les heures suivant la stimulation du TCR [357, 358]. La localisation
périphérique de PI(3,4,5)P;s est la conséquence de sa déphosphorylation en PI(3,4)P, au cSMAC
par la phosphatase SHIP1 [360]. La sonde de microscopie composée du domaine PH de la protéine

adaptatrice Bam32 démontre une accumulation de PI(3,4)P2 au cSMAC [360].

Le rapporteur PH-PLCS montre la co-localisation de PI(4,5)P, avec les microagrégats TCR
une minute apres le contact d’'une cellule T avec une bicouche lipidique planaire chargée avec des
molécules de pCMH et de ICAM-1 [318]. En parallele, les isoformes y87 et a de PIP5K sont recrutés
a l'interface d’activation de la cellule T [361]. Le recrutement des PIP5Ks au cSMAC maintiennent
les niveaux de PI(4,5)P; a la synapse immunologique suivant son hydrolyse par PLCy1. Malgré son
accumulation transitoire a la synapse immunologique, PI(4,5)P, disparait progressivement du
cSMAC jusqu’a sa déplétion cing minutes aprés le contact cellule T-CPA [360, 362]. La déplétion
de PI(4,5)P; au cSMAC corréle avec la relocalisation des PIP5Ks au dSMAC [360, 361]. Les PIP5Ks

sont recrutés a la MP par interactions électrostatiques avec les phospholipides acides [304]. La
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présence des PIP5Ks au dSMAC et leur déplétion du cSMAC génére un gradient de concentration

de PI(4,5)P; a la synapse immunologique mature [360, 361].

La localisation des populations de Pls a la synapse immunologique est complexe et régulée
de maniere spatio-temporelle. Des sondes polycationiques composées de R-pre ou de PIP5K
démontrent une réduction du potentiel électrostatique négatif de la MP au cSMAC [310, 360].
L’hydrolyse de PI(4,5)P, par PLCy1 et la déphosphorylation de PI(3,4,5)P3 par SHIP1 réduisent la
charge négative de la MP a la synapse. Ainsi, la localisation de PI(3,4)P2 au cSMAC est insuffisant
pour maintenir la charge négative nécessaire au recrutement de protéines possédant des

domaines polybasiques.

Il a été proposé que la diminution du potentiel électrostatique de la MP causé par la
déplétion de PI(4,5)P, et PI(3,4,5)P3 au cSMAC entraine la dissociation membranaire des chaines
CD3e et CD3T du TCR. L’expression ectopique de la phosphatase Inp54p a la MP diminue le
potentiel électrostatique de la MP par la déphosphorylation de PI(4,5)P, [310]. La
déphosphorylation de PI(4,5)P, par Inp54p meéne a une dissociation membranaire de CD3¢ et
augmente la phosphorylation de CD3C apreés la stimulation du TCR par un pCMH [363]. Sans avoir
été directement démontré, la diminution du potentiel électrostatique de la MP par I'exclusion de
PI(4,5)P, du cSMAC pourrait mener a la dissociation membranaire des chaines CD3¢e et CD3{ du
TCR afin d’amplifier I'activation des cellules T. Considérant I'absence de phospholipides fortement
chargés comme PI(4,5)P, et PI(3,4,5)P3 du cSMAC, la perte globale du potentiel électrostatique
de la MP pourrait promouvoir la dissociation membranaire massive des chaines CD3 de TCRs,

permettant la phosphorylation des ITAMs et I'amplification de la signalisation de la cellule T.

1.6.4 Elévation du calcium intracellulaire

La stimulation du TCR mene a une cascade d’activation complexe résultant en la
translocation de facteurs de transcription au noyau pour I'expression de genes requis pour la
fonction, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T. Un important point de contréle
a I'activation des cellules T est un influx de calcium cytosolique robuste. L’entrée de calcium chez
les lymphocytes T activés est observée suivant une seule interaction TCR-pCMH avec la présence

du co-récepteur CD4. Toutefois, une entrée robuste et soutenue de calcium requiert une dizaine
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d’interactions TCR-pCMH avec CD4 [107]. L’activation des lymphocytes T avec un pCMH agoniste
induit une réponse robuste de calcium, tandis qu’un peptide partiellement agoniste élicite une
réponse transitoire [364]. L'influx de calcium chez les lymphocytes T activés est sensible a la

quantité et a I'affinité des peptides présentés par la CPA [107, 364].

La concentration en calcium du milieu extracellulaire est 20,000 fois plus élevée que la
concentration cytoplasmique basale des cellules T, qui est située a 100nM [138]. L’activation des
canaux CRAC a la synapse immunologique augmente transitoirement la concentration de calcium
locale a 2uM. Le calcium se dissipe et la concentration cytoplasmique globale s’éleve a 600nM
[137, 365]. L'activation des CRACs est essentielle a I'activation soutenue des cellules T, car une
stimulation en absence de calcium extracellulaire méne a une réduction de la phosphorylation

des chalnes CD3 ainsi que des molécules de signalisation proximales du TCR [322, 366].

Les ions de calcium ont été proposés d’agir en tant que compétiteurs pour I'association
membranaire des chaines CD3e et CD3( du TCR a la MP. Des études de FRET ont démontré qu’une
stimulation avec l'ionophore de calcium ionomycine induit la dissociation membranaire des
chaines cytoplasmiques de CD3¢g, CD28 et de I'lgG-BCR [322, 323, 366]. Des expériences de NMR
ont démontré que les ions de calcium déstabilisent I'interaction entre les tyrosines des ITAMs de
CD3¢g, CD28 et de I'lgG-BCR et des bicelles formées de phospholipides acides [322, 323, 366]. Les
ions de calcium neutralisent le groupement phosphate des phospholipides acides comme la PS
[366, 367]. Il a été démontré par NMR gu’une concentration physiologique de 1uM de calcium
induit un faible déplacement du signal phosphate du phospholipide acide PG, indiquant la
neutralisation directe de sa charge négative. De plus, une concentration de 2uM ou 4uM de
calcium meéne a la dissociation de 20% et 40%, respectivement, des chaines CD3¢ associées a des

vésicules composées du phospholipide acide PG [366].

L’augmentation du calcium cytosolique par la déplétion pharmacologique du RE ou I'influx
extracellulaire avec l'ionomycine réduit la charge négative de la MP [310]. La dissociation
membranaire des chalnes cytoplasmiques de CD3¢ et de CD28 a également été induite par I'ion
divalent strontium [322, 366]. Il a ainsi été proposé que les ions divalents comme le calcium

agissent en tant que compétiteurs des domaines BRS des récepteurs immuns pour les interactions
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électrostatiques avec les phospholipides acides. L'influx robuste de calcium par les canaux CRAC
est induit en aval d’une phosphorylation initiale des chaines CD3 et d’une activation de la cascade
de signalisation. Ainsi, il a été proposé que la réduction globale du potentiel électrostatique de la
MP apporté par le calcium mene a I'amplification du signal d’activation des cellules T par la
dissociation des chaines CD3 provenant de TCRs qui ne sont pas directement engagés par un

pCMH agoniste, soit les TCRs non-engagés ou “bystander’” [366].
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1.7 Objectifs de la these

L'activation des lymphocytes T est régulée au niveau du TCR par I'association
électrostatique des chaines CD3e et CD3{ aux phospholipides acides de la MP. Un faible nombre
d’interactions TCR-pCMH agoniste active les lymphocytes T de maniere robuste. Toutefois, les

mécanismes d’amplification de I'activation des lymphocytes T restent peu compris.

Il a été proposé que le calcium régule I'amplification de I’activation des lymphocytes T par
la dissociation membranaire et l'activation de TCRs non-engagés par un pCMH agoniste.
L’activation des cellules T génére un influx de calcium a la synapse immunologique. Il a été
proposé que les ions de calcium compétitionnent avec les chaines CD3€ et CD3T pour I'association
aux phospholipides de la MP. En effet, I'élévation du calcium intracellulaire entraine une

dissociation massive des chaines CD3e et CD3{ de la MP [366].

En plus de s’associer directement aux phospholipides acides afin de neutraliser leur
charge, le calcium est un co-facteur important dans I'activation de plusieurs enzymes. Le calcium
active des scramblases qui redistribuent la PS entre deux feuillets d’'une bicouche lipidique. La
concentration de calcium a la synapse immunologique des lymphocytes T activés serait suffisante
pour activer la scramblase TMEM16F. L'influx de calcium généré par les canaux CRAC suite a la
stimulation des cellules T augmente la concentration cytoplasmique a 2uM a la synapse
immunologique et 0.6pM au restant de la cellule [137, 365]. TMEM16F est la scramblase la plus
exprimée chez les lymphocytes T et sa fonction de redistribution de la PS est activée a 1uM de
calcium [286, 368, 369]. |l a été démontré que la PS est externalisée de maniere non apoptotique
et réversible suite a I'activation des lymphocytes T et B [139, 370-372]. De plus, la PS externalisée

est majoritairement située a la synapse immunologique des lymphocytes T activés [370].

La PS est le phospholipide acide le plus abondant au feuillet interne de la MP et est
essentiel au maintien du potentiel électrostatique négatif de la MP [236]. Ainsi, la redistribution
de PS par TMEM16F pourrait diminuer les interactions électrostatiques entre les BRS des chaines
CD3e et CD3C et la MP. Nous émettons I'hypothese que la modulation de PS a la synapse
immunologique par I'activité scramblase calcium-dépendante de TMEMI16F entraine la

dissociation membranaire des TCRs non-engagés pour I'amplification de la signalisation des



lymphocytes T. Considérant que la scramblase TMEM16F reste peu étudiée chez les lymphocytes
T et que le réle de la modulation de la PS dans I'association membranaire des chaines CD3¢ et

CD3C reste incompris, les objectifs de cette these sont :

1) Etudier la fonction scramblase et la localisation de TMEM16F chez les lymphocytes T en
conditions homéostatiques et lors de la formation de la synapse immunologique.

2) Etudier le rdle de I'élévation du calcium cytosolique et de la redistribution de PS par
TMEMZ16F sur le niveau d’association membranaire de la chaine CD3e du TCR

3) Etudier I'impact de la modulation de la PS par TMEM16F dans I'activation des TCRs non-
engagés et dans I'amplification de la signalisation des lymphocytes T

4) Etudier le réle de TMEM16F lors d’une réponse immunitaire protectrice
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Chapitre 2 - TMEMA16F régule la dissociation membranaire de
CD3¢ et I'activation des TCRs non-engagés a la synapse
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2.1 Mise en contexte du projet

Chez les lymphocytes T au repos, les chaines CD3¢ et CD3{ du TCR s’associent a la MP par
interactions électrostatiques. Un mécanisme proposé pour la dissociation membranaire des
chaines CD3 du TCR lors de I"'amplification de I’activation des cellules T est par I’élévation du
calcium intracellulaire. TMEM16F est une scramblase calcium-dépendante qui redistribue la PS
vers la surface de la cellule et la diminution de la PS au feuillet cytoplasmique de la MP diminue
le potentiel électrostatique de la MP [236, 310]. Nous avons émis I’hypothese que TMEM16F
régule I'association membranaire électrostatique des chaines CD3e et CD3{ du TCR par la
modulation calcium-dépendante de la PS a la MP. Dans ce projet, nous avons voulu clarifier le
réle du calcium et de TMEM16F dans |'association membranaire de CD3¢ et dans I’activation des

cellules T.

Nous avons étudié |'association membranaire de la chaine cytoplasmique de CD3¢ dans la
lignée de cellules T Jurkat par FRET-FLIM. Le FRET-FLIM est une méthode établie pour I’étude du
niveau d’association de CD3¢ a la MP [318]. Afin d’étudier I'impact de la modulation de laPSala
MP sur I'association membranaire de CD3¢g, nous avons généré des lignées cellulaires exprimant
un ARN interférant contre TMEM16F (shTMEM16F, ou shT). En paralléle, nous avons généré des
lignées Jurkat qui surexpriment TMEM16F ou qui expriment un mutant constitutivement actif de
TMEM16F [373]. Avec ces outils, nous avons étudié par FRET la dissociation membranaire de
CD3g, soit en présence ou absence de calcium, ainsi qu’a la synapse immunologique. De plus, le
ciblage intracellulaire de TMEM16F a été étudié par sa conjugaison a une protéine fluorescente.
Enfin, nous avons généré un récepteur chimérique afin d’étudier comment la modulation de PS
par TMEM16F régule I'activation des TCRs non-engagés pour I"'amplification de I'activation des

cellules T.

Notre étude est la premiere a démontrer que la dissociation membranaire de la chaine
CD3e du TCR est régulée par la modulation de PS et par TMEM16F lors de I'activation des cellules
T. De plus, nous avons démontré que TMEM16F régule I'activation de TCR non-engagés,

permettant I'amplification de I'activation des cellules T.
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2.2 Contributions des auteurs

AC : Conception du projet, planification, génération des constructions de plasmides et des lignées
cellulaires, exécution des expériences, analyse et interprétation des résultats, préparation des

figures, écriture du manuscrit.

RP : Conception des expériences en cellules T primaires et exécution du qPCR de cellules primaires

transduites (Figure S1B).

MT: Conception et exécution d’expériences de clonage du TCR A6 et du peptide Tax. Génération
des lignées cellulaires JY-Tax. Optimisation des expériences d’activation de cellules Jurkat TCR A6

avec les cellules JY-Tax.

RL: Conception et exécution d’expériences de clonage de la chimére DR-CD3¢€6 et de la protéine

li. Exécution et préparation de la figure d’activation au pervanadate (Figure S4D).

ABP: Maintien des colonies de souris, génération des constructions de plasmides pLKO.1-

Ametrine, support a la conception et a I'exécution des expériences.

EG: Conception du projet, analyse et interprétation des résultats, préparation des figures, écriture
du manuscrit. Conception, exécution et analyse de I'expérience d’imagerie au Fluo-4 (Figure S2G-

H). Génération des constructions de plasmides HA-KIR-mTFP1.
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2.3 Abstract

Electrostatic interactions regulate many aspects of TCR activity; they promote receptor
assembly, prevent spontaneous phosphorylation by enabling dynamic membrane binding of CD3¢
and C to anionic lipids at the plasma membrane, and promote efficient recruitment of kinases to
initiate signaling. Drastic changes in the electrostatic potential of the plasma membrane have
been observed at the immunological synapse. How the electrostatic interactions that promote
dynamic membrane binding of the TCR-CD3 cytoplasmic domains are modulated during signaling
and affect T cell activation is still unknown. The demonstration that the calcium-sensitive
phosphatidylserine scramblase TMEM16F plays a role in regulating T cell activation shed new light
on potential underlying mechanisms of TCR triggering and signal amplification. Here we show that
calcium-dependent activation of TMEM16F reduces the electrostatic potential of the plasma
membrane during immunological synapse formation by locally redistributing phosphatidylserine.
This in turn increases bystander TCR-CD3 cytoplasmic domain dissociation from the plasma
membrane and enhances TCR-based signaling as well as T cell activation. This study establishes
the molecular basis for the role of TMEM16F in bystander TCR-induced signal amplification by
reducing the electrostatic interactions between the TCR-CD3 cytoplasmic chains and the plasma

membrane at the immunological synapse.

KEY WORDS: T cells, TCR, CD3 epsilon, phosphatidylserine, TMEM16F, cell signaling, electrostatic

interactions.
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2.4 Introduction

The T cell receptor (TCR) is a multi-subunit complex central to our ability to mount a protective,
long lasting immune response. It is composed of the hypervariable o and B chains in addition to
three dimers of CD3 chains (CD3{, CD3&e6 and CD3ey) [1]. The TCRa/B heterodimer typically
recognizes a single peptide presented by the major histocompatibility complex (pMHC) of an
antigen presenting cell [2]. One of the aspects of TCR signaling that is still unclear is the
observation that despite the presence of only a few pMHCs capable of engaging a given TCR, a
much larger proportion of TCRs engage in signaling [3, 4]. Two models have been proposed to
explain the disproportionate engagement of TCRs relative to cognate pMHCs. The first model,
called the serial triggering model, was proposed by the Valitutti group and presents the possibility
that the low affinity nature of pMHC-TCR interactions enables the engagement of a first TCR,
followed by dissociation and association with a nearby TCR [5, 6]. Serial engagement of TCRs
would eventually lead to a sufficient accumulation of signaling in order to fully stimulate T cells
and provides an explanation to the disproportionate internalization of TCRs following simulation
[7]. Conversely, the coagonism model, hereafter referred to as the bystander TCR model because
recognition of peptides within MHCs have been shown to be dispensable, proposes that following
the initial engagement and triggering of a small number of TCRs via cognate pMHC, other TCRs
become engaged through non-cognate or self-peptide presenting MHCs to significantly enhance
T cell responses [8-11]. The Gascoigne group has demonstrated that local accumulation of Lck
through the recruitment of CD8 at the cell-cell interface is a critical component for bystander TCR
triggering and signaling [12]. However, the molecular basis for the regulation of bystander TCR
engagement in signaling has yet to be determined. Indeed, although local accumulation of CD4
and CD8 can be achieved by receptor cross-linking using surface-opsonized antibodies, this fails
to trigger TCRs despite local accumulation of Lck, suggesting the requirement of a critical step

only engaged following the initial triggering of the pMHC-specific TCRs.

Several groups have shown that the cytoplasmic domains of the CD3€ and T chains (CD3gcp,
CD3{cp) dynamically associate with the inner leaflet of the plasma membrane (PM) through
electrostatic interactions, thereby protecting the immunoreceptor tyrosine-based activation

motif (ITAM) tyrosines from spontaneous phosphorylation [13, 14]. This protected state requires
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PM-dissociation and/or conformational changes within CD3ecp and CD3{cp following pMHC
recognition in order to render the ITAMs accessible to kinases for phosphorylation [15, 16].
However, the molecular steps required for inducing PM dissociation and/or conformational
changes in the cytoplasmic domains of the TCR-CD3 chains upon pMHC recognition are not well
understood. It was shown that upon pMHC-induced clustering, the TCR repartitioned within lipid
microenvironments poor in anionic lipid content, suggesting PM dissociation of CD3gcp [14, 17].
Moreover, several groups have shown drastic changes in the electrostatic profile of the PM at the
immunological synapse, suggesting another potential mechanism for TCR-CD3 chain dissociation
from the PM [14, 18]. From these findings, Shi et al. proposed a role for calcium (Ca?*) in reducing
the binding dynamics of bystander TCRs at the synapse through electrostatic charge competition
[19]. Indeed, this study showed that Ca?* mobilized by Ca?* release activated (CRAC) channels
within the immunological synapse promoted membrane dissociation of bystander CD3e chains by
competing for the electrostatic interactions with phosphatidylserine (PS) resulting in signal
amplification. However, studies have shown that electrostatic interactions also promote TCR
signaling and T cell stimulation by enabling Lck recruitment to CD3e and CD28, which would also
be in competition in this model [20-23]. TMEM16F, a Ca?* sensitive PS scramblase, was identified
as a crucial component in regulating TCR signaling strength [24]. Although no direct link between
TMEM16F activity and TCR-CD3 binding dynamics to the PM were made in this study, these
findings provide a new framework to potentially reassess the role of Ca?* in TCR signal

amplification.

In this study, we examined the Ca?*-dependent role of TMEM16F in regulating bystander
receptor binding at the synapse through local redistribution of PS. A reduction in TMEM16F
expression led to a complete inhibition of PS redistribution following Ca?* influx and significantly
reduced bystander receptor dissociation at the synapse as well as TCR-dependent signaling.
Oppositely, expression of a constitutively active mutant form of TMEM16F increased surface
exposure of PS, thereby reducing inner leaflet PS content, and significantly increased bystander
receptor dissociation from the PM in reduced Ca?* influx conditions. This in turn enabled the
engagement of greater numbers of bystander TCR during synapse formation leading to enhanced

T cell activation. Taken together our results highlight the role of TMEM16F in regulating bystander
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receptor binding to the PM and activation by modulating of electrostatic interactions at the

synapse through Ca%*-dependent redistribution of PS.
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2.5 Material and Methods

2.5.1 Mice

Mice were bred and maintained in a pathogen-free environment at the Institute for
Research in Immunology and Cancer animal care facility under a protocol approved by the
University of Montreal Deontology Committee on Animal Experimentation. 6-8 week-old adult
OT-I mice (male and female) were sacrificed and spleens and lymph nodes were collected. The
organs were mechanically disrupted on a 70um mesh and cells were collected by washing with
cold RPMI (Gibco). The cells were incubated with red blood cell lysis buffer (150mM NH4Cl, 10mM
KHCO3, 0.1mM EDTA pH 7.4) for 5 minutes on ice. The cells were washed and the OT-I T cells were
purified using the MojoSort Mouse CD8 T Cell Isolation kit (BioLegend). CD8 T cell purity was
confirmed by anti-CD8a (BD Biosciences) surface staining for 30 minutes on ice and flow
cytometry analysis. Freshly isolated primary OT-1 T cells were cultured in RPMI + GlutaMAX
supplemented with 10% FBS, 100U/mL penicillin, 100pug/mL streptomycin, 0.005% B-
mercaptoethanol, 1mM sodium pyruvate, 20mM HEPES, 25ng/mL IL-7 and 100ng/mL IL-15. IL-2

was added to the culture at a 20ng/mL concentration the day following sacrifice.

2.5.2 Cell lines

All cell lines were purchased from ATCC. All cell lines were maintained at 37°Cin presence
of 5% CO,. Jurkat E6.1 T cells (human male) and JY B lymphoblastic cells (human male) were
cultured in RPMI + GlutaMAX (Gibco) supplemented with 10% FBS, 100U/mL penicillin, 100ug/mL
streptomycin and 10mM HEPES pH 7.4. Jurkat cells were monitored for surface a/f TCR
expression by surface staining with anti-a/B TCR clone IP26 (Thermo Fisher Scientific) and flow
cytometry analysis. HEK293T cells (human female) were cultured in DMEM + GlutaMAX (Gibco)
supplemented with 10% FBS, 100U/mL penicillin, 100ug/mL streptomycin and 10mM HEPES pH
7.4. For lentiviral production, the HEK293T cells were cultured in DMEM + GlutaMAX
supplemented with 15% FBS, 100U/mL penicillin, 100ug/mL streptomycin and 10mM HEPES pH
7.4. HEK293T cells were passaged every 2-3 days using a solution of PBS containing 0.5% FBS,
2mM EDTA pH 8.0 and 10mM HEPES pH 7.4.
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2.5.3 Plasmids

The li sequence was a kind gift from J. Thibodeau (University of Montreal, Canada) and
was subcloned into a pHAGE vector by overlap PCR. The wild-type and mutant TMEM16F
sequence were a kind gift from S. Nagata (Kyoto University, Japan). The TMEM16F sequences
were subcloned into a pHAGE vector containing a P2A sequence followed by the mAmetrine
fluorescent protein. shRNA sequences for human and mouse TMEM16F were obtained from the
Mission shRNA Library (Sigma-Aldrich) and the hairpin loop was modified to the TATAACT
sequence. The shRNAs were subcloned into a pLKO.1 vector expressing Ametrine under the hPGK
promoter using Agel and EcoRlI restriction enzymes (New England Biolabs). All other constructs

were generated by overlap PCR and subcloned into a pHAGE vector.

2.5.4 Lentivirus production

For transduction of Jurkat T cells, HEK293T cells were seeded in a tissue culture-treated 6-
well plate. The following day, HEK293T cells were transfected with packaging plasmids: 0.625ug
VSV-G (pMD2.g), 0.3125ug RRE (pMDLg/pRRE) and 0.3125ug REV (pRSV-REV) and 1.5ug of the
plasmid of interest using TransIT-LT1 reagent (Mirus) following the manufacturer’s protocol. The
packaging plasmids were a kind gift from Didier Trono (Addgene plasmids # 12251, 12253, 12259).
After 16 hours incubation, the medium was changed. Supernatants were harvested 36 hours after
medium change. For primary T cell transduction, HEK293T cells were seeded in a 10cm tissue
culture-treated dish. The following day, the cells were transfected with packaging plasmids (3ug
VSV-G, 1.5ug RRE and 1.5ug REV) and 6ug of the plasmid of interest with TransIT-LT1 reagent
following the manufacturer’s protocol. The medium was changed after 16 hours incubation and
replaced with 15% HEK293T medium. Supernatants were harvested 36 hours following medium
change. The supernatants were filtered (0.45um) and the virus was concentrated by
ultracentrifugation at 25,000rpm for 90 minutes. 300uL ice-cold PBS was added to the pellet and
the virus was allowed to resuspend overnight at 4°C. The virus was snap frozen on dry ice the

following day and viral titers were determined in Jurkat T cells.
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2.5.5 Lentiviral transduction

1 x 10°Jurkat T cells were transduced at a 1:1 ratio of cells to viral supernatant in 24-well
plates with 8ug/mL of polybrene (Sigma-Aldrich). The cells were spin infected at 2,000rpm for
one hour at 37°C. The cells were incubated at 37°C for at least one hour before dilution for
overnight incubation. The medium was changed the following day and cells were allowed to rest
for 48 hours prior to flow cytometry analysis. Primary T cells were transduced 48 hours after
isolation with a viral multiplicity of infection of 15 with 5pug/mL protamine sulfate (Sigma-Aldrich).
The cells were spin infected at 2,000 rpm for 1.5 hours at 37°Cin a 24-well plate previously coated
with 20ug/mL retronectin (Takara). IL-2 was added at a final concentration of 20ng/mL before
overnight incubation at 37°C. The following day, the cells were washed and cultured for 3 days
with 20ng/mL IL-2, 12.5ng/mL IL-7, and 50ng/mL IL-15. The transduction efficiency was
determined by flow cytometry analysis and cells were sorted based on intracellular fluorescence
with a BD FACSAriall cell sorter (Becton Dickinson). For cells transduced with pHAGE-HA-KIR or
pHAGE-HA-DRaBTM-CD3edCT constructs, the cells were surface stained with anti-HA antibody

(Rockland Immunochemicals) for 30 minutes on ice prior to cell sorting.

2.5.6 Flow cytometry

For the different calcium flux assays, Jurkat T cells and OT-I T cells were loaded for 15
minutes at RT with 0.1uM Fluo-4 AM diluted in PBS. Following a wash step, esterase cleavage was
allowed by incubating the cells for 1 hour at RT. Cells were kept on ice until flow cytometry
analysis. For analysis, cells were equilibrated at RT for 10 minutes, stained with 1:500 Annexin-V
(eBiosciences) and and 1:1000 propidium iodide (eBiosciences) for 5 minutes at RT. All Annexin-
V stains were performed in Annexin-V binding buffer (eBiosciences) supplemented with 0.5% FBS.
For kinetic analysis in Jurkat T cells, fluorescence was recorded for 1 minute, DMSO or the
indicated concentration of ionomycin (Sigma-Aldrich) was added and fluorescence was recorded
for a further 9 minutes. For Jurkat activation assays, cells were activated with 10ug/mL PHA-L at
37°C and fluorescence was recorded at the indicated time points. For primary T cells, cells were
stimulated with either DMSO or 2uM ionomycin at RT, and fluorescence was recorded after 10
minutes. For surface PS flipping assays, cells were treated with 2uM ionomycin for 5 minutes at
RT. Cells were washed and stained with Annexin-V for 30 minutes on ice. Cells were washed and
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either propidium iodide or 7AAD was added. Cells were kept on ice until flow cytometry analysis.
Whole cell phosphatidylserine content was determined by fixing cells with Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) for 30 minutes on ice. Cells were washed in Annexin-V binding buffer containing 0.1%
digitonin and cells were stained for Annexin-V in this buffer as previously detailed. Intracellular
calcium was chelated with 10uM BAPTA-AM treatment for 45 minutes at RT, following by an
Annexin-V surface stain as previously described. All flow cytometry experiments performed on a
Canto Il (Becton Dickinson) or ZE5 (Bio-Rad) flow cytometer and analyzed with FACSDiva (Becton
Dickinson) and FlowlJo (TreeStar). For activation assays, the cells were stained with 1:200 CD69
clone FN50 (Thermo Fisher Scientific), 1:200 anti-aBTCR clone IP26 (Thermo Fisher Scientific),
1:500 clone JR2 VB8-TCR (BioLegend), 1:500 Thy1.1 clone HIS51 (Thermo Fisher Scientific) in FACS

buffer for 30 minutes on ice, and Annexin-V as previously described.
2.5.7 Bystander TCR activation assay

2.5.7.1 Cognate pMHC stimulation

For immunological synapse assay of Jurkat cells expressing the A6-TCR, the Jurkat cells
transduced with the A6-TCR (GFP+) were mixed at a 1:1:1:1 ratio between the GFP+ WT, TM and
Mut populations and the GFP- WT cells. The mixed population of A6 cells were incubated in
triplicates at a 1:1 ratio with the JY cells expressing the Tax-mRFP construct in flat-bottom 96-well
plates. Cells were activated overnight at 37°C. The cells were surface stained with anti-CD69, anti-

VB8 TCR, anti-Thyl.1 and Annexin-V.

2.5.7.2 Chimeric Immune Receptor Stimulation

For activation of cells expressing the HA-DRaBTM-CD3e8CT chimera, the cells were
incubated at 37°C for the indicated time points with the indicated concentration of anti-HLA-DR
clone L243 (BiolLegend), anti-CD4 clone OKT4 (Tonobo Biosciences), anti-CD3 clone UCHT1
(BioLegend) or PMA/ionomycin. The cells were stained as previously described with anti-CD69,
anti-VB8 TCR, anti-Thy1.1 and Annexin-V. For surface staining of the DR chimera, the cells were
either left unstimulated or activated for the indicated time points with 2.5ug/mL plate-bound

anti-CD4 antibody and biotinylated anti-HLA-DR clone L243 (BioLegend) or anti-CD3 clone UCHT1.
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Following activation, the cells were stained with biotinylated anti-HLA-DR followed by

Streptavidin-AlexaFluor-647 (Thermo Fisher Scientific) and anti-Vp8.

2.5.8 Western blotting

Cells were activated with 10ug/mL PHA-L (Roche) at 37°C for the indicated time points.
The activation reaction was stopped by adding ice-cold lysis buffer (150mM NaCl, 20mM HEPES
pH 7.5, 50mM NaF, 1mM NaV04, 5mM EDTA, 1% NP-40, 1X protease inhibitor (Roche), 1ImM
iodoacetamide and 1mM PMSF). Cells were allowed to lyse for 30 minutes at 4°C and proteins
were isolated by the methanol-chloroform method. Proteins were resuspended in 1X LDS Sample
buffer (Life Technologies) with 10mM DTT and boiled for 10 minutes. Proteins were equally
loaded on two separate NuPage 4-12% Bis-Tris gels (Life Technologies) in 1X MES buffer (Life
Technologies). Proteins were transferred on PVDF membranes (Roche). Membranes were
blocked in TBS buffer containing 0.1% Tween-20 (BioShop) and 3% bovine serum albumin
(BioShop), and stained for either phospho-specific signal or total protein. Primary antibodies of
phospho-specific or total proteins for LAT and ZAP-70 (T Cell Signaling Sampler kit, Cell Signaling
Technologies), CD3Z clone 6B10.2 (SantaCruz Biotechnology), phospho-specific CD3Z (Y142) clone
EP265(2)Y (Abcam), MEK1 (BD Transduction Laboratories), and phospho-specific MEK1/2
(S217/221) clone 41G9 (Cell Signaling Technology), were diluted 1:1000 and added to the
membranes for overnight incubation at 4°C. Membranes were washed and 1:10000 diluted HRP-
labelled secondary antibodies were added for one hour at RT. Membranes were washed and
proteins were detected with the Clarity ECL substrate (Bio-Rad) and ImageQuant LAS 4000 imager
(GE Healthcare). Quantification of phosphorylation kinetics, the signal obtained from phospho-
specific staining was normalized to that of loading signal and the data was then represented as

relative ratios compared to time zero.

2.5.9 Immunoprecipitation assay

8 x 10° cells expressing the HA-DRaBTM-CD3e8CT chimera were activated with 50uM
pervanadate for 10 minutes at 37°C. The activation reaction was stopped with ice-cold lysis buffer
as previously described. Cells were allowed to lyse for 30 minutes at 4°C and the supernatant was

collected following centrifugation. For the immunoprecipitation assay, the supernatant was pre-
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cleared with Dynabeads Protein G (ThermoFisher Scientific) for 30 minutes at 4°C. The beads were
removed by centrifugation and the HA-DRafTM-CD3e8CT chimera was coupled to 2ug anti-HLA-
DR clone L243 (BioLegend) for 1 hour at 4°C. The HA-DRaBTM-CD3&6CT chimera was pulled down
by incubation for 2 hours at 4°C with 0.45ug Dynabeads Protein G. For co-immunoprecipitation
of the HA-DRaBTM-CD3e8CT chimera or the TCR, 8 x 10° cells were lysed in ice-cold lysis buffer
(150mM NaCl, 20mM HEPES pH 7.5, 50mM NaF, 1ImM NaVO04, 5mM EDTA, 1X protease inhibitor,
1mM iodoacetamide and 1mM PMSF) containing 1% digitonin. Cells were allowed to lyse for 30
minutes at 4°C and were centrifuged at 10,000rpm for 10 minutes. The supernatant was collected
and a small amount was used for protein isolation by the methanol-chloroform method (input).
The remaining cell lysate was immunoprecipitated by adding 2ug of anti-HLA-DR clone L243
(BioLegend) or anti-CD3 clone UCHT1 (BioLegend). The antibodies were incubated for 1 hour at
4°C. 0.45pg of Protein G Dynabeads (Thermo Fischer Scientific) were washed in PBS and added to
the cell lysate. The beads were incubated for 2 hours at 4°C. For the immunoprecipitation of
activated receptors, 4x10° cells were activated for the indicated time points with 2.5ug/mL plate-
bound anti-CD4 and biotinylated anti-CD3 clone OKT3 (BioLegend) or biotinylated anti-HLA-DR
clone L243 (BioLegend). Cells were lysed in ice-cold lysis buffer containing 1% digitonin as
previously detailed. The activated DR chimera was pulled-down with 1ug biotinylated anti-HLA-
DR antibody and the activated TCR was pulled-down with 1ug biotinylated anti-CD3 antibody for
1 hour at 4°C. 0.45ug of Streptavidin M-280 Protein G Dynabeads (Thermo Fischer Scientific) were
washed in PBS and added to the cell lysate. The beads were incubated for 2 hours at 4°C.
Following immunoprecipitation, the beads were washed four times with lysis buffer. Beads were
resuspended in 2X LDS Sample buffer (Life Technologies) with 10mM DTT and boiled for 10
minutes. The beads were separated by centrifugation in a filtered centrifuge tube. The volume
was adjusted to 20uL prior to gel loading. Western blotting was performed as previously
described with anti-CD36 clone EP4426 (Abcam), anti-CD3e clone M20 (SantaCruz
Biotechnology), anti-CD3, anti-HA clone HA-7 (Sigma-Aldrich) and anti-phosphotyrosine (Cell

Signaling Technologies).
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2.5.10 RNA extraction and real-time PCR

RNA was extracted using TRIzol (Life Technologies) according to the manufacturer’s
protocol. The extracted RNA was reverse transcribed with the High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems). Real-time PCR was performed on cDNA using the
Advanced gPCR MasterMix (Wisent) supplemented with ROX Reference Dye (Life Technologies)
and a StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosciences). Relative mRNA abundance for
mouse and human TMEM16F over human GAPDH were quantified with the 222 method. For
mouse and human TMEM16F, the forward primer was 5" - CCACCAGAAGCCGCATTGT - 3’ and
reverse primer 5 - GATAAGATCCAAGGGCTGC — 3'. The primers for rescued TMEMI16F were
forward 5’ - CACCAGAAGCCGCATTGTTT — 3" and reverse 5’ - TGAGCCCATTCTCTGTACAG —3’. The
primers for GAPDH were forward 5 — TTGCCATCAATGACCCCTTCA — 3’ and reverse 5 —
CGCCCCACTTGATTTTGGA —3’. For primary OT-I T cells, RNA was extracted after cell sorting using
the RNeasy Mini kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. The extracted RNA was
reverse transcribed and the gPCR were performed as previously described. The primers for mouse
Tmem16f are forward 5 - GCAGCCCTTGGATCTTATCA - 3’ and reverse 5 -
TGCTGTAGCTCAACGGTGTC — 3'. The primers for the housekeeping gene Hprt are forward 5’ -
TCCTCCTCAGACCGCTTTT — 3’ and reverse 5’ - CCTGGTTCATCATCGCTAATC — 3’. Relative mRNA

abundance of mouse Tmem16f over Hprt were determined as previously detailed.

2.5.11 High-resolution confocal imaging

Imaging for membrane targeting of TMEM16F was performed in glass bottom culture
dishes (MatTek Corporation). Cells were washed in Ringer’s solution and mounted on an LSM880
microscope with a Plan-Apochromat 63x/1.4 Qil DIC M27 objective. Images were acquired using
the Argon 488nm laser line and fluorescence was detected using the super-resolution Airyscan
detector using a 505/30nm BP filter. Images were processed for Airyscan deconvolution with the

Zen software (Zeiss Microscopy).

2.5.12 Measurement of relative inner leaflet PS content

Imaging for the relative phosphatidylserine content at the inner leaflet of the plasma

membrane was performed as previously described in glass bottom culture dishes. Images were
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acquired using the Argon 488nm laser line for eGFP and HeNe 561nm laser line for mRFP1.
Fluorescence was detected using the super-resolution Airyscan detector using a 505/30nm
bandpass filter for eGFP and a 595/40 bandpass filter for mRFP1. Images were processed for
Airyscan deconvolution with the Zen software. Membrane fluorescence of eGFP and mRFP1 was
quantified in Imagel/Fiji by generating ROIs around the plasma membrane of the cells. Three ROls
per cell were generated in order to obtain three measurements per cell. For each ROI, the relative
PS abundance was obtained by normalizing the fluorescence intensity of mRFP1 over the
fluorescence intensity of eGFP. The mRFP1/eGFP ratios obtained from the three ROIs were
averaged for every cell quantified. The procedure was repeated for every cell quantified (>50 cells
per cell line per experiment). The relative PS abundance (mRFP1/eGFP ratio) was normalized for

each cell line over the relative PS abundance of the Ame cell line.

2.5.13 Fluorescence lifetime imaging and FRET efficiency calculations

Microscopy slides were acid-washed with Piranha solution (70% sulfuric acid, 30%
hydrogen peroxide) and were mounted in a flow cell. Cells were washed in PBS and were added
drop by drop on the microscopy slides. Cells were allowed to adhere to the slide for 5 minutes at
RT and Ringer’s solution was injected in the flow cell. The flow cell was mounted on an LSM880
microscope with a 63x Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27 objective. The mTFP1 fluorescence
at the plasma membrane was observed by excitation with the Argon 458nm laser line and
detection at 465-515nm. The plasma membrane mVenus fluorescence was observed by
excitation with the Argon 514nm laser and detection at 523-602nm. Fluorescence lifetime was
determined by excitation at 840nm with a Chameleon two-photon laser at 2.5% intensity and
pulsed at 80 MHz. Photons were acquired with a Becker & Hickl TCSPC module and detected with
a filter cube containing 535/30nm and 480/40nm bandpass filters and a 510nm dichroic mirror

(Chroma). The photons were accumulated for 30 seconds with a 0.52usec pixel dwell time.

For calcium flux assays, 0.3 uM or 2uM ionomycin diluted in Ringer’s solution was injected
into the flow cell and cells were activated at RT for 5 minutes prior to imaging. Confocal and FLIM
images were acquired as previously described. Data was exported to SPCImage (Becker and Hickl)

for analysis of fluorescence lifetime. A dual exponential decay curve fitting and was used to
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calculate the membrane mTFP1 fluorescence lifetime, where the second component was fixed at
2250ps. Plasma membrane sections containing more than 10,000 photons (binning of 5) were
used for lifetime and FRET calculations. The corresponding membrane sections were quantified

for mVenus mean fluorescence intensity using Imagel.

To determine the FRET efficiency using FLIM, we first measured the basal fluorescence
half-life of mTFP1 in the absence of the acceptor fluorophore for each of the cell lines. We then
measured the fluorescence half-life of mTFP1 in the presence of PM-Venus in either control

conditions or following the indicated ionomycin treatment.
We determine the FRET efficiency (E) as follows:

Where X is the fluorescence half-life measured in the ,cell line in either the FRET (TFP-Venus) or

basal (TFP) setting in either the control or ionomycin conditions (.

2.5.14 Calcium flux imaging

Wild-type Jurkat cells were washed twice in PBS and then labelled for 15 minutes with
Fluo-4 AM (Invitrogen) according to manufacturer’s guidelines. Following labeling, cells were
washed in PBS and then put in culture in complete RPMI for a minimum of 30 minutes prior to
imaging. Flow cell preparation and cell adherence was done as previously described. Following 5
minutes of incubation to allow for cell adhesion, DMSO or 2lLM ionomycin was injected into the
flow chamber using the injection port. Imaging of Fluo-4 fluorescence began 5 seconds prior to
injection. Cells were imaged at 5 seconds intervals for 2 minutes using the 488nm Argon laser and
images were acquired using spectral detection GaAsP detectors set at a detection window of 505-

545nm.

2.5.15 Conjugate formation
Forimmunological synapse imaging, silicate beads (Bangs Laboratory) were washed in PBS
and incubated overnight at 4°C with 6ug/mL Streptavidin conjugated to AlexaFluor-647. The
beads were washed and incubated with 2ug/mL each of biotinylated anti-CD3 clone OKT3
(BioLegend) and anti-CD28 antibodies (Biolegend) for 30 minutes at 4°C. The beads were washed
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in PBS, pelleted and added drop by drop on acid-washed microscopy slides in a flow cell. The
beads were allowed to adhere to the slides for 5 minutes. Cells were washed in Ringer’s solution
and were injected into the flow cell. Confocal images were acquired as previously detailed for
either eGFP or mTFP1/mVenus. For TMEM16F-eGFP and TMEM16F-Mut-eGFP, cells were imaged
for 10 minutes at 30 seconds intervals. For the mTFP1/mVenus radiometric imaging, cells were
left to form synapses for 5 minutes prior to imaging. Cells were imaged up to 10 minutes before
discarding the flow cell and repeating the experiment with fresh beads and cells. The silicate
beads conjugated with AlexaFluor-647 were excited with the 633nm laser line and detected at

641-735nm. Data was analyzed in Imagel as previously described.

2.5.16 Donor dequenching measurements and calculations

The mean fluorescence intensity (MFI) of mTFP1 and mVenus fluorescence were analyzed
in Imagel by gating ROIs around the membrane section of the synapse and non-synapse area of
the cell. ROIs were chosen as such to avoid the presence of intracellular vesicles or membrane
folds, which could provide erroneous measurements. The relative ratiometric changes in mTFP1
fluorescence was analyzed by normalizing the ratio of synapse/non-synapse MFI over the 3TFP
cell line ratio taking into account possible changes in mTFP1 and mVenus at the plasma
membrane independent of membrane dissociation. The mTFP1 normalized relative fold change

(NRFC) was calculated as detailed below:

2.5.16.1 mTFP1 Normalized Relative Fold Change (NRFC)
TFP NRFC = xTFP NFC/a3TFP NFC.

Where x defines the cell line (Src, ShT, 3TFP, Ame, WT, or Mut),

and NFC = (sTFP/pTFP)/(sVenus/pVenus); where s defines the fluorescence of indicated
fluorophore at the synapse; p defines the fluorescence at the plasma membrane of the same cell.
The mVenus signal ratios (sVenus/pVenus) are used as denominators to correct for potential
changes in the distribution of the fluorescent probes within the PM, which could potentially

impact simple TFP ratios independent of membrane dissociation.
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a3TFP-NFC defines the average (a) of mTFP1 NFC calculated in the 3TFP reference cell line and is
used as denominator to obtain an NRFC of 1 for the 3TFP cell line, while showcasing data
variability. Differences in mTFP1 NRFC across the various cell line is therefore indicative of loss of

FRET between mTFP1 and mVenus due to membrane dissociation of the CD3¢gcp.

2.5.16.2 mVenus relative fold change (RFC)
Venus RFC = xVenus FC/a3TFP yFC

Where x the cell line (Src, ShT, 3TFP, Ame, WT, or Mut),

and Venus FC = (sVen/pVen); where sVen: defines Venus fluorescence at the synapse; and pVen:

defines Venus fluorescence at the plasma membrane of the same cell.

a3TFP yFC defines the average (a) of Venus FC (vFC) in the 3TFP reference cell line and is used as
denominator to obtain an average of 1 for the 3TFP cell line, while showcasing data variability.
This is used to illustrate that there are no gross differences in PM-Venus distribution at the

synapse in the various cell lines, which could account for the TFP NRFC across different cell lines.

2.5.17 Statistical analysis

All data are shown as mean = SD or SEM as indicated in the legends. Number of samples
and experimental repetitions are shown in each figure as n. Statistical significance was analyzed
using Prism 7 (GraphPad) and the type of analysis is indicated in figure legends. Statistical

significance was considered when p < 0.05. Figure legends include the n and p values.
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2.6 Results

2.6.1 TMEM16F regulates Ca%*-dependent PS redistribution at the plasma

membrane

The Nagata group showed that TMEM16F promotes PS exposure in B cell lines following
ionomycin treatment [25]. Recent studies provided evidence into its potential role in T cell
activation, although the underlying mechanisms have yet to be defined [24]. In order to study the
role of TMEM16F in modulating T cell activation, we first determined whether it was the primary
calcium-dependent PS scramblase in the Jurkat T cell line. We generated Jurkat cells that express
either TMEM16F-specific (ShT) or scrambled (Scr) shRNAs via lentiviral transduction (Fig. 1A). ShT
cells displayed a small but significant reduction in steady-state PS exposure, but had no change in
cell viability (Fig. 1, B and C). Reduction in TMEM16F abundance led to a complete inhibition of
PS surface exposure following ionomycin treatment, but had no impact on calcium flux (Fig. 1, D
and E). Similar observations were made in mouse OT-I cells transduced to target or not TMEM16F
using shRNAs validating the role of TMEM16F in Ca?*-dependent PS scrambling in T cells (fig. S1,
Ato C).

To validate that lack of PS exposure following ionomycin treatment was specifically linked to
reduced TMEM16F expression and not due to a non-specific effect of shRNA activity, we
performed a rescue experiment with codon-swapped, GFP-tagged murine TMEM16F. Rescuing
TMEM16F expression fully recovered PS exposure upon ionomycin treatment (Fig. 1D).
Moreover, expression of TMEM16F-GFP did not alter the overall phenotype of Jurkat cells as
observed by TCR surface expression (fig. S1D). Rescued cells displayed increased amounts of PS
redistribution following ionomycin treatment (Fig. 1D). To determine whether this was due to an
increase in overall TMEM16F expression, we determined the abundance of total TMEM16F
mMRNAs using qPCR (mouse and human). Our data indicate that the rescue cell line express a ~6-
fold increase in total TMEM16F mRNA, linking enhanced PS redistribution following calcium flux

to increased TMEM16F expression, although no linear correlation could be made (fig. S1E).
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Due to discrepancies in subcellular localization of TMEM16F between a study in T cells in
comparison to studies performed in other cell types, we next determined the subcellular
localization of GFP-tagged TMEM16F using confocal microscopy [24]. Confocal image analyses
showed that TMEM16F-GFP was primarily localized at the PM in resting Jurkat cells to the same
extent as PM-targeted GFP (consisting of amino acids 1 through 10 of Lck fused to GFP through a
GSS linker) as observed in previous non-T cell studies (Fig. 1F and fig. S1F) [17, 25, 26]. Due to
the rescue ability of the GFP-tagged TMEM16F used in these experiments, we are confident in its
PM localization in our model. Next, in order to assess its potential role in mediating TCR signaling,
we assessed the subcellular localization of TMEM16F during immunological synapse formation
using silicate beads coated with Alexa-647-labeled streptavidin (SA647) and biotinylated anti-
CD3e/CD28. TMEM16F was observed at the immunological synapse (Fig. 1, G and H, and fig.
S1G). Taken together, our results corroborate previous findings that identify TMEM16F as the

major PS scramblase in T cells and suggest that it might play a role in controlling TCR signaling at
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Figure 1. — Knockdown of endogenous TMEM16F in Jurkat T cells abrogates Ca?*-dependent

phosphatidylserine redistribution at the plasma membrane.

(A) FACS analyses for Ametrine expression and purity of sorted Jurkat cell lines expressing
Scrambled (Scr) or TMEM16F-targeting (ShT) shRNAs (left). Relative TMEM16F mRNA expression
in Scr and ShT cells by gPCR is shown right. (B) FACS analyses and quantification (left and right
respectively) for surface PS exposure (Annexin-V) of Scr and ShT cell lines. Data presented as
relative to Scr cells. (C) FACS analyses and quantification (left and right respectively) for cell
viability (Propidium iodide) of Scr and ShT cell lines. Data presented as relative to Scr cells. (D)
Real-time PS exposure following DMSO or 2uM ionomycin treatment of Scr, ShT and TMEM16F-
GFP rescue (Rescue) cell lines. Results presented as Annexin-V labeling fold change (F.C.) over T=0
seconds and normalized over DMSO stimulation. Dotted lines indicate 95% confidence interval.
(E) Real-time calcium influx fold change (F/F0) as measured by Fluo-4 labeling following DMSO or
2uM ionomycin stimulation of Scr and ShT cell lines. (F) Confocal images of PM-targeted GFP and
TMEM16F-GFP (left and right respectively) expressing Jurkat cells. Scale bars represent 5um. (G)
Real-time confocal imaging of TMEM16F-GFP expressing Jurkat cells during immunological
synapse formation using silicate beads coated with biotinylated anti-CD3¢/CD28 and Alexa-647-
labeled streptavidin (SA647). Scale bars represent 5um, and time stamps (t) are in seconds. (H)
High magnification image of ROI depicted in G. Scale bars represent 5um. All experiments are
representative of a minimum of three independent experiments. Images are representative of >
30 cells/synapses. Statistical significance was analyzed using unpaired two-tailed Student’s t test.

All data presented as mean + SEM. P values: *** p < 0.001; * p < 0.05; ns.: non-significant.
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2.6.2 Ca**-dependent PS redistribution modulates bystander CD3gcp

membrane binding dynamics at the plasma membrane

In previous studies, ORAl1-dependent Ca%* entry into cells following TCR stimulation was
shown to occur at the immunological synapse [19, 27]. Because of this, it was proposed that
calcium flux from the synapse would lead to a transient but high local concentration of Ca?*, which
could enable the dissociation of CD3ecp from the PM by competing for the negatively charged
phospholipids [19]. However, with the demonstration that the TMEM16F scramblase activity is
stimulated by elevated Ca?*, we hypothesized that CD3ecp dissociation from the PM may require
both charge competition and PS redistribution in order to dissociate during immune synapse
formation. To test this, we first developed and validated a new Fluorescence resonance energy
transfer (FRET) approach, based on our previously published work, which made use of a chimeric
KIR2DL3 protein fused to TFP (KIR-TFP) as donor, and the PM labeling dye R18 as the acceptor
[13, 21]. Although useful for studying CD3ecp membrane binding dynamics during TCR triggering
and ionomycin treatment, this approach did not easily lend itself to immunological synapse
analyses [17, 28]. To overcome this, we setup a new random proximity FRET assay between the
KIR-TFP proteins, and a plasma membrane targeted mVenus (PM-Venus) by fusing it to the N-
terminal domain of Lck consisting of amino acids 1 through 10 as done previously (fig. S2A) [17].
To do so, we first created a clonal cell line expressing PM-Venus. Next, we built a ‘membrane
association ladder’ comprised of a 3 (3-TFP) or a 50 (50-TFP) amino acid long linker between the
TM domain of the KIR fusion receptor and the TFP moiety, which mimic the PM-bound and
unbound states of CD3ecp respectively (fig. S2A) [13]. We generated KIR-TFP cell lines using a
highly restrictive gating strategy so that TFP and Venus expression were identical across cell lines
(fig. S2B). This is a critical aspect of this approach because random proximity FRET follows a linear
correlation between local concentrations of both donor and acceptor molecules for FRET

efficiency [29].

To determine the FRET range between the 3-TFP or 50-TFP and PM-mVenus we performed
Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM) analyses using Time Correlated Single Photon
Counting (TCSPC) [30] (Fig. 2A). We measured a mean fluorescence half-life of 2.22 (+ 0.01)

nanoseconds (ns) for 3-TFP and 50-TFP in the absence of the acceptor PM-Venus, consistent with
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the reported fluorescent half-life of this protein [17]. Co-expression of 3-TFP and PM-Venus
(3FRET) reduced TFP half-life significantly (FRET efficiency of 11.71 + 1.33%) (Fig. 2, B and C).
Comparatively, co-expression of 50-TFP and PM-Venus (50FRET) resulted in a smaller reduction
in fluorescence lifetime indicating a greater distance between the TFP moiety and the PM-
targeted Venus (FRET efficiency of 5.3 + 1.025%). Differences in FRET efficiencies were also
visualized by changes in the fluorescent decay profiles due to energy transfer from donor
fluorophores with longer half-lives to acceptor fluorophores leading to the generation of multi-
component fluorescence decay curves (Fig. 2D) [31]. As expected from random proximity FRET
assays, FRET efficiencies between TFP and Venus displayed a linear correlation according to
fluorescence intensities of plasma membrane-targeted Venus (fig. S2C). Together, these results
show the sensitivity and robustness of our approach and its ability to measure PM proximity of

the C-terminally tagged portion of cytoplasmic domains in live cells.

Next, we analyzed the effects of TMEM16F inhibition on CD3ecp PM binding dynamics
following robust calcium flux. We first generated a FRET cell line expressing TFP-tagged CD3&cp
fused to KIR2DL3 (KCD3E-TFP) and PM-Venus as described above (fig. S2D). We subsequently
used this cell line (CD3-FRET) to generate two additional cell lines that express (Scr) or not (ShT)
TMEMA16F (fig. S2, D and E) [32]. Stable co-expression of all the components did not change the
inhibition of PS redistribution in ShT cells (fig. S2F). To monitor CD3ecp membrane binding to the
PM following robust Ca?* flux, we first determined the time at which cells mobilized Ca?* following
ionomycin injection into the imaging flow chamber. To do so, we labeled WT Jurkat cells with the
calcium indicator Fluo-4 and treated the cells with 2uM ionomycin or DMSO control using the
injection port in the flow cell, and then monitored Ca?* entry by imaging Fluo-4 fluorescence
intensities using confocal microscopy (fig. S2G). Using this approach, we determined that
maximum Ca?* entry occurred within 50 seconds of ionomycin injection using our microscopy
setup (fig. S2H). With this, we determined that imaging membrane binding dynamics of the CD3-
FRET cell lines should be done at a minimum of 6 minutes following ionomycin injection to enable
TMEM16F-dependent PS scrambling. This is based on observations made in our previous FACS
analyses where we observed maximal PS redistribution at 5 minutes after ionomycin treatment,

but where calcium flux was instantaneous (Fig. 1, D and E).
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We next measured the effects of TMEM16F inhibition on CD3ecp electrostatic PM binding
following robust Ca?* influx following ionomycin treatment (Fig. 2E). In control conditions (ctrl),
Scr and ShT cells expressing the FRET reporters displayed similar fluorescence half-life and FRET
efficiencies (E=11.3+1.89% and 11.34 + 1.72% respectively) as the 3FRET cells indicating efficient
PM binding of CD3ecp (Fig. 2, F and G). lonomycin treatment lead to a significant increase in
fluorescence half-life and reduction in FRET efficiency in Scr cells (E = 5.3, + 0.96%), but not ShT
cells (E=11.25 + 1.72%), indicative of PM dissociation of CD3gcp only in Scr cells (Fig. 2, F and G).
Changes in fluorescence lifetime could be observed across all levels of PM-Venus fluorescence
intensities at the PM, as expected from such an assay (Fig. 2H). Changes in FRET efficiency in the
fluorescence photon counting profiles and calculated decay curves of TFP were also observed in
Scr, but not ShT cells (fig. S2I). As expected, we observed no significant changes in FRET
efficiencies for the 3FRET and 50FRET cell lines following ionomycin treatment due to lack of
electrostatic interactions of the KIR-3TFP and KIR-50TFP reporters with the PM (fig. S2, J and K).
These results demonstrate that CD3ecp dissociation from the plasma membrane is not solely
dependent on Ca?* mobilization and/or charge neutralization, but requires the expression and PS

scrambling activity of TMEM16F.
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Figure 2. - Elevated intracellular Ca?* is not sufficient to induce CD3¢ dissociation from the

plasma membrane.

(A) Confocal and FLIM images of Jurkat cells expressing 3TFP only, 3-TFP/PM-Venus (3FRET), or
50-TFP/PM-Venus (50FRET). Scale bars represent S5um. FLIM images are presented as color-coded
fluorescence lifetime within the ROIs as depicted in B. (B) Relative distribution of TFP fluorescence
lifetime analyzed at the plasma membrane from ROIs drawn in panel A. (C) Mean TFP
fluorescence lifetime in picoseconds (ps) quantified at the plasma membrane from populations
of cells from the different FRET cells lines. Data presented as mean + SEM. (D) Time correlated
photon counts from pixels at the PM for the different FRET cell lines shown at the top. Fitted

fluorescence decays curves for the different FRET cell lines (bottom). Calculated x? values are
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shown to illustrate the quality of fitted curves. A minimum of 10,000 photons were cumulated
per binned pixel to obtain decay values. (E) Confocal and FLIM images of Scr and ShT Jurkat cell
lines expressing the KCD3E-TFP/PM-Venus FRET probes untreated (Ctrl) or treated with 2uM
ionomycin (Untreated: Ctrl, lonomycin: lono). Scale bars represent 5um. FLIM images are
presented as color-coded fluorescence lifetime within the ROIs. (F) Relative distribution of TFP
fluorescence lifetime analyzed at the plasma membrane of the Scr and ShT (top and bottom
respectively) cell lines according to treatment (control: ctrl; ionomycin: iono) from ROIs drawn in
panel F. (G) Mean fluorescence half-life and FRET efficiency (left and right respectively) of
indicated FRET reporter cell lines with or without ionomycin treatment. Data presented as mean
1 SD. (H) Correlation between TFP fluorescence lifetime and PM-Venus fluorescence intensity of
cells from the different FRET cells lines and indicated treatment condition (>50 cells per
condition). Data presented for each individual cells used to generate graphs in H. All experiments
are representative of a minimum of three independent experiments. Images are representative
of > 50 cells. Statistical significance was analyzed using one-way ANOVA with Tukey’s multiple

comparisons test. P vales: **** p <0.0001, *** p < 0.001; ** p < 0.01, ns: non-significant.

2.6.3 Inhibition of PS redistribution hinders bystander CD3gcp-PM

dissociation at the synapse and reduces TCR signaling.

From these results, we hypothesized that high local concentrations of Ca?* at the synapse could
engage TMEM16F scrambling activity to promote bystander CD3ecp-PM dissociation. Indeed, a
general reduction in PS content had been observed at the synapse in our previous studies [17].
To test this, we used the aforementioned FRET approach, but mutated the functional tyrosines
within the ITAM of the KIR-CD3E-TFP construct to phenylalanines (KCD3FF) in order to monitor
PM binding in a phosphorylation-independent manner as addition of phosphates introduces
negative charges to the CD3ecp, which would result in electrostatic repulsion of the PM [17, 19].
Moreover, the use of the KCD3FF construct is an ideal proxy to monitor the PM-binding potential
of bystander TCR-CD3ecp, as triggering of the TCR does not physically engage the reporter. We
initiated synapse formation by using anti-CD3/CD28-coated silicate beads, and imaged the cells
by confocal microscopy as done previously (Fig. 3A). However, rather than using FLIM, which

requires 30-40 seconds of acquisition and is therefore not optimal for fast-occurring events such
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as immune synapse formation, we monitored donor dequenching as a method to study bystander
CD3ecp binding dynamics [17]. In this approach, the dissociation of CD3gcp from the PM results in
an increase in fluorescence emission of the donor due to a decrease in FRET efficiency between
the donor and acceptor (fig. S3A) [17]. In order to control for potential changes in local
concentration of either fluorophores during synapse formation, which would result in non-
dissociation changes in dequenching efficiencies, we included the 3-TFP cell line as reference. To
calculate the FRET change due to PM dissociation of bystander CD3ecp, we measured TFP signals
at the synapse and non-synapse portion of the plasma membrane, and normalized these values
to changes in Venus expression at the same sites (Fig. 3A, red and magenta ROIs respectively).
We then compared the dequenching values of the various KCD3FF cell lines (Scr and ShT) to those
obtained from the 3TFP cells line to obtain the TFP Normalized Relative Fold Change (NRFC). Using
this approach, we observed a significant increase in TFP NRFC in Scr cells when compared to 3-
TFP cells indicating PM dissociation of bystander CD3e¢p (Fig. 3, A and B, and fig S3B). Strikingly,
we did not observe significant changes in TFP NRFC in ShT cells when compared to 3-TFP cells
indicating a lack of membrane dissociation of bystander CD3ge¢p at the synapse. Expectedly, we
observed no differences in PM-Venus relative fold change (RFC) within the different cell lines (Fig.
3B, lower panel). These results indicate that even in the presence of high local Ca?* concentration,
provided by the physiological setting of the immunological synapse, bystander CD3ecp

dissociation is dependent on the expression and activity of TMEM16F.

Because of this, we then determined the effects of the absence of TMEM16F, and by extension
the inability to redistribute PS, on early TCR signaling. We reasoned that reduced PM dissociation
of bystander TCR-CD3ecp by way of TMEM16F absence may ultimately affect TCR-dependent
signal amplification similar to that observed by Shi et al., using Ca?*-deficient activating conditions
[19]. Therefore, we performed a phospho-kinetic study on Scr and ShT cells by stimulating the
cells with suboptimal concentrations of plate-bound anti-CD3 (1pug/ml) and CD28 (1ug/ml) or PHA
(10pug/ml), where not all TCR are directly triggered within the timeframe of the experiment. To
look at early signaling steps, we probed for phosphorylated CD3¢, ZAP-70 and LAT by Western
blotting (Fig. 3C, and fig. S3C). A significant decrease in phosphorylation of all the early

components of TCR signaling was observed in ShT cells as compared to Scr cells, and were similar
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to those observed in the Shi study [19]. These results indicate that the PS scrambling activity by
TMEM16F was involved in TCR signaling by potentially enabling bystander TCRs to participate in
signal amplification by reducing the PM binding of CD3ecp and CD3{cp (Fig. 3D, and fig. S3D).
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Figure 3. - Bystander CD3¢ dissociation and signal amplification following TCR crosslinking is

TMEM16F-dependent.

(A) Confocal images of Scr and ShT Jurkat cells expressing the PM-Venus (Venus) and KCD3FF
(TFP) FRET probes during immunological synapse formation using silicate beads coated with
biotinylated anti-CD3¢/CD28 and Alexa-647-labeled streptavidin (magenta). The synapse (Syn,
red ROI) and non-synapse (PM, magenta ROI) sections were used for quantification. (B)
Normalized relative fluorescence fold change (NRFC) for TFP and relative fluorescence fold
change (RFC) of Venus (top and bottom respectively) from cells as displayed in panel A. Data
presented as individual quantification and mean * SD. Statistical significance was analyzed using
one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. (C) Western blots of TCR-proximal
signaling of Scr and ShT cells following stimulation with 1ug/mL plate-bound anti-CD3¢e and anti-
CD28 for the indicated time points using phospho-specific (p) and loading control antibodies as
indicated. Image representative of 4 separate experiments. (D) Phospho-kinetic analyses of Scr
and ShT cells from Western blots presented in C performed using Imagel. Data are represented
as fold change over the non-activated Scr control (0 min). Data presented as mean + SD. Statistical

significance was analyzed using two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. All

133



experiments are representative of a minimum of three separate experiments. Images are
representative of > 30 cells. All data presented as mean £ SEM. P values: *** p < 0.001; ** p <

0.01, ns: non-significant.

2.6.4 TMEM16F enables bystander TCR engagement in signaling and

promotes T cell activation.

To determine whether TMEM16F activity did indeed enable bystander TCR participation in
signaling during the early stages of T cell activation, we built a novel hemi-TCR comprised of the
HLA-DR2 scaffold and CD3¢ and 6 cytoplasmic domains (fig. S4A). We developed such a construct
because the available HA-KIR-CD3¢ did not lead to cell activation following receptor cross-linking
using anti-HA in the presence or absence of anti-CD4 (fig. S4, A and B). This is either due to the
nature of this receptor as it is expressed as a single chain, whereas all ITAM-bearing receptors are
typically expressed as dimers, or that the positioning of the HA tag did not lead receptor cross-
linking [33]. We chose the HLA-DR scaffold because it provided a heterodimeric architecture with
which to recapitulate the topology and assembly of the CD3g/8 heterodimer outside the context
of the TCR (fig. S4A). The HLA-DR/CD3g-6 chimeric receptor (DRed) also contained an extracellular
HA tag and was co-expressed with the invariant chain (mCherry) to allow proper maturation and
surface expression in Jurkat cells (fig. S4C) [34]. We validated the phosphorylation potential of
both CD3e and & cytoplasmic domains by stimulating the cell with 50uM pervanadate and

immunoprecipitating the assembled DRe using anti-DR (fig. S4D).

We then determined the activating potential of this receptor and its ability to engage
bystander TCR. We stimulated the DReb cells with either plate-bound anti-DR alone or in
combination with anti-CD4. We assessed surface CD69 and TCR surface expression as readouts
for T cell activation and bystander TCR participation where a reduction in TCR surface expression
is indicative of engagement in signaling, thereby causing its internalization. We reasoned that
accumulating the CD4-Lck complex at the cell/substrate interface by way of antibody targeting
would yield a similar outcome to MHC-directed recruitment of CD4 at the synapse. Indeed,
previous work from the Gascoigne group highlighted the necessity of accumulating the CD8-Lck

complex at the immunological synapse to properly engage bystander TCRs through non-cognate
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pPMHCs [12]. As positive control, and in order to assess maximal T cell activation, we included an
anti-CD3/CD4 condition. Stimulation with anti-DR (1pg/ml) resulted in minimal activation of the
DReb cells and failed to induce bystander TCR engagement as observed by the low frequency in
CD69* cells and the lack of TCR internalization (fig. S4, E and F). Addition of anti-CD4 (1ug/ml) in
the stimulating conditions resulted in a significant increase in the frequency of CD69* cells as well
as a marked reduction in TCR surface expression suggesting its participation in signaling (fig. S4,
E and F). As expected, stimulation with anti-CD3/CD4 yielded the highest frequency of CD69* cells
and near complete TCR internalization. In contrast, WT Jurkat cells failed to express CD69 and
internalize bystander TCRs following stimulation with anti-DR/CD4 validating the specificity of our

assay (fig. S4G).

Although TCR internalization is a good proxy to assess its participation in signaling, it may also
be due to other uncharacterized events occurring during the 16-20hr incubation. Also, the
increase in the frequency of CD69* following DR/CD4 stimulation may solely be due to the local
accumulation of Lck, which would lead to an increase in DRed-driven activating signals
independent of bystander TCR participation. First, we determined the internalization kinetics of
bystander and antibody-targeted receptors by stimulating the DRe6 cells with anti-DR/CD4 or
anti-CD3/CD4 and probing for surface TCR and DR abundance during the first hour following
stimulation (Fig. 4A). Following anti-DR/CD4 stimulation, we observed a significant internalization
of DRed within minutes as expected. Remarkably, we also observed an equally rapid and
significant internalization of surface TCR resulting in a ~50% reduction within 45 minutes.
Stimulation with anti-CD3/CD4 resulted near complete internalization of TCR, while bystander DR
internalization also occurred but was transient and greatly reduced as compared to which was
observed for bystander TCR. These results showcase the rapid engagement of bystander TCRs in
signaling following DR/CD4 stimulation. However, there is a possibility that rapid internalization
of bystander TCR following anti-DR/CD4 stimulation is due to the presence of DRed and TCRs
within preformed protein clusters. To test this, we performed co-IP experiments using either the
DRed or TCR as bait and probed for the presence of TCR-CD3 chains. We could not detect the

presence of preformed DR/TCR complexes in resting cells, nor after activating the cells with either
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anti-DR/CD4 or anti-CD3/CD4 indicating that the internalization of bystander TCR or DRed

receptors was not the result of preformed complexes (Fig. 4B, and fig. S4H).

Another possibility to explain rapid bystander TCR internalization is that TCRs are passively co-
internalized with DRed following stimulation due to massive membrane remodeling and vesicle
formation. It was shown that TCRs form microclusters and become internalized after receptor
cross-linking or pMHC binding in the absence of signaling [35-37]. We reasoned that if bystander
TCRs were passively co-internalized with DRed when stimulated with anti-DR/CD4, then we
should observe a reduction in surface abundance of TCR due to co-internalization with DRed in
the absence of signaling. However, TCR internalization following anti-DR/CD4 stimulation was
completely abrogated when cells were pre-treated with src-kinase inhibitors PP1 and PP2, while
it was not altered when cells were stimulated with anti-CD3/CD4 (Fig. 4C). Similarly, bystander
DRe6 internalization was completely inhibited by PP1 and PP2 treatment following anti-CD3/CD4
stimulation, while it continued to be internalized following anti-DR/CD4 stimulation albeit
decreased (fig. S4l). These results demonstrate that bystander TCR internalization does not occur
through passive co-internalization and requires active signaling, which corroborates previous
findings using a comparable model by the Alarcon group [35]. Conversely, similar to previous
findings made by the same group, we could not directly measure changes in phosphorylation of
bystander TCR-CD3 chains following anti-DR/CD4 stimulation. This, may due to the slow or
transient signaling kinetics of bystander TCRs as compared to pMHC- or antibody-triggered TCRs

leading to only a minimal fraction of TCRs phosphorylated at any time point (Fig. 4A, left panel).

We next addressed whether bystander TCRs do indeed participate in signaling and account for
the increase in CD69* DRed cells when stimulated with anti-DR/CD4. To do so we knocked down
TCR expression in the DRed cells using TRAC-directed shRNAs, which resulted in 83% reduction of
TCR surface abundance, while DRed was unaltered (Fig. 4D, and fig. S4J). We then compared CD69
expression in TCR sufficient (Scr) or depleted (ShTCR) DReb cell lines after stimulation with anti-
DR alone or in combination with anti-CD4 (Fig. 4E). We confirmed that the ShTCR cell line did not
have a general defect in inducing CD69 expression by stimulating the cells with PMA/lonomycin.

TCR depleted cells displayed a significant reduction in the expression of the activation marker
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CD69 following anti-DR/CD4 stimulation indicating a role for bystander TCRs in enhancing DRe6-

directed signaling, while no differences were observed following PMA stimulation (Fig. 4F).

Finally, we assessed the role of TMEM16F in enabling the engagement of bystander TCR using
the DRed cell line. To do so, we generated stable DReb cell lines that expressed TMEM16F (Scr)
or not (ShT) and monitored CD69 and TCR surface expression following stimulation or left
untreated (UT) (Fig. 4G). Following stimulation with either anti-DR alone or anti-DR/CD4, ShT
cells displayed a significant decrease in the frequency of CD69* cells as well as bystander TCR
internalization illustrating a reduction in T cell activation through bystander TCR engagement as
compared to Scr cells (Fig. 4H, and fig. S4K). Remarkably, the reductions in the frequency of CD69*
ShT cells were nearly identical to those observed in TCR-depleted cells, illustrating the TMEM16F-
dependent participation of bystander TCR in signal amplification. As expected, the strong
activating signals provided by anti-CD3/CD4 did not yield any difference between Scr and ShT
cells, suggesting that the signal amplification provided by TMEM16F was more readily observable

in low-grade stimulation (Fig. 4H).
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Figure 4.— TMEMI16F is required for bystander TCR activation.

(A) DReb-li expressing Jurkat cells were stimulated with plate-bound anti-DR/CD4 or CD3/CD4
(2.5pg/mL) and surface bystander VB8-TCR and DR (left and right respectively) expression was
analyzed at the different indicated time points using flow cytometry. Data presented as relative
surface expression compared to unstimulated cells, and are representative of three separate
experiments. (B) DRe&-li expressing Jurkat cells were lysed and DRed (DR) or TCR were
immunoprecipitated in non-denaturing conditions. Components of DRed and TCR (CD3d and
CD3() were then probed by Western blot. Asterisk identifies non-specific bands related to the
antibody light chains used during immunoprecipitation. (C) DRed expressing Jurkats were pre-
incubated for 1 hour with either 20uM PP1, 20uM PP2, or DMSO and then stimulated in these
conditions with 2.5ug/ml plate-bound anti-CD3/CD4 (CD3), anti-DR/CD4 (DR) or left unstimulated
(CTL). Surface TCR expression was measured by flow cytometry 45 minutes after stimulation. Data
presented as relative expression compared to DMSO-treated but unstimulated cells (CTL). (D)
DRebd-li expressing Jurkat cells were transduced at low MOI with a shRNA against TCRa (red) or
scrambled shRNA (shown in black) and surface VB8-TCR expression was analyzed by flow
cytometry. TCR expression of shTCR cells relative to Scr cells is shown in the bottom panel. (E)
Cells were stimulated overnight with 1pg/mL plate-bound anti-DR, anti-DR/CD4 or with
PMA/ionomycin and surface CD69 expression was analyzed by flow cytometry. Unstimulated cells
are shown in gray, Scr in black, and ShTCR in red. (F) Relative frequency of CD69-positive ShTCR
cells following indicated stimulation conditions relative to Scr cells. (G) Scr and ShT cells
expressing DRe&-li were stimulated overnight with 1ug/mL plate-bound anti-DR, anti-DR/CD4 or
anti-CD3/CD4 and surface CD69 expression was analyzed by flow cytometry. Unstimulated cells
(UT) are shown in gray, Scr in black and ShT in blue. (H) Relative frequency of CD69-positive ShT
cells following indicated stimulation conditions relative to Scr cells. All experiments are
representative of a minimum of three independent experiments. Statistical significance was
analyzed using unpaired two-tailed Student’s t test. All data presented as mean + SD. P values:

*¥** p<0.001; ** p<0.01, * p<0.05; ns: non-significant.
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2.6.5 Facilitation of Ca**-dependent PS redistribution enhances CD3gcp

dissociation.

With the finding that inhibiting Ca?*-dependent PS redistribution had deleterious effect on T
cell activation and bystander TCR engagement in signaling, we then asked whether enhancing
TMEM16F activity would have the opposite effect. The Nagata group identified a mutant form of
TMEM16F, which causes constitutive surface exposure of PSin a B cell line [38]. To determine the
effects of constitutive PS redistribution by the mutant as well as determine the effects of
TMEM16F overexpression on T cell activation with regards to spontaneous TCR signaling and
signal amplification, we generated Jurkat cell lines that expressed the wild-type long isoform (TM)
or mutant (Mut) TMEM16F as P2A fusion proteins with mAmetrine (fig. S5A). As control, we used
cells expressing mAmetrine only (Ame). There was no difference of surface-exposed PS
abundance in Ame and TM cells at resting state indicating that TMEM16F overexpression did not
affect homeostatic PS distribution, while Mut cells displayed a significant increase (2.8 fold) (Fig.
5A). Taking into consideration that ionomycin treatment scrambles PS evenly across both leaflets
(50%) resulting in an 8.9 fold increase in PS exposure, we estimate that expression of mutant
TMEM16F constitutively redistributes approximately 15.7% of the inner leaflet PS to the
extracellular leaflet. Surprisingly, despite constitutive PS redistribution to the outer leaflet of the
PM, Mut cells did not show any changes in TCR and CD69 surface expression suggesting the lack
of spontaneous dissociation and signaling of the CD3¢e and T chains (fig. S5B). As described for
BaF3 cells, mutant TMEM16F-expressing Jurkat cells shared the same phenotypical traits as Ame

and WT cells in regards to cell viability [38].

One possibility is that Mut cells compensate for constitutive PS redistribution by increasing
total cellular PS content. To test for this, we performed Annexin-V staining on fixed and
permeabilized cells. With this approach, we saw no differences in total PS content in Mut cells
when compared to Ame and TM cells suggesting that indeed Mut cells possessed less PS within
the inner leaflet of the PM (Fig. 5B). We validated this by monitoring inner leaflet PS content using
the well-described Lact-C2-mRFP probe [39]. Relative inner leaflet PS content was determined by
first normalizing the Lact-C2-RFP signal to that of PM-GFP (expressed as polycistronic mRNA using

an IRES) and then comparing these ratios across the various cell lines with Ame cells as reference
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(fig. S5, C to E). Using this approach we measured an overall decrease of 11.5% in inner leaflet PS
content, corroborating with previous estimates (fig. S5F). In addition, we determined whether
the constitutive ability of mutant TMEM16F to expose PS at the surface was dependent on basal
intracellular Ca?* concentrations. Pre-treatment with BAPTA abrogated constitutive PS exposure
showing that the mutant retained its Ca?* dependency for PS redistribution, but also suggesting
that it was more sensitive to Ca?* for engaging its PS scrambling activity (Fig. S5G). Finally, we
performed microscopy analyses to determine the subcellular localization of mutant TMEM16F.
Similar to WT, GFP-tagged mutant TMEM16F was primarily localized at the plasma membrane in
resting cells and during immunological synapse formation indicating that it could indeed affect
TCR signaling and/or bystander TCR engagement to the same extent as the WT (Fig. 5C, and fig.
S5,Hand I).

Because there was no change in phenotype in the Mut cell line, suggesting insufficient changes
in PS content to cause spontaneous dissociation and signaling of the TCR-CD3 chains, we
measured CD3e¢p binding to the PM in non-activated cells using FLIM (Fig. 5D). We observed no
significant differences in TFP fluorescence lifetime and FRET efficiencies across the various cell
lines confirming that the overexpression of WT or mutant TMEM16F was insufficient to induce
spontaneous CD3gcp dissociation from the plasma membrane in resting Jurkat cells (Fig. 5, E and
F, and fig. S5J). The level of expression of mutant TMEM16F (Mut) was significantly lower (0.51-
fold) than that of WT-TMEM16F (TM) when analyzing the level of Ametrine fluorescence
intensities in the cell lines (fig. S5K). Reduced mutant TMEM16F expression may explain the
modest change of PS redistribution at the PM and lack of spontaneous dissociation in resting

Jurkat cells, and may be due to natural selection of low-expressing cells.

These observations lead us to hypothesize that membrane dissociation of CD3&cp required the
reduction of inner leaflet electrostatic potential below a threshold that could be more readily
achieved in Mut cells due to their reduced inner leaflet PS abundance. To test this, we incubated
the Ame, TM and Mut cell lines with decreasing amounts of ionomycin in order to determine the
range at which Ca?* mobilization enabled PS flipping within a range required for CD3ecp
dissociation (see Fig. 1D). Through these assays, we first made the observation that only Mut cells

actively externalized PS in control conditions (DMSO) resulting in a gradual yet significant increase
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in Annexin-V labeling over time (fig. S5L, left panel). Additionally, we determined that Mut cells
were more sensitive to Ca?* mobilization as we observed a significant increase in PS scrambling
activity in the presence of as little as 0.3uM ionomycin (fig. S5L, right panel). It is important to
note that Ca®* mobilization following 0.3uM ionomycin treatment was transient, and reached
more physiological concentrations than those observed with 2uM ionomycin (Fig. 5G, upper
panel). Our results also show that the magnitude of PS redistribution in Mut cells achieved under
0.3uM ionomycin was comparable to those observed in previous assays using Scr cells at 2uM
(Fig. 5, G lower panel and 1D). In contrast, Ame and TM cells showed no changes in PS

redistribution under these conditions (Fig. 5G).

To determine CD3ecp binding dynamics in these conditions, we treated the Ame, WT and Mut
FRET cells with 0.3uM ionomycin prior to confocal imaging and FLIM acquisitions (Fig. 5H). While
no significant changes were observed for Ame and WT cells, treatment with 0.3uM ionomycin
lead to a significant increase in TFP fluorescence lifetime and a marked decrease in FRET efficiency
in Mut cells (Fig. 5, 1 and J). Indeed, Mut cells displayed an average FRET efficiency of 6,78 + 1.93%,
which was similar to that observed for the in Scr cells treated with 2uM ionomycin; indicative of
CD3ecp membrane dissociation (Fig. 5J). Together, these results reinforce the link between the
regulation of Ca?*-dependent PS redistribution by TMEM16F and the plasma membrane binding
of CD3¢gcp.
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Figure 5. - Mutant TMEM16F constitutively redistributes PS at the plasma membrane and

promotes Ca%*-induced CD3¢ dissociation.

(A) FACS analyses of surface PS exposure by Annexin-V labeling of Jurkat cells expressing either
Ametrine only (Ame), wild-type (TM) or mutant (Mut) TMEM16F (left). Relative PS exposure in
TM and Mut cell compared to Ame cells. lonomycin-treated Ame cells are shown right in black.

(B) FACS analyses for total PS content in Ame, TM and Mut cell lines using cell fixation and
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permeabilization prior to Annexin-V labeling. (C) Confocal image of Jurkat cells expressing GFP-
tagged TMEM16F mutant. Scale bar: 5um. (D) Confocal and FLIM images of Ame, TM, and Mut
cell lines expressing the KCD3E-TFP/PM-Venus FRET probes. Scale bars represent 5um. FLIM
images are presented as color-coded fluorescence lifetime within the ROls. (E) Relative
distribution of TFP fluorescence lifetime quantified at the plasma membrane from ROIs drawn in
magenta in panel D for the different FRET cells lines. (F) FRET efficiencies for the indicated FRET
cells lines. (G) Real-time calcium influx fold change (F/FO) as measured by Fluo-4 labeling and PS
exposure fold change over Ame cells (top and bottom respectively) following 0.3uM ionomycin
stimulation in Ame, TM and Mut cell lines. The magnitude of PS exposure is presented as relative
to Ame cells and were corrected to take into account the changes Annexin-V labeling observed in
the DMSO conditions (see fig. S5H). Dotted lines indicate 95% confidence interval. (H) Confocal
and FLIM images of Ame, TM, and Mut cell lines expressing the KCD3E-TFP/PM-Venus FRET
probes stimulated with either DMSO or 0.3uM ionomycin (DMSO: Ctrl, ionomycin: lono). Scale
bars represent 5um. FLIM images are presented as color-coded fluorescence lifetime within the
ROIs. (1) Relative distribution of TFP fluorescence lifetime analyzed at the plasma membrane from
ROIs drawn in magenta in panel H. (J) Population analyses of mean TFP fluorescence lifetime in
nanoseconds (ns) and FRET efficiency, top and bottom respectively, measured at the plasma
membrane of resting CD3-TFP cells and Ame, TM and Mut FRET cell lines following treatment with
ionomycin. All data are representative of a minimum of three independent experiments. Images
are representative of > 30 cells. Statistical significance was analyzed using one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparisons test. Results are shown as mean £ SD. P values: ***: p < 0.001; ns:

non-significant.

2.6.6 Mutant TMEM16F enhances bystander CDecp dissociation at the

synapse and TCR signaling.

Because of this, we next determined whether bystander receptors may become more readily
dissociated from the PM at the immunological synapse in Mut cells due to the increased Ca%*
sensitivity of mutant TMEM16F in addition to reduced inner leaflet PS at resting state. To test
this, we measured bystander CD3ecp binding to the PM during synapse formation as done

previously (Fig. 6A). Ame and TM cell lines displayed similar increases in TFP NRFC at the synapse
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when compared to the 3-TFP cells confirming PM dissociation of bystander KIR-CD3&cp following
TCR triggering. Contrastingly, a significantly greater increase was observed in Mut cells indicating
greater numbers of bystander KIR-CD3gcp dissociated from the PM (as reflected with higher TFP
NRFC values). Again, PM-Venus RFC levels were identical across all cell lines indicating that
differences in TFP NRFC were not due to aberrant changes in acceptor fluorophore distribution
at the synapse in the various cell lines (Fig. 6B, and fig. S6A). These results suggest that mutant
TMEM16F expression should have a significant impact on T cell activation by facilitating greater
numbers of bystander receptors to dissociate from the PM and engage in signal amplification. To
test this, we stimulated Ame, TM and Mut cell lines as done previously, and analyzed
phosphorylation kinetics of key components in early TCR signaling, namely CD3{, ZAP70, LAT, and
MEK (Fig. 6, C and D). We observed a significant increase in the phosphorylation pattern of all
components tested in the early time points following cell activation in Mut cells compared to Ame
and TM cells (Fig. 6, C and D). Moreover, the phosphorylated status of ZAP70 and LAT were

maintained longer in Mut cells.

These results suggested that the expression of mutant TMEM16F enabled greater numbers of
bystander receptor phosphorylation through increased PS scrambling due to its enhanced
sensitivity to Ca?*. We validated this by monitoring PS surface exposure and calcium flux following
stimulation (Fig. 6E). First, we observed a small but significant increase in surface exposed PS in
the Ame cells following stimulation indicating that Ca%*-dependent PS redistribution occurred
with endogenous TMEM16F expression (Fig. 6F and fig. S6B). In correlation with the significant
changes in phosphorylation profiles observed in Mut cells, we observed a large and significant
increase in PS surface exposure in these cells, while we observed no significant differences in Ca®*
mobilization across cell lines (Fig. 6, E to G, and fig. S6C). These observations confirmed the notion
that enhanced signaling in Mut cells directly correlated with an increase in the Ca?* sensitivity of
mutant TMEM16F to induce PS redistribution. To further substantiate the link between
TMEM16F-dependent PS exposure and TCR signaling capabilities, we also observed a small but
statistically significant increase in in LAT and MEK phosphorylation in the TM, which correlated

with an increase in PS exposure compared to Ame cells (Fig. 6, D to G). Consequently, we

144



observed a greater sensitivity to Ca?*-dependent PS redistribution in the TM cells compared to

Ame cells due to overexpression of TMEM16F (fig. S6D).
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Figure 6. — Mutant TMEM16F expression amplifies bystander CD3¢ dissociation and signal

amplification following T cell activation.

(A) Confocal images of TM, and Mut cell lines expressing the PM-Venus and KCD3FF FRET probes
during immunological synapse formation with silicate beads coated with biotinylated anti-
CD3g/CD28 and Alexa-647-labeled streptavidin (SA647) (magenta). The synapse (Syn, magenta

ROI) and non-synapse (PM, red ROI) sections were used for quantification. (B) Normalized relative
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fluorescence fold change (NRFC) for TFP, left, and relative fluorescence fold change (RNC) of PM-
Venus, right, at the synapse over PM values measured from cells as displayed in panel A. Statistical
significance was analyzed using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. (C)
Western blots of TCR-proximal signaling of Ame, TM, and Mut cell lines following stimulation with
10pug/mL PHA-L for the indicated time points using phospho-specific (p) and loading
control antibodies as indicated. (D) Phospho-kinetic analyses of Ame, TM, and Mut cells from
Western blots presented in C performed using Imagel). Data are represented as fold change over
the Ame 5 minutes time point of the phosphorylation signal over loading control. Statistical
significance was analyzed using two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. (E) FACS
analyses for PS exposure in Ame, TM, and Mut cell lines following 10ug/mL PHA-L stimulation by
Annexin-V labeling. (F) Relative PS exposure in Ame, TM, and Mut cell lines following
10pg/mL PHA-L stimulation by Annexin-V labeling. Data presented relative to Ame cell line.
Statistical significance was analyzed using two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons
test. (G) Relative calcium influx in Ame, TM, and Mut cell lines following 10ug/mL PHA-L
stimulation by Fluo-4 labeling. Data presented relative to Ame cell line. Statistical significance was
analyzed using two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. All data are
representative of a minimum of three independent experiments. Images are representative of >
30 cells. Results are shown as mean + SD. P values: ***: p <0.001; ** p <0.01; * p<0.05; ns: non-

significant.

2.6.7 TMEM16F regulates pMHC-stimulated T cell activation through

bystander TCR engagement in signaling.

Next, we determined whether a link between the increase in T cell signaling observed in TM
and Mut cells was due to changes in bystander TCR engagement using the DRed chimeric
receptor. We transduced Ametrine (Ame), WT (TM) or mutant (Mut) TMEM16F into the DRe&
cells lines, stimulated the cells, and probed for CD69 and TCR surface expression as before (Fig.
7A). When compared to the control Ame cell line, both the TM and Mut cell lines displayed a
significant increase in the frequency of CD69* cells with a marked increase in Mut cells, which
correlated with a small by significant increase in bystander TCR internalization in the anti-DR
condition (Fig. 7, A to C). Conversely, stimulation with either anti-DR/CD4 or anti-CD3/CD4 did
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not yield statistical differences between the cell lines in terms in the frequency of CD69* cells and
TCR internalization; although a marginal increase in CD69* frequency in Mut cells was observed
in both conditions (Fig. 7B). These results may be explained by the possibility that stimulation by
either anti-DR/CD4 or anti-CD3/CD4 is robust enough to engage the CD69 expression program
and effectively engage bystander TCRs, which would mitigate the added benefits of increased
TMEM16F activity provided in Mut cells. In contrast, there was a significant increase in surface
CD69 abundance in Mut cells across all stimulating conditions, as determined by the geometric
mean fluorescence intensity in CD69* cells (Fig. 7D). These observations suggest an increase in
TCR signaling strength, and is in line with the Western blot analyses presented earlier. Indeed,
while it is well established that CD69 expression is digital, typically yielding a bimodal distribution,

it also follows an analogous response to TCR signal strength [40-42].

Finally, we sought to validate the role of TMEM16F in enhancing bystander TCR activity in
physiological activating conditions using antigen presenting cells. To do so, we opted to create a
T cell model where two TCRs are expressed simultaneously, but where only one of the two can
recognize the MHC-restricted antigen. We reasoned that by engaging the pMHC-specific TCR we
could monitor the internalization of the bystander TCR as shown in previous studies [43, 44]. To
this end, we generated a Jurkat cell line (JA6), which already express an endogenous V8-
arranged TCR, to express the A6 TCR capable of recognizing the Tax peptide from HTLV1 (Human
T-cell Leukemia Virus type-1) in the context of HLA-A2 (fig. S7A). Transduction with the A6 TCR
ultimately resulted in a small but significant increase in total TCR expression due to the presence
of two TCRs (fig. S7B). To stimulate the JA6 cells, we also created stably expressing Tax-HLA-A2
antigen presenting cells by transducing the EBV-transformed lymphoblastic JY cells line to express
a non-functional mutant Tax protein (mTax) (fig. S7A) [45, 46]. To monitor cell activation, we
assessed CD69 expression, and we used anti-VB8 to monitor bystander TCR surface expression.
We validated the antigen specificity of this approach by incubating WT or A6 Jurkat cells with WT
or Tax/HLA-A2 JY cells (fig. S7C). As expected, activation of cells and expression of CD69 required
both the expression of the A6 TCR and presentation of the Tax peptide in the context of HLA-A2
(fig. S7D).
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To study the effects of modulating TMEM16F activity and PS redistribution on T cell activation,
we transduced the JA6 cell line to express WT or mutant TMEM16F (TM and Mut respectively).
While the TM cells also express the Thyl.1 reporter, Mut cells co-express Ametrine enabling us
to follow simultaneously the activation profiles of JA6 (WT), TM, Mut and A6-deficient WT Jurkat
(GFP’) cells (fig. S7E). To perform stimulation analyses, we co-incubated Tax-JY and the various
Jurkat cell lines at a 1:1 ratio. The T cell mixture approximately contained a 1:1:1:1 ratio between
the GFP, WT, TM and Mut cell lines. All cell lines, with the exception of the GFP™ cells, were
robustly activated in these conditions as observed by the frequency of CD69* cells (Fig. 7E).
However, both the TM and Mut cells displayed higher a frequency of CD69* cells as well as an
increase in surface abundance, with a marked increase in Mut cells, indicating an enhancement
in cell activation efficiency and strength (Fig. 7E, and fig. S7F). The significant differences in
activation profiles in Mut cells correlated with reduced surface abundance of bystander V8-
specific TCR indicating greater bystander TCR engagement (Fig. 7F). We also observed a small yet
significant increase in PS exposure in WT and TM cells when compared to unstimulated GFP- cells,
while a greater PS surface exposure was observed in Mut cells as expected (fig. S7G). Together,
these results clearly demonstrate the role of TMEM16F-dependent PS redistribution in engaging

bystander TCR in signal amplification and T cell activation.
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(A) WT, TM and Mut cells expressing DRed-li were stimulated overnight with 1ug/mL plate-bound
anti-DR, anti-DR/CD4 or anti-CD3/CD4 and surface CD69 expression was analyzed by flow
cytometry. Unstimulated cells (CTL-) are shown in gray. (B) Relative percentage of CD69 positive
cells following stimulation relative to WT. (C) WT, TM and Mut cells expressing DReb-li were
stimulated for one hour with 2.5ug/mL of plate-bound anti-DR/CD4 and surface VB8-TCR
expression was analyzed by flow cytometry. (D) MFI of CD69 positive cells stimulation relative to
WT. (E) Percentage of CD69 positive cells (%CD69+) of WT, TM and Mut A6-TCR cells stimulated
with JY-Tax antigen presenting cells. Unstimulated cells (GFP-) are shown in gray. (F) Surface
expression of VB8-TCR (bystander) for WT, TM and Mut A6-TCR cells stimulated with JY-Tax
antigen presenting cells (Act.). Unstimulated cells are shown in gray (UT). Data presented relative
to Ame cell line. (G) Schematic representation of a new model for TMEM16F-dependent TCR
signal amplification. All data are representative of a minimum of three independent experiments.
Statistical significance was analyzed using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons
test. Results are shown as mean * SD (panels B, D) and + SEM (panels E, F). P value: **** p <

0.0001, ***: p <0.001; ** p <0.01; * p <0,05; ns: non-significant.
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2.7 Discussion

The currently proposed role for Ca?* mobilization in enhancing TCR signal amplification by
promoting PM dissociation of the TCR-CD3 chains changed our views on immune receptor
activation and signal propagation [14]. Although not universally accepted in the field, the idea
that the electrostatic interactions allowing TCR-CD3/PM binding could be outcompeted by robust
Ca?* mobilization at the synapse was an elegant proposition [15]. One caveat with this model is
that the electrostatic interactions that dictate TCR-CD3 association with the PM, also regulate Lck
recruitment and/or activity [33]. Indeed we, and others, have shown that electrostatic
interactions enable recruitment of Lck to CD3g and CD28 and promote efficient phosphorylation
[20-22]. In addition, bacterial surface-display studies highlight a specific role for electrostatic
interaction-driven preferences for Lck substrates [47]. How Ca?* competes electrostatically for
one aspect of TCR signaling (CD3/PM interaction) without the other (CD3/Lck interaction) is
unknown and somewhat inconsistent with our understanding of electrostatic interactions. Other
caveats in the Ca** mobilization model is that the surface exposure of PS following ionomycin
treatment was never tested in the original study, as well as the fact that it was shown that
strontium (Sr?*), a bivalent ion shown to also disengage CD3&cp from the PM, can also engage

mammalian TMEM16F scrambling functions [19, 48].

The findings by the Winau group established a role for TMEM16F in T cell activation and
prompted us to rethink the molecular steps towards TCR signal amplification [24]. Stemming from
these previous studies, we were first able to uncouple Ca?* mobilization from PS exposure by
inhibiting TMEM16F activity through shRNA targeting to show that Ca?* was an indirect
component in promoting TCR-CD3ecp dissociation from the PM. Indeed, using our newly
developed FRET assay, we were able to show that robust Ca?* mobilization, by way of ionomycin
treatment or immune synapse formation, did not lead to CD3¢ecp dissociation from the PM in the

absence of TMEM16F in T cells.

Consequently, to perform its role as a potential PS scramblase, previous work had shown that
TMEM16F was localized at the plasma membrane in various cell types [26, 38]. However, in the

Hu et al. study, TMEM16F was observed within endo-vesicles [24]. How TMEM16F mediates PS
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exposure at the PM within these compartments was never addressed and remains a puzzle.
Conversely, using shRNA rescue experiments, we provide compelling evidence that WT as well as
mutant TMEM16F are primarily localized at the PM, where they accomplish their role as a Ca?*-
dependent PS scramblase. The reason for subcellular targeting discrepancies are unclear, as both
sub-cellular characterization experiments were performed in Jurkat E6 cells, but may have to do
with the method by which TMEM16F was expressed in the different studies [24]. The lack of
functional rescue experiments in the previous study makes it difficult to assess the validity of the
previously observed subcellular localization in T cells. In contrast, expression of TMEM16F-GFP at
the PM rescued PS exposure following Ca?* mobilization in TMEM16F-deficient cells, thereby

providing validity to our observations.

It is well established that the expression of a few pMHCs at the surface of APCs lead to a drastic
drop in TCR surface expression caused by rapid internalization of the receptor [7]. The
observations that Ca?* was primarily mobilized through the plasma membrane at the
immunological synapse and coincided with a drastic drop in electrostatic potential suggested an
additional mechanism by which bystander TCRs could participate in signaling and become
internalized [15, 18, 19]. This new model provided a potential explanation to observations made
on the role of non-cognate pMHCs in aiding antigen-specific activation of T cells [9, 10]. However,
ablating TMEM16F expression lead to a complete inhibition in bystander KIR-CD3e receptor
dissociation from the plasma membrane at the synapse and a significant decrease in TCR signal
amplification, despite showing no defect in Ca?* mobilization. Lack of PS scrambling also resulted
in a significant reduction in bystander TCR engagement, internalization as well as T cell activation
using a novel chimeric activating receptor (DRed) model, which recapitulates the topology of the
CD3¢/d heterodimer outside the context of the TCR, as well as in an HLA-A2 restricted TCR model.
Together, these results provide molecular evidence that identifies TMEM16F as a major regulator
of the electrostatic potential at the immunological synapse during T cell activation by way of PS

scrambling, which mediates bystander TCR engagement and signal amplification.

To further demonstrate this, we characterized the impact of expressing mutant TMEM16F on
PS homeostasis at the PM and on T cell activation. The cells expressing mutant TMEM16F not only
constitutively redistribute PS to the outer leaflet of the PM, thereby reducing inner leaflet PS
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content, but were also more sensitive to reduced Ca?* mobilization for scramblase activity.
However, mutant TMEM16F expression and basal PS redistribution did not induce spontaneous
dissociation of CD3gcp in resting Jurkat cells, which was most likely due to natural selection of low
expressing clones observed in our assays, leading to a modest reduction in inner leaflet PS content
in non-activated T cells. However, the cells displayed enhanced bystander KIR-CD3¢ receptor
dissociation at the synapse and a significant increase in the phosphorylation kinetics of CD3C and
downstream early effectors following T cell activation. An increase in bystander TCR dissociation
due to enhanced PS redistribution may render more ITAMs accessible to Lck for phosphorylation,
and explains the overall increase in phosphorylation, T cell activation, and bystander TCR

internalization.

TMEM16F expression is highly regulated during thymocyte development with its highest
expression observed in DP thymocytes [49]. Moreover, TMEM16F expression follows that of other
critical genes in T cell development, namely CD45, Lck and CD3 chains, further suggesting a role
during thymocyte selection (Immgen.org). These observations may explain the phenotypes
observed in the TMEM16F-deficient T cell study by the Winau group. In their study, contrary to
our findings, TMEM16F-KO cells displayed enhanced activation and early exhaustion in a
TMEM16F-KO mouse model [24]. Indeed, lack of TMEM16F expression may have a direct impact
on the activation potential of peripheral T cells that manage to survive the gauntlet of thymic
selection by modulating the expression or activity of other compounding factors such as kinases
and phosphatases in order to compensate for its absence. How the absence of TMEM16F impacts
T cell development, and how its absence reprograms naive T cell transcriptomes is still largely
unknown. TMEM16F-KO mice fail to recover from acute infection, which is in line with the
hypothesis that it plays a positive role in the immune response, although its ascribed role in that

study did not particularly assess T cell functions [50].

Our results are also in conflict with those presented in Jurkat cells in the Hu study. Where we
observe a clear defect in T cell activation and downstream TCR signaling, the previous study
suggested an increase in TCR signaling, although the phosphorylated status of the signaling
components were not directly assessed [24]. Indeed, the suggested increase in TCR signaling

observed in TMEM16F depleted cells was determined by monitoring the recruitment of the tSH2-
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mCherry probe and LAT-GFP to the synapse using TIRF microscopy. In this regard, the tSH2-
mCherry probe is plagued by significant intracellular vesicle targeting, which is decoupled from
surface TCR triggering [51]. This may result in signal accumulation near the synapse interface due
to cell spreading and microtubule-organizing center (MTOC) polarity, which repositions
intracellular vesicles towards the synapse [52]. In addition, to measure changes in TCR signaling,
the tSH2-mCherry probe is typically used in combination with CD3{-GFP, where FRET serves as
proxy to establish phosphorylation status [51]. Moreover, the presence of LAT-GFP at the synapse
interface is not a direct indication of its phosphorylated status as non-phosphorylated LAT is also
found in clusters at the synapse [51, 53]. In contrast, the findings provided here regarding the role
of TMEM16F on T cell activation is supported by the inhibition or enhancement of TMEM16F
function and its impact on the phosphorylated status of signaling components, activation markers
and bystander receptor engagement. In this regard, our findings establish the role of TMEM16F
in strengthening TCR-based signaling by engaging bystander receptor dissociation and
participation in signal amplification. In this regard, ablation of TMEM16F or TCR yielded nearly
identical defects in T cell activation when stimulated through the chimeric DRed activating

receptor.

Finally, our results also provide a molecular basis for observations made concerning the
electrostatic potential changes at the synapse and bystander TCR signaling via non-cognate pMHC
[17, 18]. We propose a model where [1] the TCR-associated CD3€ and { chains are dynamically
associated with the PM through electrostatic interactions at resting state. These interactions
restrict ITAM accessibility to kinases and reduce the risk of spontaneous phosphorylation. [2] TCR
engagement with cognate pMHC initiates the clustering of the receptors and enables the
dissociation of the CD3e and T chains from the PM through either exclusion of PS within
microclusters or conformational changes of the CD3 cytoplasmic domains [16, 17]. [3] PM-
dissociated TCR-CD3 chains are then phosphorylated by Lck and trigger signaling cascades leading
to Ca?* mobilization through the CRAC channels at the synapse. [4] Increased local Ca?*
concentrations activate the PS scramblase activity of TMEM16F, which redistributes PS towards
the outer leaflet of the PM at the synapse. This leads to a general drop of the electrostatic

potential at the synapse provided by PS redistribution and local Ca?* leading to an increase in
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bystander receptor dissociation from the PM. This may in turn reduce the activating threshold of
bystander TCRs and enable them to enhance TCR-dependent signaling by engaging non-cognate
PMHC or simply by proximity to locally accumulated Lck through the recruitment of CD4 or CD8
(Fig. 7G).

This model is in line with observations made in this study as well as previously published
results. Indeed, is has been shown that following pMHC recognition or antibody-directed cross-
linking, TCRs form clusters where PS content is greatly decreased, recruit proteins through newly
available binding sites within the CD3 cytoplasmic domains, and become internalized in the
absence of signaling [17, 23, 35-37, 43]. In this regard, changes in the PM-associated status of the
PMHC-bound TCR-CD3e and { chains may enable the recruitment of internalization factors
through changes in the accessibility of the cytoplasmic domains. Contrastingly, internalization of
bystander TCRs require signaling, which leads to calcium influx and activation of TMEM16F PS-
scrambling functions, in order to dissociate its CD3¢e and { chains from the PM, participate in signal
amplification and ultimately become internalized [35, 43]. The requirement for substantial Ca%*
flux, provided through efficient signaling by a limited numbers of cognate pMHC-TCR conjugates,
to engage TMEM16F functions and bystander TCR signal amplification may ultimately provide a
safeguard against low-grade tonic TCR signaling, which typically yields transient and lower
calcium influxes insufficient to activate TMEM16F functions [54, 55]. Finally, in addition to
providing signal amplification, internalization of bystander TCRs, which should greatly outnumber
pMHC-engaged TCRs, may also provide the T cells with a refractory activation period to limit their
rapid reactivation in order to engage in activation derived differentiation/maturation and effector
cell functions. In this regard, the absence of TMEM16F and lack of bystander TCR engagement
and internalization may ultimately lead to sustained T cell activation and precipitate T cell

exhaustion as observed in the Hu et al., study [24].
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2.10 Supplemental figures
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Figure 1. - Figure S1. Knockdown of endogenous TMEM16F in Jurkat T cells abrogates Ca2+-

dependent phosphatidylserine flipping.

(A) FACS analyses and quantification of PS redistribution measured by Annexin-V labeling of
primary OT-I T cells expressing scrambled (Scr) or TMEM16F-targeting (ShT) shRNA following 5
minutes stimulation with 2uM ionomycin. (B) Relative expression of mouse Tmem16f mRNA
measured by qPCR for Scr and ShT primary OT-I T cells. Data presented relative to Scr cells. (C)
FACS analyses and quantification of calcium flux measured by Fluo-4 labeling of Scr and ShT OT-|
T cells following 5 minutes stimulation with 2uM ionomycin or DMSO (Ctl). (D) FACS analyses and
quantification of surface expression of afTCR in Scr, ShT and Rescue Jurkat T cell lines. (E) Relative
expression of total TMEM16F mRNA measured by gqPCR of Scr, ShT and Rescue Jurkat cell lines.
Data presented relative to Scr cells. (F) Confocal image of a group of WT TMEM16F-GFP
expressing Jurkat cells to highlight uniform PM localization of the fusion protein. (G) Confocal

image of WT TMEM16F-GFP expressing Jurkat cells during immunological synapse formation with

161



silicate beads coated with biotinylated anti-CD3¢/CD28 and Alexa-647-labeled streptavidin
(SA647).

All experiments are representative of a minimum of three independent experiments. Images are
representative of > 20 cells/synapse. Statistical significance was analyzed using unpaired two-
tailed Student’s t test (panels A, C) or one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test

(panels D, E). Results are shown as mean + SD. P values: ***: p < 0.001; ns: non-significant.
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Figure 2. - Figure S2. Elevated intracellular Ca?* is not sufficient to induce CD3¢ dissociation

from the plasma membrane.

(A) Schematic representation of the newly developed FRET approach used in this study. (B) FACS
analyses of TFP and Venus expression levels in the 3-TFP/PM-Venus and 50-TFP/PM-Venus stable
cell lines. (C) Correlation between TFP fluorescence lifetime and mean fluorescence intensity
(MFI) of PM-Venus at the plasma membrane. (D) Schematic representation of the sorting strategy
used to obtain the various KCD3-TFP/PM-Venus FRET cell lines used in this study. (E) FACS
analyses of the fluorescence intensities of mVenus and TFP in the Scr and ShT Jurkat cell lines
expressing KCD3-TFP/PM-Venus. (F) Surface PS exposure (Annexin-V) fold change following
stimulation with DMSO or 2uM ionomycin for Scr and ShT KCD3-TFP/PM-Venus FRET cells. Data
are normalized over the DMSO control. Dotted lines indicate 95% confidence interval. (G) Real-
time confocal images of calcium flux by Fluo-4 labeling following injection of 2uM ionomycin in
Jurkat cells. Time stamps are in seconds. (H) Relative Fluo-4 fluorescence intensities over time
normalized over the baseline measurement (T./To) following DMSO or 2uM ionomycin
stimulation (arrow). (I) Time correlated photon counts from pixels at the PM for the Scr or ShT
FRET cell lines either unstimulated or stimulated with 2uM ionomycin (control: ctrl; ionomycin:
iono). (J) TFP fluorescence lifetime of the indicated cell lines following stimulation with 2uM
ionomycin. (K) FRET efficiency of the 3FRET and 50FRET cell lines before and after stimulation

with 2uM ionomycin.

All experiments are representative of a minimum of three independent experiments. Images are
representative of > 30 cells. Statistical significance was analyzed using one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparisons test. Results are shown as mean + SD. P values: ****: p < 0.0001;

***: p <0.001; ns: non-significant.
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Figure S3
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(A) Schematic representation of the FRET approach and effect of membrane dissociation on FRET
signals for experiments used to study membrane binding of CD3&¢p during immunological synapse
formation. (B) Paired analyses of TFP fluorescence intensity at the synapse and non-synapse
(synapse: Syn, non-synapse: PM) portion of the plasma membrane in 3-TFP, Scr and ShT cell lines
expressing the PM-Venus and KCD3FF FRET probes. Data presented as mean fluorescence
intensities (MFI). (C) Western blots of TCR-proximal signaling in Scr and ShT cells following
stimulation with 10ug/mL PHA-L for the indicated time points using phospho-specific (p) and
loading control antibodies as indicated. Image shown is representative of four separate
experiments. (D) Phospho-kinetic analyses of Scr and ShT cells from Western blots presented in

C performed using Imagel. Data are represented as fold change over the non-activated Scr control



All experiments are representative of a minimum of three independent experiments. All data
presented as mean + SD. Statistical significance was analyzed using paired Student’s t test (panel

B) or two-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test (panel D). P values: *** p < 0.001;

** p < 0.01; ns: non-significant.
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Figure 4.— Figure S4. TMEM16F is required for bystander TCR activation.

(A) Schematic representation of the chimeric DR/CD3e6 model used to study bystander TCR
activation. (B) Jurkat cells expressing KCD3-TFP/PM-Venus were stimulated with 1pg/mL plate-
bound anti-HA alone (shown in black), 1ug/mL plate-bound anti-HA and anti-CD4 (red) or
unstimulated (gray) and surface CD69 expression was analyzed by flow cytometry. (C) Jurkat cells
transduced with li-mCherry and DReb-IRES-eGFP were analyzed by flow cytometry for surface
expression of DRed with Alexa-647 labeled anti-DR (DR-A647). (D) Jurkat cells expressing li and
DRebd were stimulated with 50uM pervanadate for 10 minutes. Cells were lysed and DRed was
pulled-down using anti-DR and protein G beads. The different components of the DRed chimera
with (+) or without (-) pervanadate stimulation were probed by Western blot with the indicated
antibody (CD36, CD3g, HA) and phosphorylation was determined with an anti-phosphotyrosine
antibody. (E) DRe&-li expressing Jurkat cells were stimulated overnight with 1ug/mL plate-bound
anti-DR (blue), anti-DR/CD4 (red), anti-CD3/CD4 (gray) or left unstimulated (UT; black) and
surface CD69 expression was analyzed by flow cytometry (left). Frequency of CD69 expressing
DReb-li Jurkat cells following indicated stimulation is shown right. (F) DRe&-li expressing Jurkat
cells were stimulated overnight with 1ug/mL plate-bound anti-DR (blue), anti-DR/CD4 (red), anti-
CD3/CD4 (gray) or left unstimulated (UT; black) and surface TCR expression was analyzed by flow
cytometry (left). MFI of surface TCR expression of DReb-li Jurkat cells following indicated
stimulation is shown right. (G) DRed expressing Jurkats (ED) or WT Jurkats (WT) were stimulated
with 1ug/ml plate-bound anti-CD3/CD4, anti-DR/CD4 or left untreated (UT) and then analyzed
the next day for surface CD69 and TCR expression by flow cytometry. Relative frequency in % of
CD69+ cells and geometric mean fluorescence intensity of surface TCR expression were
measured. (H) DRe&-li expressing Jurkat cells were stimulated with plate-bound anti-DR/CD4 for
15 minutes or anti-CD3/CD4 for 7.5 minutes and then DRed (DR) or TCR were immunoprecipitated
in non-denaturing conditions. Components of DRed and TCR (CD36 and CD3{) were then probed
by Western blot. (1) DRed expressing Jurkats were pre-incubated for 1 hour with either 20uM PP1,
20uM PP2, or DMSO and then stimulated in these conditions with 2.5ug/ml plate-bound anti-
CD3/CD4 (CD3), anti-DR/CD4 (DR) or left unstimulated (CTL). Surface DRed expression was probed

45 minutes after stimulation. Data presented as relative expression compared to DMSO-treated
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but unstimulated cells (CTL). (J) DRebé-li expressing Jurkat cells were transduced at low MOI with
a shRNA against TCRa (red) or scrambled shRNA (shown in black) and surface DRed expression
was analyzed by flow cytometry. Unstained cells (Unst.) and WT Jurkats (WT) were used as
controls. (K) Scr and ShT cells expressing DRe6-li were stimulated overnight with 1ug/mL plate-
bound anti-DR/CD4 and surface TCR expression was analyzed by flow cytometry. Data presented

as relative surface TCR expression in ShT cells compared to Scr cells.

All experiments are representative of a minimum of three separate experiments. Statistical
significance was analyzed using one-way (panels E, F) or two-way (panels G-1) ANOVA with Tukey’s
multiple comparisons test, or unpaired Student’s t test (panel K). All data presented as mean +

SD. P values: ****. p < 0.0001; ***: p < 0.001; **: p < 0.01; ns: non-significant.
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Figure S5
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Figure 5. - Figure S5. Mutant TMEM16F constitutively redistributes PS at the plasma

membrane and promotes Ca?*-induced CD3e dissociation.

(A) Schematic representation of the different TMEM16F constructs used in this study. The
promoter EIF1a is shown in gray. (B) FACS analyses of surface aTCR expression, CD69 expression
and of cell viability using Propidium iodide labeling for the Ame, TM and Mut cell lines. (C) FACS
analyses of eGFP and mRFP fluorescence in sorted Ame, TM and Mut cells transduced with the
PM-GFP-IRES-LactC2-mRFP construct. (D) Confocal imaging of Ame, TM and Mut cells expressing
the PM-GFP-IRES-LactC2-mRFP construct. Images are representative of > 50 cells per cell line. (E)
Schematic representation of the PM-GFP-IRES-LactC2-mRFP construct used in this study to
quantify inner leaflet PS content. (F) Quantification of the relative phosphatidylserine (PS) content
in Ame, TM and Mut cell lines. Plasma membrane fluorescence intensities of eGFP and mRFP were
quantified in ImageJ and the relative PS content in each cell was obtained by dividing the mRFP
fluorescence intensity over eGFP. Data were normalized over the mRFP/eGFP ratio of Ame cells.
(G) FACS analyses for calcium sensitivity of Mut cell line for constitutive PS exposure using the
intracellular calcium chelating agent BAPTA-AM prior to surface Annexin-V staining. Relative PS
exposure normalized to Ame cells for Mut cells treated or not with BAPTA-AM (bottom). (H)
Schematic representation of the different eGFP-tagged TMEM16F constructs used in this study.
The promoter EIFla is shown in gray. (I) Confocal image of Jurkat cells expressing mutant
TMEM16F-GFP during immunological synapse formation with silicate beads coated with
biotinylated anti-CD3g/CD28 and Alexa-647-labeled streptavidin (SA647). Time stamps (t) are
shown in seconds. White scale bar represents 5um. (J) TFP fluorescence lifetime of the CD3-TFP
cell line in comparison to Ame, TM and Mut FRET cell lines. (K) Ametrine expression and MFI of
untransduced Jurkats (JKT), Ame, TM, and Mut cells. (L) Real-time PS exposure using fluorescent
Annexin-V staining following DMSO or 0.3uM ionomycin treatment in Ame, TM and Mut cell lines.

Experiment shown is representative of three separate experiments.

All experiments are representative of a minimum of three independent experiments. Images are
representative of > 20 cells. Statistical significance was analyzed using one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparisons test. Data presented as mean * SEM (panels F, G) or + SD (panels J,

K). P values: *** p < 0.001; ns: non-significant.
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Figure S6
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Figure 6. — Figure S6. Mutant TMEM16F expression amplifies bystander TCR activation and

signal amplification following T cell activation.

(A) Paired analyses of TFP fluorescence intensity at the synapse and non-synapse portion of the
plasma membrane (synapse: Syn, non-synapse: PM) in TM and Mut cell lines expressing the PM-
Venus and KCD3FF FRET probes. Data presented as mean fluorescence intensities (MFI). (B)
Relative PS exposure as determined by Annexin-V (A-V) labeling in Ame cells following stimulation
with PHA (10ug/ml). Data presented is relative to A-V staining at time zero (0). (C) Typical results
monitoring activation-induced calcium flux as measured by Fluo-4 used for the quantification in

Fig. 6G. (D) Surface PS exposure (Annexin-V) fold change of Ame and TM cells following
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stimulation with DMSO, 1uM or 1.5uM ionomycin. lonomycin injection is indicated with an arrow.

Data are normalized over the DMSO control. Dotted lines indicate 95% confidence interval.

All data are representative of a minimum of three independent experiments. Statistical
significance was analyzed using paired t test (A) or one-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test (B). Results are shown as mean * SD, **** p < 0.0001, ***: p < 0.001; ** p <

0.01; * p < 0,05; ns: non-significant.
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Figure S7
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Figure 7. - Figure S7: Mutant TMEM16F expression amplifies T cell signaling through

bystander TCR activation.

(A) Schematic representation of the A6-TCR and Tax peptide constructs used in this study. (B)
Surface aBTCR expression of WT Jurkat and A6-TCR expressing Jurkat cell lines. Unstained cells
are shown in black. (C) Gating strategy to study CD69 expression of Jurkat T cells expressing the
A6-TCR (eGFP+) following co-culture with mRFP-Tax peptide expressing JY cells. (D) CD69
expression of GFP- (left) or GFP+ (middle) cells following stimulation with JY-Tax expressing cells.
Frequency of CD69 positive cells for the different cells following stimulation with JY-Tax cells is
shown right. (E) Gating strategy to study CD69 expression of WT TMEM16F-Thy1.1 (TM), Mut
TMEM16F-Ametrine (Mut), and WT Jurkats (WT) cells transduced with the A6-TCR following co-
culture with Tax peptide expressing JY cells. (F) FACS plot displaying relative distribution of CD69+
cells following stimulation with JY-Tax cells. Gating used to identify CD69+ cells is shown (left).

CD69 MFI of positive cells relative to WT following stimulation with JY-Tax cells is shown right. (G)
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A6-TCR expressing WT, TM and Mut cells were stimulated overnight with JY-Tax cells and surface
PS was analyzed by flow cytometry with Annexin-V staining. Annexin-V expression relative to A6-

TCR negative (GFP-) cells.

All data are representative of a minimum of three independent experiments. Statistical
significance was analyzed using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparisons test. Results
are shown as mean * SD, **** p < 0.0001, ***: p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0,05; ns: non-

significant.
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3.1 Contributions des auteurs

AC : Génération des constructions de plasmides. Conception, exécution et analyse des
expériences de marquage a I’Annexin V. Conception, planification, exécution et analyse des
expériences de qPCR (Figure 2) et d’activation in vitro. Planification, exécution et analyse des
expériences de transduction lentivirale. Préparation des figures (Figures 1 a 9). Interprétation

des données Immgen (Figures 1 et 2) et des résultats.

RP : Conception, planification, exécution et analyse des expériences de transductions
lentivirales, de gPCR (Figure 3D) et d’activation in vitro. Optimisation des conditions de
transduction lentivirales et d’activation des cellules primaires in vitro. Conception, planification,
exécution et analyse des expériences in vivo. Réalisations des illustrations (Figures 2, 3 et 8).

Préparation des figures 3D, 4A et 5.

JFD: Conception, planification et exécution des expériences in vivo

ABP: Maintien des colonies de souris, génération de la construction pLKO.1-shScr-Ametrine.
NL: Conception des expériences in vivo

EG: Conception des expériences de transductions lentivirales et d’activation in vitro et in vivo.

Préparation des figures 4A et 5. Interprétation des données Immgen (Figure 1).
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3.2 Mise en contexte du projet

Nos résultats démontrent que la redistribution de PS par TMEM16F, une scramblase
calcium-dépendante, régule le niveau d’association de la chaine CD3e du TCR a la MP. Nos
résultats obtenus dans la lignée cellulaire humaine T Jurkat démontrent que la réduction de
I'expression de TMEM16F diminue I'activation des TCRs non-engagés. De plus, nous avons
observé une diminution de la phosphorylation de molécules de signalisation et de I’expression du
marqueur d’activation CD69. En contraste, nous avons démontré que |'expression d’un mutant
constitutivement actif de TMEMI16F augmente la dissociation de TCRs non-engagés, la
phosphorylation des molécules de signalisation TCR-proximale et I'expression du marqueur
d’activation CD69. Ainsi, nos résultats démontrent que la redistribution de PS par TMEM16F

régule positivement I’activation des lymphocytes T.

Nos résultats obtenus dans lignée Jurkat sont en contraste avec I’étude de Hu et al publiée
en 2016, ou il est démontré qu’une augmentation de la phosphorylation des molécules de
signalisation TCR-proximales chez les lymphocytes T isolés de souris Tmem16f7-. De plus, dans
cette étude, il a été démontré que I'absence de TMEM16F promeut |'activation robuste puis
I’épuisement des lymphocytes T dans un modele d’infection chronique au virus de la

chorioméningite lymphocytaire (LCMV) clone 13 [368].

Afin d’exclure le role potentiel de TMEM16F dans le développement des lymphocytes T,
nous avons voulu étudier le réle de TMEM16F dans 'activation de lymphocytes T périphériques
naifs. Nous avons utilisé le modeéle de souris Rag1”~ OT-l, ou le TCR est restreint au peptide OVA
(SIINFEKL) présenté par H2-KP. Ce modéle permet I'isolation d’un grand nombre de lymphocytes
T CD8+ spécifiques au peptide OVA afin d’étudier leur activation suivant leur stimulation. Ce
modele permet également d’exclure l'influence de TMEM16F sur le développement des
thymocytes puisque I’ARN interférant contre TMEM16F est transduit dans les lymphocytes T
périphériques matures. Considérant nos résultats obtenus au Chapitre 2, nous émettons
I’'hypothése que TMEM16F régule positivement la réponse immunitaire des lymphocytes T

primaires murins.
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3.3 Méthodologie

3.3.1 Souris

Les souris Rag1”- OT-l (CD45.2) ont été élevées dans un environnement exempt d'agents
pathogenes a I'animalerie de I'Institut de Recherche en Immunologie et en Cancérologie selon un
protocole approuvé par le Comité de déontologie de I'Université de Montréal sur
I'expérimentation animale. Les souris C57BL/6.SJL (CD45.1) ont été achetées au Laboratoire
Jackson et ont été logées a I'animalerie du Centre de Recherche de I'Hopital Maisonneuve-
Rosemont dans un environnement exempt d’agents pathogenes selon les Lignes directrices du

Conseil Canadien de Protection des Animaux.

3.3.2 Lignées cellulaires

Toutes les lignées cellulaires ont été achetées aupres d'ATCC. Les lignées cellulaires sont
maintenues a 37°C en présence de 5% de CO,. Les cellules T Jurkat E6.1 ont été maintenues dans
RPMI + GlutaMAX (Gibco) supplémenté avec 10% de FBS (sérum bovin fétal), 100U/mL de
pénicilline, 100pg/mL de streptomycine et 10mM HEPES pH 7.4. Les cellules HEK293T ont été
cultivées dans du DMEM + GlutaMAX (Gibco) supplémenté avec 10% de FBS, 100U/ml de
pénicilline, 100pg/ml de streptomycine et 10mM d'HEPES pH 7.4. Pour la production lentivirale,
les cellules HEK293T ont été cultivées dans du DMEM + GlutaMAX supplémenté avec 15% de FBS,
100U/mL de pénicilline, 100ug/mL de streptomycine et 10mM HEPES pH 7.4. Les cellules HEK293T
ont été soumises a un passage tous les 2 a 3 jours en utilisant une solution de PBS contenant 0.5%
de FBS, 2mM d'EDTA pH 8.0 et 10mM d'HEPES pH 7.4. La lignée de macrophage RAW267.4 a été
maintenue dans du DMEM + GlutaMAX supplémenté avec 10% de FBS, 100U/mL de pénicilline et

100pg/mL de streptomycine.

3.3.3 Plasmides

Les séquences d’ARN interférant pour le Tmem16f murin ont été obtenues a partir de la
bibliotheque Mission shRNA (Sigma-Aldrich). La boucle de I’ARN interférant a été modifiée pour

la séquence TATAACT. Les séquences des ARNs interférant ont été clonées dans un vecteur
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pLKO.1 exprimant I'Ametrine ou Thyl.1 sous le promoteur hPGK en utilisant des enzymes de

restriction Agel et EcoRI (New England Biolabs).

3.3.4 Production lentivirale

Pour la production lentivirale, les cellules HEK293T ont été ensemencées dans une boite
traitée a la culture tissulaire de 10 cm. Le jour suivant, des cellules HEK293T ont été transfectées
avec des plasmides d'emballage: 3ug VSV-G (pMD2.g), 1.5ug RRE (pMDLg / pRRE) et 1.5ug REV
(pRSV-REV) et 6ug du plasmide d'intérét en utilisant le réactif TransIT-LT1 (Mirus) en suivant le
protocole du fabricant. Les plasmides d'emballage proviennent de Didier Trono (plasmides
Addgene # 12251, 12253, 12259). Le milieu des cellules a été remplacé aprés 16 heures
d'incubation par du milieu HEK293T a 15% de FBS. Les surnageants ont été récoltés 36 heures
apres le changement de milieu. Les surnageants ont été filtrés (0,45um) et le virus a été concentré
par ultracentrifugation a 25 000 rotations/min pendant 90 minutes a 37°. 300 pl de PBS froid ont
été ajoutés au culot et le virus a été remis en suspension pendant une nuit a 4°C. Le lendemain,
le virus a été congelé sur de la glace séche et les titres viraux ont été déterminés dans les cellules

Jurkat.

3.3.5 Isolation des lymphocytes T CD8+

Des souris Rag1”~ OT-l adultes de 6 & 8 semaines (méles et femelles) ont été sacrifiées et
des rates et des ganglions lymphatiques ont été prélevés. Les organes ont été mécaniquement
perturbés sur un filtre de 70 um et les cellules ont été récupérées par lavage avec du RPMI froid
(Gibco). Les cellules ont été incubées avec un tampon de lyse de globules rouges (150mM NH.CI,
10mM KHCOs, 0,1mM EDTA pH 7.4) pendant 5 minutes sur de la glace afin de purifier les cellules
T. Les cellules ont été lavées et les cellules T OT-I ont été purifiées avec le kit d'isolement des
cellules T CD8+ MojoSort Mouse CD8+ (BiolLegend). La pureté des lymphocytes T CD8+ a été
confirmée par marquage de surface anti-CD8a clone 53-6.7 (BioLegend) pendant 30 minutes sur
glace puis par analyse par cytométrie en flux. Des cellules T OT-I primaires fraichement isolées
ont été maintenues dans RPMI + GlutaMAX supplémenté avec 10% de FBS, 100U/mL de
pénicilline, 100ug/mL de streptomycine, 0.005% de B-mercaptoéthanol, 1ImM de pyruvate de
sodium, 10mM HEPES pH 7.4, 25ng/mL IL-7 et 100ng/mL IL-15. L'IL-2 a été ajoutée a la culture a
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une concentration de 20ng/ml le jour suivant le sacrifice. Les interleukines recombinantes

proviennent de BiolLegend.

3.3.6 Transduction lentivirale

Pour déterminer la multiplicité d’infection du virus, 50,000 cellules Jurkats ont été
ensemencées dans une plaque a 96 puits a fond rond. Le virus a été dilué a des concentrations
finales de 1:40 a 1:2000 avec 5ug/mL de protamine sulfate (Sigma-Aldrich) pendant une nuit a
37°C. Le milieu a été changé le lendemain et les cellules ont été laissées au repos pendant 48
heures avant I'analyse par cytométrie en flux. La multiplicité de I'infection a été déterminée par

une courbe calculée a partir du pourcentage d’expression d’Ametrine a chaque dilution de virus.

2x10° cellules OT-I ont été transduites 48 heures aprés l'isolement avec une multiplicité
virale d'infection de 15 avec 5 pg/mL de protamine sulfate. Les cellules ont été infectées par
centrifugation a 2000 rotations/min pendant 90 minutes a 37°C dans une plaque a 24 puits
préalablement recouverte de 20ug/mL de rétronectine (Takara). L'IL-2 a été ajouté a une
concentration finale de 20ng/ml avant incubation pendant une nuit a 37°C. Le lendemain, les
cellules ont été lavées et cultivées pendant 3 jours avec 20ng/ml d'IL-2, 12,5ng/ml d'IL-7 et
50ng/ml d'IL-15. L'efficacité de transduction a été déterminée par analyse de la fluorescence

d’Ametrine par cytométrie en flux.

3.3.7 Essais de prolifération cellulaire

Trois jours apreés la transduction, les cellules T OT-I ont été marquées avec 3uM de CFSE
dilué dans du PBS supplémenté avec 5% de FBS, puis ont été incubées pendant 20 minutes a
température ambiante. Aprés l'incubation, les cellules ont été lavées dans du PBS froid contenant
5% de FBS puis incubées a 37°C pendant 15 minutes afin de favoriser le clivage du CFSE par les
estérases intracellulaires. Les cellules marquées au CFSE ont ensuite été stimulées en utilisant des
cellules présentatrice d’antigene. Pour nos analyses, nous avons produit une lignée cellulaire
RAW267.4 qui présente de maniére constitutive le peptide SIINFEKL restreint a H2-K®. Les cellules
RAW expriment également mCherry, ce qui nous permet de les exclure dans nos analyses. Les
RAW sont légerement fixés dans 1% de PFA pendant 10 minutes avant la co-culture avec les

cellules T OT-1 pour inhiber la croissance cellulaire pendant le test de prolifération. Les cellules
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OT-l et les RAW ont été co-cultivés a un ratio de 3:1 respectivement, a une densité de 50 000

cellules T par puits dans une plaque a 96 puits a fond rond.

La co-culture est réalisée dans des milieux de culture de cellules T (RPMI, 10% FBS,
100U/mL de pénicilline et 100ug/mL de streptomycine, 1ImM de pyruvate de sodium, 0.01 mM
B-mercaptoéthanol, 10mM HEPES pH 7.4 et 2ng/ml d’IL-2). Pour mesurer la prolifération
cellulaire, nous avons analysé le pourcentage de cellules positives pour I’Ametrine a chaque jour
d’activation. Nous avons normalisé les données en fonction du pourcentage de cellules shScr
positives a I'"Ametrine a chaque jour d’analyse. Pour déterminer le niveau de prolifération
cellulaire par marquage CFSE, nous avons multiplié le pourcentage de cellules pour chaque
division cellulaire par 2" (ou n définit le nombre de divisions cellulaires) pour obtenir le nombre
de cellules totales relatives par nombre de divisions cellulaires. Nous additionnons ensuite toutes
les cellules de chaque division cellulaire pour obtenir le nombre total de cellules divisées. Enfin,

nous avons obtenu le facteur de prolifération en normalisant les données a la condition shScr.

3.3.8 Essais d’influx de calcium

Les cellules T OT-l ont été marquées pendant 15 minutes a température ambiante avec
0.1 uM de Fluo-4 AM (ThermoFisher Scientific) dilué dans du PBS. Aprées une étape de lavage, les
cellules ont été incubées pendant 1 heure a température ambiante pour le clivage du Fluo-4 AM
par les estérases intracellulaires. Les cellules ont été lavées et ont été maintenues sur glace
jusqu’a I'analyse. Les cellules ont été équilibrées a température ambiante pendant 10 minutes,
puis ont été marquées avec 1:500 d'Annexine-V et et 1:1000 Propidium lodide (eBiosciences)
pendant 5 minutes a température ambiante. Tous les marquages avec I'Annexine-V ont été
effectués dans un tampon de liaison a I'Annexine-V (eBiosciences) supplémenté avec 0.5% de FBS.
Les cellules ont été stimulées avec du DMSO ou 2uM d'ionomycine a température ambiante, et

la fluorescence a été enregistrée apres 10 minutes de stimulation.

3.3.9 Isolation des ARNs et qPCR

Les cellules primaires transduites ont été triées sur I'expression du marqueur fluorescent
Ametrine avec un trieur de cellules BD FACSAriall (Becton Dickinson). L’ARN a été extrait aprés le
tri cellulaire avec le kit RNeasy Mini (Qiagen) selon le protocole du fabricant. L'ARN extrait a été
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transcrit de maniere inverse avec le kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Le PCR en temps réel a été réalisé sur I'ADN complémentaire en utilisant le Advanced
gPCR MasterMix (Wisent) supplémenté avec le marqueur de référence ROX (Life Technologies)
et un systeme de PCR en temps réel StepOne Plus (Applied Biosciences). Les amorces pour
Tmem16f sont 5 - GCAGCCCTTGGATCTTATCA - 3’ pour sens et 5’- TGCTGTAGCTCAACGGTGTC -
3’ pour antisens. Les amorces pour le gene de référence Hprt sont 5 '- TCCTCCTCAGACCGCTTTT -
3' pour sens et 5 '- CCTGGTTCATCATCGCTAATC - 3' pour antisens. Les niveaux d'ARN messagers

relatifs de Tmem16f sur Hprt ont été déterminés par la méthode 224,

3.3.10 Infection au Listeria monocytogenes

1x10° total de cellules OT-l isolées de souris CD45.2 et transduites avec shScr-Ametrine et
shTMEM16F-Thy1.1 ont été co-injectées dans des souris C57BL/6.SJL CD45.1. 24 heures suivant
le transfert adoptif des cellules T, une dose sublétale de 2 x 103 unités de formation de colonies
(UFC) de Listeria monocytogenes exprimant OVA (Lm-OVA) a été injectée de maniere
intraveineuse pour l'analyse de la réponse des lymphocytes T primaires. Cing jours suivant
I'infection, les rates ont été isolées. Les lymphocytes T CD8+ ont été isolés avec le kit d'isolement

des cellules T MojoSort Mouse CD8+ tel que décrit précédemment.

3.3.11 Cytométrie en flux

Les cellules OT-I transduites ont été analysées a chaque jour suivant |’activation in vitro
avec les anticorps Thy1.1 clone OX-7 (BioLegend), CD44 clone IM7 (BioLegend), CD62L clone MIL-
14 (BioLegend), CD69 clone H1.2F3 (BioLegend). La moyenne géométrique de fluorescence du
marguage a été normalisée sur les cellules non-transduites. Pour les expériences d’infection au
Lm-OVA, les cellules infectées ont été identifiées par marquage de surface avec CD45.2 clone 104
(BioLegend), CD8a clone 5.3-6.7 (BioLegend). Les cellules ont été marquées avec les marqueurs
d’activation ou de différenciation CD127 clone A7R34 (BioLegend), KLRG1l clone 2F1
(eBioscience), CD44 clone IM7 (BioLegend), CD62L clone MIL-14 (BioLegend), CD69 clone H1.2F3
(BioLegend) et Ly6C clone HK1.4 (BioLegend). Les marquages de surface ont été réalisés dans une

solution FACS (PBS, 2mM EDTA, 10mM HEPES pH 7.4, 0.5% FBS) pendant 30 minutes a 4°C.
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Pour le marquage anti-caspase-3 activée, les cellules ont été préalablement marquées
avec I'anti-Thyl.1 pendant 30 minutes sur glace puis ont été lavées. Les cellules ont été fixées
avec le Cytofix (BD Biosciences) pendant 20 minutes sur glace. Les cellules ont été lavées deux
fois avec de la solution Perm/Wash (BD Biosciences). Les cellules ont été marquées pendant 30
minutes sur glace avec l'anti-caspase-3 activée clone C92-605 (BD Biosciences) dilué dans la
solution Perm Wash. Les cellules ont été lavées deux fois et maintenues dans la solution
Perm/Wash sur glace jusqu’a I'analyse par cytométrie en flux. Toutes les expériences de
cytométrie en flux réalisées sur un cytométre en flux ZE-5 (BioRad) ou LSR Fortessa (Becton

Dickinson), et analysées avec FACSDiva (Becton Dickinson) et FlowJo (TreeStar).

3.3.12 Analyses statistiques

Toutes les données sont représentées par la moyenne + SEM. Le nombre d'échantillons et
de répétitions expérimentales est indiqué dans la légende des figures par n. La signifiance
statistique a été analysée avec Prism 7 (GraphPad) et le test utilisé est indiqué dans chaque figure.
La signifiance statistique a été considérée lorsque p <0.05. Les légendes des figures incluent les

valeurs p.
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3.4 Résultats

3.4.1 L’expression de TMEM16F est régulée lors du développement des

thymocytes

Des études préalabres ont démontré que le développement des lymphocytes T issus des
souris Tmem16f/- est normal. Le marquage des thymocytes avec CD4 et CD8 démontre que la
fréquence et le nombre absolu de chaque population de cellules sont identiques aux souris
sauvages [368, 374]. Nos résultats démontrent que TMEM16F régule I'amplification de
I’activation des cellules T. La signalisation du TCR résultant de I'interaction des thymocytes avec
les pCMHs du soi présentés par les cellules épithéliales du thymus permet de sélectionner les
thymocytes exprimant les TCRs tolérants au soi. Toutefois, a ce jour, aucune étude n’a été réalisée

sur I'efficacité de la sélection positive ou négative dans les thymocytes issus des souris Tmem16f

/_-

Nous avons vérifié le niveau d’expression d’ARN messagers de Tmem16f a différents
stades de développement des lymphocytes T a partir des données de la banque Immgen [375].
Les données d'Immgen ont été initialement obtenues par Mingueneau et al, 2013, chez des
thymocytes isolés de souris sauvages C57BL/6J [376]. L’expression de Tmem16f augmente
graduellement du stade DN1 jusqu’a atteindre un maximum d’expression au stade DN4 et DP.
L’expression de Tmem16f chez les thymocytes DN4 et DP est six fois plus élevée que I'expression
chez les DN1. CD69 est un marqueur de cellules activées chez les thymocytes et les lymphocytes
T matures. L'expression de CD69 augmente de maniere graduelle lors de la sélection positive
[377]. La transition du stage DP au stage DP CD69+ est associée a des changements
transcriptionnels majeurs reliés a la signalisation du TCR [376]. L’expression de Tmem16f diminue
au cours de la sélection positive et s’établit a un niveau similaire aux thymocytes DN2 chez les

cellules SP et naives (Figure 1A).

La régulation dynamique de l'expression de Tmeml16f lors du développement des
thymocytes ainsi que son importance dans I'amplification de la signalisation du TCR suggere que

TMEM16F serait requis durant le développement et la sélection des thymocytes.
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Figure 1. - Modulation de I'expression de Tmem16F durant le développement des

lymphocytes T

(A) Le niveau d’expression de Tmem16f dans les thymocytes issus de souris sauvages (C57BL/6))
obtenu de la banque de données Immgen a partir des données de Mingueneau et al, 2013. Le
niveau d’ARN messagers exprimant Tmem16f a été déterminé par microarray avec la sonde

10426479 [375, 376].

3.4.2 Modulation de I'expression de TMEM16F lors de l'activation des

lymphocytes T

Nous avons démontré que TMEM16F régule I'amplification de I'activation des cellules T
au niveau de l'activation des TCRs. Afin de déterminer si TMEM16F est requis tout au long de la
réponse immunitaire, nous avons étudié les niveaux d’expression de Tmem16f suivant I’activation
de lymphocytes T murins primaires. Le modéle de souris Rag1”- OT-I est un modeéle murin établi
ou les lymphocytes T expriment un TCR transgénique restreint au peptide Ovalbumine, OVA2s7.
264 0u SIINFEKL, présenté par H2-KP. L’absence de RAG1 prévient le réarrangement des génes du
TCR endogene et permet I'expression du TCR OT-I transgénique sur toutes les cellules T de la
souris. Par la restriction du TCR OT-l au H2-K®, seuls des lymphocytes T CD8+ se développent chez

les souris Rag1”- OT-.
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Les lymphocytes T CD8+ isolés des souris Rag1”- OT-I ont été placées en culture avec des
cytokines afin de maintenir leurs signaux de survie. Il a été démontré que la culture de
lymphocytes T primaires naifs avec les cytokines homéostatiques IL-7 et IL-15 facilite leur
transduction [378]. Les cellules T primaires ont été également maintenues en culture en présence
d’IL-2 afin de promouvoir leur prolifération lors de la stimulation [379]. Les cellules OT-1 ont été
stimulées in vitro avec la lignée de macrophages RAW exprimant le peptide OVA sur H2-K®. Nous
avons isolé I’ARN des cellules T chaque jour suivant I’activation pour des expériences de gPCR
(Figure 2A). Les niveaux d’expression d’ARN messagers de Tmem16f indiquent une diminution
importante de son expression dans les 24 premieres heures d’activation in vitro. Puis, la

diminution de I'expression est maintenue tout au long de I'expérience d’activation (Figure 2B).

Les données d’'Immgen, initialement publiées par Best et al en 2013, démontrent une
perte d’expression de Tmem16f chez des lymphocytes T OT-| effecteurs isolés de la rate de souris
infectées avec le pathogene intracellulaire Listeria monocytogenes exprimant le peptide OVA (Lm-
OVA) [375, 380]. Six jours suivant I'infection, I'expression de Tmem16f se rétablit au niveau des
lymphocytes T OT-I naifs (Figure 2C). Nos résultats et ceux de la banque de données Immgen
indiquent que I'expression de Tmem16f est modulée suivant I'activation des lymphocytes T
primaires périphériques. De plus, ces résultats suggerent que la redistribution de PS par
TMEM16F pourrait étre essentielle a la stimulation des lymphocytes T, mais dispensable une fois

les cellules T activées.
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Figure 2. — Diminution de I'expression de Tmem16f suivant I'activation de lymphocytes T

primaires murins

(A) Les lymphocytes T périphériques de souris OT-l ont été isolés et activés par des RAW
présentant le peptide OVA sur H2-K®. Les cellules T ont été activées a un ratio 3:1 de cellules T a
cellules RAW. L’ARN des cellules T a été isolé suivant chaque jour d’activation in vitro. (B)
L'expression de Tmem16f a été déterminée par gPCR et le niveau d’expression relatif de Tmem16f
a été déterminé par le ratio sur le géne rapporteur Hprt. N = 3 expériences indépendantes. (C) Le
niveau d’expression de Tmem16f (obtenu de la banque de données Immgen a partir des données
de Best et al, 2013) dans les lymphocytes T CD8+ issus de la rate de souris OT-l suivant une
infection avec Listeria monocytogenes-OVA. Le niveau d’ARN messagers exprimant Tmem16f a

été déterminé par microarray avec la sonde 10426479 [375, 380].

3.4.3. TMEM16F est la scramblase calcium-dépendante dominante chez les

lymphocytes T murins

Nous avons observé que TMEM16F est requis pour I'activation de la lignée de cellules T
Jurkat (article au Chapitre 2) et que son expression est modulée tot suivant la stimulation. Afin

d’étudier le réle de TMEM16F dans I'activation des lymphocytes T murins, nous avons établi un
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protocole de transduction de lymphocytes T naifs. Les lymphocytes T périphériques ont été
récoltés a partir de la rate et des ganglions de souris Rag1”~ OT-l. Les cellules T ont été transduites
avec une MOI de 15 avec du lentivirus codant pour une séquence contrdle (shScr) ou pour
TMEM16F (shTMEM16F) et exprimant le marqueur fluorescent Ametrine [378] (Figure 3A). 72
heures suivant la transduction, les niveaux d’Ametrine ont été vérifiés par cytométrie en flux.
Nous avons obtenu des pourcentages de transduction de lymphocytes T naifs d’environ 4-8% avec

notre protocole (Figure 3B).

Avant I'activation avec le peptide OVA, nous avons voulu confirmer I'observation que
TMEM16F est la scramblase calcium-dépendante la plus dominante chez les lymphocytes T
murins [368]. Nous avons stimulé les cellules shScr et sShTMEM16F avec de I'ionomycine. Nous
avons suivi I’entrée de calcium par marquage intracellulaire au Fluo-4 et la redistribution de PS
par marquage de surface avec de I’Annexine-V. Nous observons une redistribution robuste de la
PS dans les cellules shScr stimulées a 'ionomycine. La diminution de I'expression de TMEM16F
abolit la redistribution de la PS. L’absence de marquage de surface de PS n’est pas le résultat d'un
défaut d’entrée de calcium, puisque le marquage Fluo-4 entre les cellules shScr et shTMEM16F

est identique (Figure 3C).

Afin de confirmer la diminution de I'expression de TMEM16F, nous avons trié les
lymphocytes T exprimant Ametrine pour du qPCR. Les cellules OT-1 ont été activées pendant 48
heures avant le tri afin de permettre leur expansion. L’activation des lymphocytes T permet
d’obtenir une quantité de cellules suffisantes pour l'isolation d’ARN et le qPCR. Nos résultats de
gPCR confirment la diminution d’expression de Tmem16f par transduction d’'un ARN interférant
chez les lymphocytes T OT-I primaires (Figure 3D). En conclusion, notre protocole de transduction
des lymphocytes T murins périphériques nous permet d’exprimer des ARNs interférants dans des
cellules T primaires naives. Par I'absence de redistribution de PS suivant une stimulation avec de
I'ionomycine, nous confirmons que TMEM16F est la scramblase calcium-dépendante dominante

chez les lymphocytes T murins.
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Figure 3. - Redistribution calcium-dépendante de la PS par TMEM16F chez les lymphocytes T

murins

(A) Protocole de transduction des lymphocytes T OT-I avec shScr ou shTMEM16F et activation in
vitro. (B) Expression d’Ametrine des cellules non-transduites, shScr et ShTMEM16F déterminé 72
heures suivant la transduction. (C) Les cellules shScr et shrTMEM16F ont été marquées avec
I'indicateur de calcium Fluo-4 et de I’Annexine-V. Les cellules ont été stimulées pendant 5 minutes
avec 2uM d’ionomycine. Les graphiques démontrent les cellules exprimant shScr et sShTMEM16F
(Ametrine*). N = 2 expériences indépendantes. (D) Les cellules OT-I transduites avec shScr et
SshTMEM16F ont été activées pendant 48 heures a un ratio de 3 :1 avec des RAW exprimant le
peptide OVA sur H2-KP. Les cellules ont été triées sur I'expression d’Ametrine et I'expression de
Tmem16f a été déterminée par qPCR. Le niveau d’expression relatif de Tmem16f a été déterminé
par le ratio sur le géne rapporteur Hprt. La signifiance statistique a été déterminée par test t de

Student bilatéral non apparié, N =2 expériences indépendantes, ** p < 0.01.
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3.4.4 TMEM16F régule la persistance des lymphocytes T activés

Afin de déterminer I'impact de la diminution de I’expression de TMEM16F sur 'activation
des lymphocytes T primaires in vitro, nous avons suivi le pourcentage de cellules shScr et
SshTMEM16F dans le temps. Nous avons déterminé le pourcentage de cellules exprimant
Ametrine (Ame+) avant activation (To) et dans le temps (Tx). En faisant le ratio du pourcentage de
cellules Ame+ avant activation (Ame+ Ty/Ame+ To), nous observons une diminution graduelle du
pourcentage de cellules sShTMEM16F (Figure 4A, B). En contraste, le pourcentage de cellules shScr
est stable dans le temps. En normalisant le pourcentage de cellules Ame+ sur les cellules shScr,
nous observons une diminution constante du pourcentage de cellules sShTMEM16F aprés 24
heures d’activation. Aprés 5 jours d’activation, les cellules shTMEM16F ont presque disparu du
bassin de cellules activées, tandis que les shScr persistent (Figure 4C). Ainsi, I'expression de

TMEM16F est requise pour la persistance des lymphocytes T primaires murins apres I'activation.
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Figure 4. — Réduction de la population des lymphocytes T shTMEM16F suivant leur activation

(A)(B) Les cellules OT-I transduites avec shScr et sShTMEM16F ont été activées a un ratio de 3 :1

avec des RAW exprimant le peptide OVA sur H2-KP. Le pourcentage de cellules Ametrine+ a été
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suivi par cytométrie en flux a chaque jour d’activation. (C) Le pourcentage de cellules Ametrine+
normalisé sur les cellules shScr. La signifiance statistique a été déterminée par analyse de variance
bilatérale avec test de Bonferroni, N > 3 expériences indépendantes, ** p < 0.01, *** p < 0.001,

*#** p <0.0001, ns = non-significatif.

3.4.5 TMEM16F amplifie I’expansion des lymphocytes T

Nous avons suivi la division des lymphocytes T primaires par marquage CFSE afin de
déterminer si la perte des cellules shTMEM16F était la conséquence d’une diminution de leur
prolifération. Le CFSE est un marqueur intracellulaire qui se dilue a chaque division, permettant
d’étudier le nombre de divisions des lymphocytes T suivant leur activation. Les cellules ont été
marquées au CFSE et ont été activées in vitro avec les RAW-OVA. Apres 48 heures d’activation,
nous avons déterminé le pourcentage de cellules pour chaque division selon le marquage CFSE
(Figure 5A). Puisque les cellules transduites ne sont pas triées, nous avons déterminé le nombre
de division des cellules non-transduites, qui n’expriment pas Ametrine, en générant des bornes
selon l'intensité du marquage CFSE. Nous n’avons pas observé de différences dans les divisions
des cellules non-transduites pour les populations shScr et shTMEM16F, indiquant que les
conditions d’activation sont comparables (Figure 5A). Nous avons ensuite appliqué les bornes
générées avec les cellules non-transduites sur les cellules transduites exprimant Ametrine. Le
pourcentage de cellules dans chaque borne nous a permis de déterminer le facteur de
prolifération des lymphocytes T (Figure 5B, C). Malgré que nous n’observons pas une diminution
significative de la population exprimant Ametrine chez les cellules sShTMEM16F suivant 24 heures
d’activation (Figure 4C), nous observons un plus faible facteur de prolifération avec le marquage
CFSE (Figure 5C). Suivant 48 heures d’activation, I’écart de prolifération des cellules shTMEM16F
en comparaison avec les cellules shScr se trouve augmenté (Figure 5C), ce qui corréle avec la

diminution de la population des cellules shTMEM16F Ametrine+ observé a la Figure 4C. Ainsi, nos
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résultats indiquent que I'expression de TMEM16F est requise pour I’expansion des lymphocytes

T suivant leur activation.
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Figure 5. - Réduction de la division des cellules T shTMEM16F suivant I'activation

(A) Les lymphocytes OT-l périphériques ont été transduits avec les plasmides shScr ou
shTMEM16F et ont été marqués au CFSE avant I'activation in vitro avec les RAW-OVA. La
fluorescence du CFSE a été déterminée 24 (D1) et 48 (D2) heures apres 'activation par cytométrie
en flux. Le nombre de divisions a été déterminé selon les populations présentes dans chaque
borne a partir des cellules non-transduites (Ame-) pour shScr et sShATMEM16F. Les bornes ont été
appliquées aux cellules transduites (Ame+) pour shScr et shTMEM16F afin d’obtenir le
pourcentage de cellules présentes dans chaque borne. (B) Le pourcentage de cellules dans
chaque borne de CFSE pour les cellules shScr (Scr) et les cellules ShTMEM16F (ShT). Les résultats
sont représentatifs de deux expériences indépendantes. (C) Le facteur de prolifération des
cellules shScr et shTMEM16F apres 24 et 48 heures d’activation. La signifiance statistique a été
déterminée par test t de Student bilatéral non apparié, N =2 expériences indépendantes, * p <

0.05, ** p < 0.01.

3.4.6 TMEM16F régule la survie des lymphocytes T activés

Puisque nous avons observé une réduction massive de la population de cellules T

SshTMEM16F suivant la stimulation in vitro, nous avons voulu étudier si la perte des cellules
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shTMEM16F est causée par leur élimination par apoptose. Les caspases sont des protéases
activées par clivage lors de I'apoptose. Une caspase majeure du processus apoptotique est la
caspase 3, qui clive plusieurs autres caspases ainsi que différents substrats cellulaires [30]. Nous
avons étudié 'apoptose dans les lymphocytes T primaires par marquage intracellulaire de la
caspase 3 clivée (anti-caspase 3 activée). Nos résultats préliminaires démontrent une
augmentation de la population marquée a la caspase 3 activée dans les cellules sShTMEM16F en
comparaison avec les cellules shScr (Figure 6A, B). Le pourcentage de cellules shTMEM16F
positives pour la caspase 3 activée augmente aprées 24 heures d’activation, ce qui suit la perte des
cellules shTMEM16F que nous observons apres 24 heures d’activation a la Figure 4. En contraste,
I’'absence de cellules apoptotiques dans la population shScr est consistante avec la persistance de
ces cellules suivant I'activation in vitro. Ainsi, nos résultats préliminaires suggerent que la

diminution de I'expression de TMEM16F réduit la survie des lymphocytes T suivant leur

activation.
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Figure 6. — Augmentation de la population de cellules apoptotiques dans les cellules

shTMEM16F activées
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(A) Les cellules transduites avec shScr ou shTMEM16F exprimant le marqueur de surface Thyl.1
ont été activées in vitro avec des RAW présentant OVA sur H2-K® a un ratio 3:1. A chaque jour
d’activation, les cellules ont été marquées en surface par Thyl.1 puis fixées et perméabilisées
pour le marquage intracellulaire avec I'anti-caspase 3 activée. (B) Pourcentage de cellules shScr

et shTMEM16F exprimant I'anti-caspase 3 activée. N = 1 expérience indépendante.

3.4.7 TMEM16F n’influence pas le phénotype d’activation in vitro

Nous avons observé que TMEM16F régule I'amplification de I’activation des cellules T
Jurkat. Afin de déterminer le réle de TMEM16F dans I'amplification de I’activation des
lymphocytes T murins primaires, nous avons étudié les marqueurs d’activation des cellules T dans

les cellules shScr et sShTMEM16F a chaque jour d’activation in vitro.

L’activation des lymphocytes T résulte en la modulation de plusieurs marqueurs de
surface. Les lymphocytes T activés expriment la lectine de type C CD44, qui se lie a I'acide
hyaluronique des cellules endothéliales vasculaires [213]. L'expression de la lectine de type C
CD69 est également augmentée dans les trois jours suivant la stimulation des lymphocytes T.
L’expression élevée de CD69 antagonise le récepteur S1P1, permettant de retenir les lymphocytes
aux organes lymphoides secondaires pour leur maturation et leur prolifération. La diminution de
I’expression de CD69 sur les lymphocytes T matures permet leur sortie vers la périphérie [47,
210]. Enfin, I'activation des lymphocytes T diminue |’expression de CD62L afin de diminuer la

recirculation aux organes lymphoides secondaires [211].

Tel gu’attendu, nous avons observé une augmentation robuste de I'expression de CD44 et
de CD69 suivant l'activation des cellules shScr et shTmem16f. De plus, nous observons une
diminution de I'expression de CD62L suivant I'activation (Figure 7A). Etant donné que le
marquage de CD69 et CD62L démontre une activation de toute la population de cellules, nous
avons seulement étudié leur niveau d’expression. Nous n’avons pas observé de différences dans
le niveau d’expression (moyenne géométrique) dans les marqueurs d’activation CD44, CD69 et

CD62L entre les cellules T primaires shScr et sShTMEM16F activées in vitro (Figure 7B).

Ainsi, la perte de la population shTMEM16F, la diminution de leur expansion et
I"augmentation de la fréquence de cellules apoptotiques suivant I'activation in vitro ne sont pas
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le résultat d’'un défaut dans I’activation. Toutefois, nous avons seulement étudié I'expression des
marqueurs d’activation a 24 heures post-stimulation. Nous avons précédemment démontré que
la diminution de I'expression de TMEM16F entraine une réduction de la phosphorylation des
molécules de signalisation TCR-proximales. Ainsi, il est possible que les cellules shTMEM16F
démontrent un retard initial d’activation que nous n’observons plus a 24 heures post-stimulation.
Afin de mieux comprendre le réle de TMEM16F dans I’activation des cellules primaires murines
dans un contexte plus physiologique, nous avons étudié la différenciation et |'activation des

cellules shTMEM16F dans un modele in vivo.
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Figure 7. - Aucun défaut dans I'expression des marqueurs d’activation suivant I’activation in

vitro des cellules ShTMEM16F

(A) Les cellules shScr et sShATMEM16F transduites ont été activées in vitro a un ratio 3:1 avec des
RAW présentant OVA sur H2-K°. A chaque jour d’activation, les cellules ont été marquées en

surface avec CD44, CD69 et CD62L. (B) Niveau d’expression (moyenne géométrique) des
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marqueurs d’activation a chaque jour d’activation selon I'expression au jour 0. L’expression a été
normalisée sur les cellules shScr. La signifiance statistique a été déterminée par analyse de

variance bilatérale avec test de Bonferroni. N = 3 expériences indépendantes, ns = non-significatif.

3.4.8 La diminution de I’expression de TMEM16F maintient les lymphocytes

T effecteurs dans un phénotype immature

Nous avons observé des défauts d’activation des cellules Jurkat exprimant un ARN
interférant contre TMEM16F. Il a été démontré que les lymphocytes T se différencient en sous-
types distincts de cellules effectrices dépendamment des signaux d’activation qu’elles recoivent
[208]. Nous avons collaboré avec le groupe de Nathalie Labrecque afin d’étudier la différenciation
des cellules T shTMEM16F primaires lors d’'une réponse immunitaire protectrice contre un
pathogéne intracellulaire. Nous avons co-transféré les cellules T shScr (Ametrine) et sShTMEM16F
(Thy1.1) dans des souris congéniques sauvages. Le lendemain, les souris ont été infectées avec
une dose sublétale de Listeria monocytogenes exprimant le peptide OVA (Lm-OVA) (Figure 8A).
Nous avons ensuite étudié la différenciation des cellules effectrices avec les marqueurs de surface

KLRG1 et CD127 (IL-7Ra).

Lors d’une infection au Lm-OVA, les populations de cellules effectrices commencent a
apparaitre dans la rate au jour 3 sous forme de EEC et de Terr. A jour 5, les cellules Twp émergent,
mais les populations dominantes restent les EECs et les Terr. A jour 8, la population EEC devient
négligeable tandis que les Terr atteignent un pic et composent 75% de la population effectrice
totale. L'infection a L. monocytogenes est éliminée en environ 7 a 10 jours. Enfin, apres 21 jours
d’infection, la population Tmp CD127*KGLRG1" devient dominante et persiste afin de former le
bassin de cellules mémoires [208]. L'expression de CD127 est essentielle a la survie des
lymphocytes mémoires par voie IL-7-dépendante [194]. Nous avons choisi d’étudier la
différenciation des cellules effectrices au jour 5 de l'infection dans la rate, ou la bactérie L.
monocytogenes se dissémine suivant une infection par voie intraveineuse [381] (Figure 8A). A ce
point temporel, toutes les populations de cellules effectrices ont émergé, nous permettant

d’étudier I'impact de la diminution de I'expression de TMEM16F sur la réponse immunitaire.
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Apres 5 jours d’infection, nous avons observé dans la rate une réduction du pourcentage
des cellules sShTMEM16F en comparaison avec les cellules shScr (Figure 8B, C). Cette diminution
récapitule celle que nous avons observée lors de nos expériences d’activation in vitro, confirmant
gue TMEMI16F est requis a la persistance des cellules T primaires activées. Nous observons
également une diminution de la proportion des cellules shScr en comparaison avec les cellules
non-transduites, ce qui pourrait étre attribué a une réduction de viabilité ou de capacité
d’expansion due a la transduction lentivirale [379]. De plus, en absence de TMEM16F, nous
observons une augmentation de la population de cellules effectrices immatures EEC (KLRG1 et
CD127") (Figure 8D, E). Les EECs sont les précurseurs des populations effectrices Terr et Tmp [208].
Une augmentation dans la proportion de cellules EEC pourrait indiquer un délai dans la

différenciation et dans I’activation des cellules sShTMEM16F.
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Figure 8. — Les cellules shTMEM16F se différencient préférentiellement en phénotype

effecteur précoce EEC

(A) Les lymphocytes T naifs périphériques de souris Rag1” OT-I CD45.2 ont été isolés et transduits
avec shScr-Ametrine ou shTMEM16F-Thy1.1. Les cellules ont été co-transférées a un ratio 1:1
dans des souris congéniques C57BL/6.SJL CD45.1. 24 heures suivant le transfert, les souris ont été
infectées avec 2 x 103 UFC de Lm-OVA. Aprés 5 jours d’infection, les souris ont été sacrifiées et
les cellules T ont été isolées des rates. (B) Proportion des cellules shScr-Ametrine et ShTMEM16F-
Thyl1.1 apres 5 jours d’infection pour les souris infectées et non-infectées. (C) Proportion des
cellules shScr et shTMEM16F dans les souris infectées et non-infectées normalisée sur les souris
non-infectées. (D) Populations effectrices de cellules shScr et shTMEM16F isolées de la rate apres
5 jours d’infection au Lm-OVA et marquées avec KLRG1 et CD127. (E) Proportion de chaque
population de cellules T effectrices pour shScr et sShTMEM16F suivant 5 jours d’infection au Lm-
OVA. La signifiance statistique a été déterminée par test t de Student bilatéral apparié, N = 2

souris non-infectées et 5 souris infectées, * p < 0.05, *** p < 0.001, ns = non-significatif.

3.4.9 Diminution de l'activation des cellules T shTMEM16F lors d’une

réponse immunitaire protectrice

Nous n’avons pas observé de défauts dans I’expression des marqueurs d’activation suivant
I'activation in vitro des cellules shTMEM16F. Puisque nous avons observé un défaut dans la
différenciation des cellules TshTMEM16F effectrices lors d’'une réponse immunitaire in vivo, nous
avons voulu étudier I'expression des marqueurs d’activation dans le modele d’infection au Lm-
OVA. Nous avons étudié I'expression de surface des marqueurs CD69, CD44, CD62L et Ly6C dans
les lymphocytes T isolés de la rate 5 jours suivant l'infection au Lm-OVA (Figure 9A). Les
lymphocytes T activés augmentent I'expression de Ly6C, une molécule ancrée aux
glycosylphosphatidylinostol a la surface de la cellule. Ly6C est impliquée dans I'adhésion aux

cellules endothéliales [382].

Comme suivant |’activation in vitro, nous observons une augmentation de I'expression de
CDA44 et une diminution de CD62L. Apres 5 jours d’infection, nous observons que la population

exprimant CD69 est déja diminuée. Ce résultat est attendu puisque I'expression de CD69 est
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augmentée seulement dans les trois premiers jours d’activation [47, 210]. Enfin, tel qu’attendu,
nous observons une augmentation de la population exprimant Ly6C (Figure 9A). Nous observons
que toutes les cellules shTMEM16F expriment le marqueur CD44, indiquant qu’elles sont activées,
mais elles démontrent un plus faible niveau d’expression en comparaison avec les cellules shScr.
De plus, nous observons une diminution dans la proportion de cellules exprimant le marqueur
Ly6C. Enfin, nous observons une fréquence plus élevée de cellules sShTMEM16F exprimant CD62L
et CD69. Apres trois jours d’activation, les lymphocytes T activés diminuent leur expression de
CD69 afin de sortir des organes lymphoides secondaires afin de migrer en périphérie. La
fréquence plus élevée de cellules shTMEM16F CD69* indique un délai dans la progression de leur
état activation. Ainsi, dans les cellules shTMEM16F, nous observons une diminution de
I'expression des marqueurs d’activation CD44 et Ly6C, une augmentation de I'expression du
marqueur de cellules naives CD62L ainsi qu’un délai dans la diminution de I'expression de CD69

(Figure 9B).

En conclusion, nous observons un délai dans la différenciation et dans I’activation des
lymphocytes T transduits avec I’ARN interférant contre TMEMI16F. Lors d’une réponse
immunitaire contre le pathogeéne intracellulaire Lm-OVA, TMEM16F régule la progression de
I'activation et la différenciation des lymphocytes T. Ces résultats confirment nos observations
réalisées au Chapitre 2, ou nous avons démontré que TMEM16F régule le passage du seuil
d’activation des cellules T. L’étude de I'expression des marqueurs d’activation a différents points
temporels post-infection nous permettra de mieux comprendre le délai d’activation causé par la

diminution de I'expression de TMEM16F.
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Figure 9. - Diminution de I'expression des marqueurs d’activation dans les cellules
shTMEM16F

(A) Les lymphocytes T naifs périphériques de souris Rag1”- OT-1 CD45.2 ont été isolés et transduits
avec shScr-Ametrine ou shTMEM16F-Thy1.1. Les cellules ont été co-transférées a un ratio 1:1
dans des souris congéniques C57BL/6.SJL CD45.1. 24 heures suivant le transfert, les souris ont été
infectées avec 2 x 103 UFC de Listeria monocytogenes-OVA. Aprés 5 jours d’infection, les souris
ont été sacrifiées et les cellules T ont été isolées des rates. Les cellules T isolées ont été marquées
en surface par CD44, CD69, CD62L et Ly6C (B) Niveau d’expression de CD44 et pourcentage de la
population positive pour CD69, CD62L et Ly6C pour les cellules shScr-Ametrine et sShTMEM16F-
Thyl.1. La signifiance statistique a été déterminée par test t de Student bilatéral apparié, N = 2

souris non-infectées et 5 souris infectées, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Chapitre 4 — Discussion

La phosphorylation des ITAMs des chaines CD3 du TCR représente la premiere étape de
signalisation de I'activation des cellules T. Chez les lymphocytes T au repos, le TCR est maintenu
inactif par la régulation stricte de la balance des kinases et des phosphatases ainsi que par
I'association membranaire des domaines cytoplasmiques des chaines CD3e et CD3{. La
stimulation du TCR induit la dissociation membranaire de CD3e et CD3(, permettant le
recrutement de Lck a leurs domaines BRS afin d’initier la cascade d’activation des cellules T.
Plusieurs études ont proposé que l'influx de calcium généré lors de I'activation des cellules T
meéne a la dissociation membranaire des chaines CD3 du TCR afin d’amplifier I’activation des
cellules T. Le calcium régule l'activité de plusieurs enzymes, comme les scramblases qui

redistribuent la PS a la MP.

Notre étude avait pour but d’éclaircir le réle du calcium et des scramblases dans la
I’association membranaire des chaines CD3 du TCR et dans |’activation des cellules T. Nous avons
développé une approche expérimentale afin d’étudier I'association de la chaine CD3e du TCR a la
MP. Avec cette approche, nous avons déterminé le role de la redistribution de la PS par la
scramblase TMEM16F dans la dissociation membranaire de CD3e et dans I'amplification de
I'activation des cellules T. Dans ce Chapitre, nous mettrons en contexte nos résultats avec les
mécanismes connus d’activation et d’amplification de la signalisation du TCR. Enfin, nous
discuterons des implications de nos résultats dans la modulation de la PS a la MP dans les

immunothérapies contre le cancer.

4.1 La perte de I'asymétrie de la PS : un phénomene régulé

La PS est le phospholipide acide le plus abondant du feuillet interne de la MP. Les
phospholipides acides génerent un potentiel électrostatique négatif a la MP qui est requis pour
I’association membranaire de protéines riches en résidus basiques. La distribution asymétrique

de la PS a la MP est régulée de maniere stricte par des flippases. La perte de I'asymétrie de la PS



est un phénomene rare observé dans quelques processus cellulaires comme I’activation des

plaguettes, I'apoptose, ainsi que dans I'activation des lymphocytes T.

L'asymétrie de la PS est perturbée par les scramblases lipidiques, qui sont activées soit par
le calcium ou par clivage par des caspases. TMEM16F est la scramblase calcium-dépendante
dominante chez les lymphocytes T murins [368]. Dans la famille TMEM16, qui est composée de
canaux ioniques et de scramblases, TMEM16F est la seule scramblase exprimée a la MP de
maniére ubiquitaire [282]. La scramblase PLSCR1 a également été identifiée chez les cellules

hématopoiétiques, mais son réle dans la redistribution de PS est controversé [383].

Puisque la PS est un contributeur important au potentiel électrostatique de la MP, nous
avons voulu étudier le role de la modulation de la PS dans I'association membranaire de la chaine
CD3e du TCR, qui possede un domaine polycationigue nommé le BRS. Nous avions comme
premier objectif d’étudier le role de TMEM16F dans la modulation de la PS a la MP des cellules T.
L’expression d’'un ARN interférant contre TMEM16F dans la lignée cellulaire Jurkat T humaine
abolit la redistribution de la PS a la MP suivant un influx de calcium généré par I'ionomycine. Nous
avons confirmé la spécificité de I’ARN interférant par I'expression de la protéine TMEM16F dont
les codons ciblés par I’ARN interférant ont été échangés (Rescue). L’expression de TMEM16F-
Rescue rétabli la redistribution de PS calcium-dépendante, confirmant que TMEM16F est la

principale scramblase activée par le calcium chez les cellules T.

Nous n’avons pas étudié l'impact de notre ARN interférant contre TMEM16F sur
I’expression des autres membres de la famille de protéines TMEM16. Il a été démontré que le
thymus, la rate, les ganglions et la moelle osseuse, seules les protéines TMEM16F, -16H et -16K
sont exprimées [282]. De plus, le canal ionigue TMEM16A est exprimé dans le thymus, la rate et
les ganglions [282]. Aucune fonction de canal ionique ou de scramblase n’a été associée a
TMEM16H a ce jour, tandis que TMEM16K est une scramblase lipidique ciblée au RE [282, 384]. Il
a été démontré que les plaquettes sanguines d’origine murine expriment fortement TMEM16F
tandis qu’elles expriment un niveau faible de TMEM16B, -16H et -16K [385]. A I'exception de
TMEM16F, le niveau d’expression de TMEM16A, -16B, -16H et -16K chez les lymphocytes T

matures est inconnu [368]. Il a été démontré que les plaquettes sanguines de souris déficientes
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en TMEM16A ne présentent pas de défauts dans la redistribution de PS calcium-dépendante
[386]. La déficience en TMEM16K prévient la redistribution de PS du feuillet cytoplasmique vers
le feuillet luminal au RE, mais I'impact sur la redistribution de PS a la MP n’a pas été étudié [387].
Des expériences de gPCR devront étre réalisées sur les autres membres de la famille TMEM16
afin de déterminer la spécificité de notre ARN interférant. Toutefois, le phénotype que nous
observons dans les cellules Jurkat exprimant I’ARN interférant contre TMEM16F est similaire a
celui observé chez les cellules isolées de patients atteints du syndrome de Scott, les souris
Tmem16f”-, ou les cellules Jurkat déficientes en TMEM16F, ol I’absence de TMEM16F prévient la
redistribution de PS calcium-dépendante a la MP [276, 368, 374, 385, 388].

En contraste, dans les cellules surexprimant TMEM16F, nous observons une augmentation
de la redistribution de PS aux différentes concentrations d’ionomycine testées. Ces résultats
indiquent que I'expression de TMEM16F est limitée chez les cellules T car sa surexpression
amplifie la redistribution de PS. En paralléle, nous avons exprimé un mutant de TMEM16F qui est
activé par le calcium cytoplasmique basal et qui redistribue constitutivement la PS a la MP. La
stimulation de cellules avec 0.3uM d’ionomycine induit un influx transitoire de calcium insuffisant
a I'activation du TMEM16F endogéne ou surexprimé, mais qui active le TMEM16F mutant de

maniére maximale.

Nos résultats correspondent des études réalisées dans la lignée de cellules B Ba/F3 ou la
lignée HEK293, ou I'expression du mutant de TMEM16F induit une exposition constitutive de la
PS a la MP di a son activation par le calcium cytoplasmique basal [292, 373]. Ces observations
sont en contraste avec d’autres études réalisées chez les cellules HEK293, ou le mutant de
TMEM16F démontre une activité de canal ionique et de scramblase similaire a la protéine sauvage
[293, 388]. Les cellules HEK293, une lignée dérivée de cellules de rein embryonaire, ne
démontrent pas de redistribution de PS calcium-dépendante d(i a une expression faible de
TMEM16F [279]. Ainsi, la régulation de TMEM16F pourrait varier dépendamment selon le sous-
type cellulaire utilisé [293]. De plus, les niveaux d’expression de TMEM16F, soit mutant ou
sauvage, pourrait varier entre les différentes études, expliquant potentiellement les différences
de sensibilité au calcium observée. En effet, par gPCR et par la fluorescence d’Ametrine, nous

avons observé une expression plus faible de TMEM16F mutant en comparaison avec la protéine
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sauvage. Une expression trop faible de TMEM16F mutant pourrait résulter en un phénotype

similaire a la surexpression de TMEM16F sauvage.

Le mutant de TMEM16F est issu d’un épissage alternatif, résultant en I'ajout de 21 acides
aminés au domaine cytoplasmique N-terminal, et d’'une mutation D430G. La mutation D430G est
située dans un domaine cytoplasmique entre le deuxiéme et le troisieme domaine
transmembranaire de TMEM16F. Ce domaine cytoplasmique est situé a proximité de la cavité
hydrophilique formée par les domaines transmembranaires 3 a 7. Cette cavité hydrophilique subit
un changement conformationnel suivant la liaison de TMEM16F au calcium, ce qui permet le
passage de phospholipides a travers la cavité [283, 284, 289]. La structure de TMEM16F a été
précédemment élucidée par microscopie cryo-électronique [286]. Une étude structurelle du
TMEM16F mutant par cette méthode sera nécessaire afin de déterminer comment les mutations
dans TMEM16F activent sa fonction scramblase par le calcium cytoplasmique basal. L'insertion
seule des 21 acides aminés dans le domaine N-terminal de TMEM16F n’augmente pas son activité
scramblase [369]. Toutefois, cette insertion augmente |'activité scramblase du mutant D430G de
TMEM16F [373]. Il est possible que l'insertion et la mutation diminuent I'association d’un

régulateur négatif a TMEM16F.

Afin d’identifier les partenaires d’interaction de TMEM16F, nous allons utiliser la méthode
de BiolD. Nous avons conjugué les protéines TMEM16F sauvage et mutante avec une biotine
ligase. Cette méthode permet d’identifier les protéines proximales ou interagissant directement
avec TMEMI16F par leur biotinylation (Figure 1) [389]. Le BiolD nous permettra d’identifier par
spectrométrie de masse si le mutant de TMEM16F possede des partenaires d’interactions
différents que le TMEM16F sauvage. Cette étude sera essentielle afin de mieux comprendre la
régulation de I'activation de TMEM16F ainsi que la plus grande sensibilité du TMEM16F mutant

au calcium.
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Image reproduite avec la permission de Wiley (Proteomics, Vol. 16, Renata Varnaité et Stuart A.
MacNeill, “Meet the neighbors: Mapping local protein interactomes by proximity-dependent

labeling with BiolD”, p.2503-2518, © 2016) [390]

Enfin, le r6le de la fonction de canal ionique de TMEM16F sur son activité scramblase est
controversé. Etant donné que TMEM16F est également un canal ionique non sélectif, certaines
études ont observé que TMEM16F est un canal calcique [285, 293, 294]. Nous avons observé un
influx de calcium identique entre les cellules shScr et shTMEM16F, indiquant que I'activation de
TMEM16F n’amplifie pas I'entrée de calcium. La mutation activatrice dans le TMEM16F mutant
augmente son passage d’ions calcium-dépendant en comparaison avec les cellules sauvages
[292]. Toutefois, nous avons observé aucune différence dans I'influx de calcium entre les cellules
Jurkat sauvages, la surexpression de TMEM16F, ou I'expression du TMEM16F mutant suivant la
stimulation avec 0.3uM d’ionomycine. L’activation du canal ionique de TMEM16F nécessite des

concentrations de calcium plus élevées que pour |'activation de la fonction scramblase [292].
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Ainsi, il est possible que dans notre étude, I'influx de calcium généré par I'ionomycine ne soit pas

suffisamment élevé pour activer le passage d’ions par TMEM16F.

En conclusion, nos résultats démontrent que la réduction de I'expression de TMEM16F
abolit la redistribution de PS a la MP tandis que I'expression d’une forme mutante de TMEM16F
augmente la redistribution de PS basale. Ainsi, nos résultats confirment que TMEM16F est la
scramblase qui régule la redistribution de PS de maniére calcium-dépendante chez les

lymphocytes T [368].

4.2 Développement d’une nouvelle approche pour étudier I’association

dynamique de CD3¢ a la MP

L’association membranaire des chaines CD3e et CD3C du TCR est essentielle au maintien
de I'état déphosphorylé du TCR en absence de stimulation. La séquestration des tyrosines des
ITAMs et des domaines BRS a l'intérieur de la bicouche lipidique prévient le recrutement de Lck
au TCR des lymphocytes T au repos. Considérant I'importance des phospholipides acides dans la
régulation de I'activation du TCR, nous avons développé une méthode de FRET couplée au FLIM
afin d’étudier le role de la redistribution de PS dans I’association membranaire de la chaine CD3e.
Le FLIM offre I'avantage de la quantification pixel par pixel du temps de vie de fluorescence du
donneur, donc de l'efficacité de FRET. De plus, le FLIM est insensible a la concentration du
donneur puisque seul son temps de vie de fluorescence est mesuré [391]. La formation de la
synapse immunologique augmente la concentration locale du rapporteur CD3e-mTFP1 lié au TCR
[318, 391]. Ainsi, le FLIM a pu étre utilisé pour étudier spécifiquement la dissociation

membranaire de CD3¢ a la synapse immunologique.

Les études précédentes sur |'association membranaire des domaines cytoplasmiques de
CD3e et CD3C avaient utilisé le marqueur membranaire R18 comme accepteur FRET. Le marqueur
R18 complexifie I'étude de processus dynamiques a la MP puisqu’il s’intercale a la membrane des
cellules. Pour diminuer la toxicité, les cellules doivent étre maintenues a 4°C suivant leur
marquage au R18 [391]. Afin d’étre en mesure d’étudier les lymphocytes T de maniére

dynamique, nous avons fusionné la protéine fluorescente mVenus au domaine N-terminal de Lck
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(PM-Venus). Ce domaine de Lck constitutivement ciblé a la MP par des modifications de

myristoylation et palmitoylation.

Nous avons confirmé que notre méthode de FRET-FLIM est robuste avec différents
controbles. Nous avons généré des lignées cellulaires exprimant PM-Venus ainsi que le rapporteur
HA-KIR-mTFP1. Nous avons lié le rapporteur FRET au domaine transmembranaire du récepteur
KIR des cellules NKs afin de cibler efficacement la protéine fluorescente a la MP. Le marqueur HA
extracellulaire permet de confirmer I'expression du rapporteur en surface. Comme contréles,
nous avons ajouté une protéine de liaison de soit 3 ou 50 acides aminés dans le domaine
cytoplasmique du rapporteur HA-KIR-mTFP1. Ces contrdles ont été précédemment utilisés afin
de comparer |'efficacité de FRET du rapporteur HA-KIR-CD3e-mTFP1 [230]. Le rapporteur HA-KIR-
3-mTFP1 permet de comparer |'efficacité de FRET de la chaine CD3¢ associée aux lipides tandis
gqu’HA-KIR-50-mTFP1 démontre un FRET similaire au CD3¢ dissocié. L’efficacité de FRET que nous
avons obtenu avec ces rapporteurs est comparable aux données déja publiées, nous indiquant
gue notre méthode de FRET est robuste pour I’étude I'association dynamique de CD3€ a la MP
[230]. De plus, nous avons observé une efficacité de FRET similaire entre les rapporteurs HA-KIR-

3-mTFP1 et HA-KIR-CD3e-mTFP1, confirmant que CD3¢ est associé a la MP dans notre systeme.

4.3 TMEMAI16F : le pont entre I'entrée de calcium et la dissociation

membranaire de CD3¢

Il a été proposé que les ions de calcium dissocient les chaines cytoplasmiques de
récepteurs immuns de la MP par neutralisation directe de la charge des phospholipides acides
[322, 323, 366]. Des études de FRET ont démontré que la stimulation de lymphocytes avec
I'ionophore de calcium ionomycine induit la dissociation membranaire de CD3¢g, du récepteur de
co-stimulation CD28 et de I'lgG-BCR [322, 323, 366]. L'ionomycine augmente la concentration de
calcium intracellulaire a environ 1uM chez les lymphocytes T [392]. Toutefois, cette concentration
intracellulaire de calcium active TMEM16F [276, 286, 369]. Ainsi, nous avons émis I’'hypothese
que l'augmentation du calcium intracellulaire avec l'ionomycine induit la dissociation

membranaire de la chaine CD3¢ par 'activation de la scramblase TMEM16F. L’entrée de calcium
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robuste observée dans les cellules ShTMEM16F nous a permis d’étudier si les ions de calcium

meénent a la dissociation membranaire de CD3¢ en absence de redistribution de PS.

4.3.1 La redistribution de PS régule la dissociation de CD3¢

Nous avons utilisé I'approche de FRET-FLIM que nous avons développé afin d’élucider la
contribution du calcium et de TMEM16F dans I'association de CD3e. En stimulant les cellules shScr
avec de I'ionomycine, nous avons observé une augmentation du temps de vie de fluorescence de
MTFP1 et une diminution de l'efficacité de FRET, confirmant que l'ionomycine induit la
dissociation membranaire de CD3e. En contraste, 'ionomycine n’apporte aucun changement au
temps de vie de fluorescence et |'efficacité de FRET chez les cellules shTMEM16F. Ainsi, les ions
de calcium entrant par la stimulation a I'ionomycine ne dissocient pas la chaine cytoplasmique de
CD3¢ en absence de I'expression de TMEM16F. La stimulation avec 0.3uM d’ionomycine entraine
la dissociation membranaire de CD3e dans les cellules exprimant le TMEM16F mutant, mais pas
dans les cellules Jurkats sauvages ou celles surexprimant TMEM16F. Ainsi, la redistribution de PS

est requise pour la dissociation calcium-dépendante de CD3e.

Il a été démontré que le remplacement du calcium contre le strontium comme ion divalent
induit la dissociation des domaines cytoplasmiques de CD3¢ et de CD28 [322, 366]. Des études in
vitro ont démontré que le TMEM16F murin peut étre activé par les ions de strontium [293]. La
fonction scramblase d’un homologue fongique de TMEM16F est activée par le strontium, mais
avec une plus faible affinité que le calcium [280, 393]. Les concentrations de calcium et de
strontium utilisées afin de démontrer la dissociation des chaines CD3¢ et de CD28 de la MP sont
suffisantes pour activer la redistribution de la PS par TMEM16F [293]. Avec notre approche
expérimentale de FRET, nous n’avons pas étudié le réle du strontium dans la dissociation
membranaire de CD3e par TMEM16F. Toutefois, I'observation que la fonction scramblase de
TMEMI16F est activée par le strontium renforce notre modéle démontrant que TMEM16F régule

la dissociation membranaire de CD3e.

En conclusion, I"'augmentation du calcium intracellulaire par l'ionomycine n’est pas
suffisamment élevée pour la neutralisation directe de la charge des phospholipides acides et pour

la dissociation de CD3e de la MP en absence de TMEM16F. Nos résultats démontrent que la
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réduction de la concentration de PS au feuillet interne de la MP par 'activation de TMEM16F
diminue les interactions électrostatiques entre le BRS de CD3¢ et la MP, entrainant la dissociation
membranaire de CD3e. Nos résultats indiquent que les modeles de dissociation des chaines
cytoplasmiques de CD28 et de I'lgG-BCR devraient étre révisés. L'approche de FRET-FLIM que
nous avons développé nous permettrait de déterminer si la dissociation calcium-dépendante des
chaines cytoplasmiques de CD28 et de I'lgG-BCR est régulée par TMEM16F. De plus, avec notre
approche, nous pourrions étudier si les autres récepteurs immuns dotés d’un domaine BRS sont

associés a la MP par interactions électrostatiques (Tableau 2, pages 85-86).

4.3.2 Le ciblage de TMEM16F a la MP dans sa fonction de scramblase

L'étude de Hu et al (2016) réalisée dans la lignée de cellules T Jurkat démontre que
TMEM16F est localisé dans les endosomes tardifs Rab7* a la synapse immunologique [368]. La
GTPase Rab7 est un marqueur des endosomes tardifs et des lysosomes [394]. L’étude démontre
que la co-localisation de TMEM16F avec Rab7 augmente suivant |’activation des cellules T. Cette
étude est la seule qui observe une localisation intracellulaire de TMEM16F. L'expression de
TMEM16F dans différentes lignées cellulaires, soit de fibroblastes ou de lymphocytes, démontre

un ciblage a la MP [276, 283, 285, 290, 292, 369].

Nos résultats démontrent que le TMEM16F sauvage conjugué avec eGFP (TMEM16F WT-
eGFP) est ciblé a la MP. Le ciblage de TMEM16F WT-eGFP est identique a celui du contrdle N-Lck-
eGFP. De plus, le TMEM16F-Rescue conjugué a eGFP rétablit la redistribution calcium-
dépendante de PS a la MP. Ainsi, nous avons confirmé que la scramblase TMEM16F est ciblée a

la MP dans les cellules T Jurkat.

Afin d’étudier la localisation de TMEM16F lors de la formation d’une synapse
immunologique, nous avons activé les cellules Jurkat exprimant TMEM16F WT-eGFP avec des
billes recouvertes d’anticorps contre CD3 et CD28. Nos résultats démontrent que TMEM16F est
ciblé a la MP et a la synapse immunologique des cellules activées. Nous n’avons toutefois pas
quantifié les niveaux de TMEM16F entre la synapse immunologique et le restant de la cellule.
Pour ce faire, nous aurions pu transduire les cellules avec un contréle interne, comme une

molécule fluorescente ciblée a la MP par modification hydrophobique de prénylation de la
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séquence CAAX, qui démontre un ciblage stable entre la synapse immunologique et le restant de
la MP [395]. Le contréle interne permettrait de normaliser les niveaux d’expression de TMEM16F

afin de déterminer si la scramblase est enrichie ou exclue de la synapse.

Nous observons également TMEM16F dans des vésicules intracellulaires, mais la
proportion de TMEM16F intracellulaire ne semble pas augmenter au cours de |'expérience
d’activation. De plus, les vésicules intracellulaires marquées par TMEM16F-eGFP ne semblent pas
recrutées a la synapse immunologique comme dans I’étude de Hu et al. Toutefois, la molécule
fluorescente eGFP est sensible au pH acide des lysosomes, ce qui pourrait prévenir sa détection
dans les vésicules intracellulaires [396]. Afin d’étudier le ciblage de TMEM16F dans les
endosomes, nous pourrions marquer les cellules avec Rab7 et étudier de maniere quantitative le
recrutement de TMEM16F et de ces vésicules a la synapse immunologique [368]. De plus,
TMEM16F pourrait étre conjugué a la protéine fluorescente mRFP1 comme dans I'étude de Hu et

al, puisqu’elle démontre une plus forte résistance a I'acidité des lysosomes [368, 396].

Nos résultats démontrent que TMEM16F est ciblé a la MP des cellules T au repos et
activées. Le ciblage membranaire de TMEM16F est constant avec sa fonction de redistribution
calcium-dépendante de PS a la MP [276]. Dans I'étude de Hu et al, TMEM16F est conjugué au
domaine N-terminal avec le marqueur de surface NGFR suivi du peptide P2A. De plus, TMEM16F
est conjugué a une protéine fluorescente a sa région C-terminale. La conjugaison de TMEM16F
aurait pu entrainer un repliement inefficace de la protéine de fusion, ce qui I'aurait ciblé au
lysosomes Rab7* pour sa dégradation [397]. Dans notre étude, nous avons ajouté une séquence
de liaison entre TMEM16F et la protéine fluorescente afin de diminuer I'impact de la fusion de
protéine sur le repliement de TMEM16F et sur I'insertion de ses domaines transmembranaires a
la MP. De plus, nous avons confirmé que notre protéine de fusion était fonctionnelle par la
redistribution calcium-dépendante de PS par le TMEM16F-Rescue, ce qui n’a pas été fait dans

I'étude de Hu et al.

L’épissage alternatif de TMEM16F résulte en I'expression de quatre différents variants de
TMEMI16F. Les différents variants identifiés chez 'humain sont exprimés de maniere variable

dans différents tissus. L’expression du variant V3 n’a pas été détectée dans les tissus [292]. Les
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variants possedent une fonction semblable de canal ionique et de scramblase calcium-
dépendante, a I'exception du variant V3. Ce variant est le seul qui n’est pas exprimé a la MP et
qui ne démontre aucune activité scramblase ou de passage d’ions [292, 369]. Le variant de
TMEM16F exprimé dans I'étude de Hu et al n’a pas été précisé. L'expression du variant V3 de
TMEM16F pourrait également expliquer la localisation intracellulaire observée dans cette étude.
Etant donné que la redistribution calcium-dépendante de PS n’a pas été démontrée dans I'étude

de Hu et al, il est difficile de conclure que la protéine TMEM16F exprimée est fonctionnelle.

4.3.3 La modulation de la PS a la synapse immunologique régule la

dissociation membranaire de CD3¢

Nos résultats démontrent que la redistribution de PS par TMEM16F agit en tant que pont
entre I'influx de calcium et la dissociation de CD3e de la MP. |l a été proposé que I'influx de calcium
robuste généré a la synapse immunologique par I'activation des canaux CRAC entraine la
dissociation membranaire des chaines CD3 du TCR. L’activation des canaux CRAC augmente la
concentration de calcium a 2uM a la synapse immunologique [365]. Considérant que la fonction
scramblase de TMEM16F est activée par 1uM de calcium, nous avons voulu étudier si TMEM16F

régule la dissociation de CD3¢ a la synapse immunologique [286, 369].

Nous avons généré des lignées de cellules Jurkat exprimant les rapporteurs PM-Venus et
HA-KIR-CD3e-mTFP1 dont les tyrosines de I'lITAMs ont été mutées en phénylalanine (HA-KIR-
CD3err-mTFP1). La mutation conservatrice en phénylalanine prévient la phosphorylation et
I'internalisation du rapporteur lors de I'activation des cellules T [318]. Etant donné que la synapse
immunologique est dynamique et que I'acquisition de FLIM nécessite 30 secondes d’imagerie,
nous avons opté pour la quantification de FRET par la mesure de la fluorescence de mTFP1 et
Venus entre la synapse immunologique et au restant de la cellule. La dissociation membranaire
de CD3e augmente la fluorescence de mTFP1 a la synapse immunologique par la diminution du

FRET entre mTFP1 et Venus.

Nos résultats démontrent une dissociation de CD3¢e a la synapse immunologique par
I'augmentation de la fluorescence de mTFP1 en comparaison avec la lignée contréles 3-TFP.

L’absence de TMEM16F prévient la dissociation membranaire du rapporteur HA-KIR-CD3e-mTFP1
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a la synapse immunologique puisque la fluorescence de mTFP1 est identique aux cellules 3-TFP.
En contraste, I'expression de TMEM16F mutant augmente la dissociation d’HA-KIR-CD3e-mTFP1
de la MP en comparaison avec les cellules sauvages. Ainsi, nos résultats démontrent que I'influx
de calcium régule la dissociation membranaire de la chaine CD3¢ a la synapse immunologique par

I’activation de la scramblase TMEM16F.

4.4 La régulation de la PS dans l'initiation de I’activation des cellules T

La formation des microagrégats de TCRs entraine I'exclusion de la phosphatase CD45 par
son domaine extracellulaire large et au recrutement de la kinase Lck par son association aux co-
récepteurs CD4 ou CD8 [56, 62, 63]. Puis, les chaines CD3¢ et CD3{ du TCR doivent se dissocier de
la MP afin de recruter la kinase Lck pour l'initiation de la cascade d’activation des cellules T.
Toutefois, le role de I'association membranaire comme mécanisme de controle de I'activation du
TCR a été remis en question par I'observation que la mutation des résidus basiques du BRS, qui
force I'exposition de CD3¢ au cytoplasme, prévient la phosphorylation des ITAMs des chaines CD3
[319, 398]. Une étude subséquente a démontré que le Domaine Unique de Lck, qui est riche en
résidus acides, recrute la kinase par interaction électrostatique avec les domaines BRS de CD3¢e

et CD3{, expliquant I'absence de phosphorylation de ces chaines suivant la mutation du BRS [320].

De plus, il a été proposé que I'l'TAM de CD3¢ est accessible aux kinases chez les cellules T
au repos puisque I'inhibition des phosphatases avec du pervanadate entraine la phosphorylation
de CD3e [398]. Toutefois, I'inhibition pharmacologique des phosphatases par traitement au
pervanadate conduit a la dissociation membranaire des domaines cytoplasmique de CD3¢ et de
CD3C[319, 399]. Le traitement au pervanadate méne a une diminution de la PS au feuillet interne
de la MP, couplée a une redistribution de la PS vers le feuillet externe [399]. Nous avons démontré
que la redistribution de PS par TMEM16F entraine la dissociation membranaire de CD3e. Ainsi, la
redistribution de PS induite par le pervanadate pourrait mener a la dissociation des chaines CD3¢e

et de CD3{ plut6t que par la phosphorylation des ITAMs.

Enfin, le modele a été remis en question par I'observation que le TCR isolé en présence de
détergent, donc en absence de phospholipides acides, ne peut pas étre phosphorylé in vitro.

L'ajout de ligand cause un changement conformationnel dans le TCR, permettant sa
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phosphorylation et I’exposition du domaine PRS de CD3e [330]. Etant donné que le TCR purifié
n’est pas phosphorylé en absence de phospholipides, il a été proposé que les phospholipides
acides ne régulent pas I'état d’activation du TCR. En contraste, il a été démontré que les chaines
CD3e et CD3 ne sont pas phosphorylées en présence de phospholipides acides in vitro [230, 312].
Récemment, la structure du TCR a été élucidée par microscopie cryo-électronique en présence
de détergent, donc en absence de membrane lipidique et de phospholipides acides. Par leur
flexibilité et leur dynamisme en solution, la structure des domaines cytoplasmiques des chaines
CD3 n’a pas pu étre définie avec précision [18, 400]. Ainsi, il est possible que pour le complexe
du TCR purifié en absence de membrane lipidique, la structure des domaines cytoplasmiques des
chaines CD3 empéche le recrutement de Lck en absence de ligand. Lors de la ligation du TCR, le
changement conformationnel permettant I'exposition du domaine PRS pourrait également
permettre |'exposition des domaines de recrutement de Lck, soit le domaine de liaison SH3 de
CD3e ou les domaines BRS. L’élucidation de la structure des domaines cytoplasmiques des chaines
CD3 du complexe du TCR sera ainsi essentielle a la compréhension de la régulation de I’activation

du TCR en présence et en absence de ligands.

Les domaines BRS des récepteurs immuns, comme le TCR, CD28 et I'lgG-BCR, sont donc
maintenant généralement acceptés comme étant un mécanisme essentiel au maintien de leur
état inactif en absence d’activation. L’association membranaire de ces domaines cytoplasmiques
oscille entre la forme associée et non-associée, expliquant I'observation que la conversion de Lck
a sa forme active (phosphorylation sur Y394) par l'inhibition de Csk permet la phosphorylation de
CD3{ [231, 314, 401]. Ainsi, I'association électrostatique des récepteurs immuns a la MP agit de
concert avec des mécanismes de contréles additionnels, comme la balance kinase-phosphatase,

afin de prévenir I'activation de ces récepteurs en absence de ligation.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour la dissociation membranaire initiale des
chaines CD3¢ et CD3{ du TCR. Il a été démontré que la phosphorylation de la chaines CD3T est
requise pour sa dissociation [319, 336]. En contraste, la chaine CD3¢ se dissocie en absence de
signalisation [318]. Il a également été proposé que la force induite sur le TCR par l'interaction
entre la cellule T et la CPA entraine des changements conformationnels permettant I'activation

du TCR. Une étude de FRET démontre une compression dans le TCR suivant I'interaction avec un
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pCMH agoniste, menant a la dissociation membranaire de CD3{. Toutefois, la phosphorylation de
CD3{ était requise pour sa dissociation [336]. Ainsi, un changement conformationnel dans le TCR
n’est pas suffisant pour la dissociation membranaire de CD3{. De plus, la structure du complexe
du TCR ne démontre aucun changement conformationnel dans les domaines extracellulaires et
transmembranaires du TCR en présence d’'un pCMH [18]. Toutefois, la structure du TCR a été
élucidée en absence de membrane ainsi qu’en absence d’application de force externe sur le TCR.
Il est possible que dans son environnement membranaire natif, la force induite par I'interaction
TCR-pCMH entraine des changements conformationnels dans les domaines extracellulaires et

transmembranaires du TCR, permettant son activation [10, 400].

Il a été proposé que I'exclusion de la PS des microagrégats de TCRs induit la dissociation
membranaire des chaines CD3 du TCR pour l'initiation de I'activation. Toutefois, I'observation que
la PS est exclue des TCRs activés reste controversée. Une étude a démontré que la PS et les
radeaux lipidiques sont enrichis autour des TCRs activés suivant une isolation des feuillets
membranaire avec des billes recouvertes d’anticorps anti-CD3 [402]. Ainsi, cette étude suggére
que la PS n’est pas exclue des microagrégats de TCRs et qu’elle s’associe avec les domaines
lipidigues ordonnés. Toutefois, I'isolation des TCRs a été réalisée suivant plusieurs minutes de
stimulation et n’indique pas si la PS isolée provient du feuillet interne ou externe de la MP. En
effet, nous avons observé une redistribution de la PS suivant 5 minutes d’activation chez les
cellules Jurkat (Chapitre 2, Figure S6B). || a également été observé que la concentration de PS au
feuillet interne de la MP est stable entre le cSMAC et le pPSMAC, malgré une diminution du
potentiel électrostatique au cSMAC [310]. Cependant, il a été démontré que les lipides ordonnés
se localisent avec la PS au feuillet externe a la synapse immunologique des lymphocytes T activés
[370]. Comme nous allons en discuter plus loin, la co-localisation de la PS et du cholestérol au
feuillet externe de la MP de la synapse immunologique protége les CTLs contre leur sécrétion de
perforine [403]. Ainsi, la PS serait exclue des microagrégats de TCRs lors de |'activation initiale des
cellules T, puis I'externalisation de la PS a la synapse immunologique mature pourrait stabiliser la

concentration de PS interne a travers le cSMAC et le pPSMAC.

Le mécanisme d’exclusion de la PS des microagrégats de TCRs reste toujours incompris.

L’inhibition pharmacologique de I'activité des kinases Src par traitement au PP2 ne prévient pas
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la formation d’agrégats de TCRs ni I’exclusion de la PS [85, 86, 318]. La mobilité latérale de la PS
de la MP vers la synapse immunologique est diminuée chez les lymphocytes T stimulés [318].
Etant donné que le traitement pharmacologique au PP2 inhibe I'influx de calcium, I'exclusion de
la PS des microagrégats de TCRs n’est pas une conséquence de I'activation de TMEM16F [318]. La
formation d’agrégats de TCR et la redistribution latérale de PS serait ainsi une conséquence
structurelle indépendante de la signalisation résultant de la stimulation initiale des lymphocytes
T. Nos résultats démontrent que la diminution de PS au feuillet interne de la MP entraine la
dissociation membranaire de CD3e. Ainsi, nos résultats indiquent que I'exclusion de la PS des
microagrégats de TCRs pourrait induire la dissociation membranaire de CD3e et CD3C lors du

contact initial entre une CPA et une cellule T.

Finalement, le réle du cholestérol et des radeaux lipidiques dans l'initiation de I'activation
des lymphocytes T reste controversé [404]. D’'une part, il a été démontré que I'association du
cholestérol a la chaine TCRB maintient le TCR dans un état inactif chez les lymphocytes T au repos,
et que la dissociation du cholestérol permet I'activation des cellules T suivant la stimulation du
TCR [330]. D’une autre part, le méme groupe a démontré que le cholestérol était requis pour la
formation de microagrégats de TCRs [405]. L'importance du cholestérol dans la formation de
domaines lipidiques ordonnés a la synapse immunologique et dans le regroupement des TCRs
activés a été confirmée dans plusieurs études [95, 370, 406-408]. La répartition latérale des
domaines ordonnés n’a pas été étudiée avec le Laurdan lors de la formation initiale des
microagrégats de TCRs. Ainsi, des études de microscopie a haute résolution avec le Laurdan
seront nécessaires afin de déterminer si la condensation du cholestérol lors de la stimulation des
lymphocytes T induit I'exclusion de la PS. De plus, notre approche FRET nous permettrait d’étudier
si I’'exclusion de la PS des microagrégats de TCRs induit la dissociation membranaire initiale des

chaines CD3 du TCR.

4.5 La redistribution de PS dans I'amplification de l’activation des

cellules T

Les lymphocytes T sont activés de maniéere robuste suivant une interaction avec un faible

nombre de pCMHs agonistes présentés par une CPA. Nous avons démontré que la redistribution
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de PS par TMEM16F régule la dissociation membranaire de CD3¢€ a la synapse immunologique.
L’activité scramblase de TMIEM16F est activée suivant un influx robuste de calcium. Etant donné
que l'influx de calcium nécessite une activation initiale de la cellule T, il est peu probable que
TMEM16F régule la dissociation membranaire initiale des chaines CD3 du TCR. Ainsi, nous
proposons que TMEM16F régule la dissociation des TCRs lors de I'étape de I'amplification de la

signalisation des lymphocytes T.

L'activation des lignées shScr et shTMEMI16F démontre une diminution de la
phosphorylation des molécules CD3{, ZAP-70 et LAT dans les cellules shTMEM16F. Cette
diminution de phosphorylation est similaire a celle observée chez les cellules activées en absence
de calcium extracellulaire [366]. La phosphorylation de CD3Z, ZAP-70, LAT et MEK est augmentée
dans les cellules activées exprimant le TMEM16F mutant. Nous observons en paralléle une
redistribution de PS robuste suivant I'activation des cellules TMEM16F mutante. Enfin, apres 30
minutes d’activation, nous observons une augmentation de la phosphorylation de CD3C et LAT
dans les cellules surexprimant la version sauvage de TMEM16F. L’'activation génére un influx de
calcium suffisamment robuste pour activer la redistribution de PS dans les cellules surexprimant
TMEM16F. Malgré que nous n’avons pas observé une augmentation de la dissociation
membranaire de CD3¢ a la synapse immunologique, il est possible qu’une activation prolongée
des cellules surexprimant TMEM16F permette la dissociation d’un plus grand nombre de TCRs
pour l'amplification de la signalisation. En conclusion, nos résultats démontrent que la
redistribution de PS calcium-dépendante par TMEM16F est requise pour I'amplification de

I’activation des cellules T.

4.5.1 TMEM16F amplifie I’activation des cellules T par les TCRs non-engagés
Plusieurs modeéles ont été proposés pour I'amplification de I’activation des cellules T, soit
I’engagement en série des TCRs, I'amplification par les pCMHs du soi, ainsi que la dissociation
membranaire des chalines CD3 du TCR par la régulation des phosphoinositides ou l'influx de
calcium. Il a été proposé que le calcium amplifie I'activation des cellules T en entrainant la
dissociation membranaire de TCRs “bystanders”, c’est-a-dire des TCRs qui ne sont pas

directement engagés par un pCMH agoniste [366]. La dissociation membranaire massive de TCRs
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par le calcium permettrait la phosphorylation de ces TCRs non-engagés pour I"'amplification de

I’activation des cellules T.

Nous avons démontré que le calcium active la redistribution de PS par la scramblase
TMEM16F, permettant la dissociation membranaire de chaines CD3e et I'amplification de
I'activation des cellules T. De plus, nous avons démontré que TMEM16F régule la dissociation du
rapporteur HA-KIR-CD3e-mTFP1 a la synapse immunologique. Ce rapporteur n’est pas associé au
TCR et sert de mesure des changements globaux apportés a la MP. Ainsi, nous proposons que
TMEM16F régule la dissociation membranaire calcium-dépendante des TCRs non-engagés a la
synapse immunologique. La dissociation membranaire des TCRs non-engagés par l'activité
scramblase de TMEM16F permettrait I’activation de ces TCRs pour I'amplification de la
signalisation des cellules T. Dans ce sous-chapitre, nous allons discuter du role de TMEM16F dans

les différents mécanismes proposés d’amplification de I’activation des cellules T.

4.5.1.1 Les TCRs non-engagés amplifient I'activation des cellules T

Afin d’étudier si TMEM16F amplifie I'activation des cellules T par les TCRs non-engagés,
nous avons activé le rapporteur HA-KIR-CD3e-mTFP1 avec de I'anti-HA pour déterminer le niveau
d’activation des TCRs endogenes non-engagés. Toutefois, la ligation d’HA-KIR-CD3e-mTFP1
n’active pas les cellules T puisque nous n’avons observé aucune augmentation du marquage
CD69. Etant donné que les chaines du TCR sont exprimées en tant que dimeéres, nous avons
développé une molécule chimérique du dimére CD3eb exprimé a la MP. Les dimeéres des chaines
du TCRs doivent étre incorporés dans le complexe du TCRs pour leur expression a la surface de la
cellule. Afin d’exprimer CD3eé a la MP, nous avons fusionné les domaines cytoplasmiques de

CD3e6 aux domaines transmembranaires et extracellulaires du CMH de classe Il (DR-CD3&6).

La ligation de la chimere DR-CD3e6é avec de I'anti-DR active une faible proportion des
cellules T observée par marquage CD69. La ligation de DR avec CD4 triple le pourcentage de
cellules exprimant CD69. Le domaine cytoplasmique du co-récepteur CD4 est lié a la kinase Lck.
Ainsi, la ligation de CD4 rapproche Lck prés de la chimeére DR-CD3e6 et du TCR pour leur activation.
L’activation de DR-CD3¢e6 avec de I'anti-DR/CD4 ne méne pas a une activation aussi robuste que

I’activation du TCR avec anti-CD3/CD4. Il est possible que cette différence d’activation soit
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attribuée au plus faible nombre d’ITAMs dans DR-CD3ed que dans le TCR. En effet, il a été

démontré que la multiplicité des ITAMs augmente la proportion des cellules T activées [409].

Afin de déterminer si TMEM16F régule 'activation des TCRs non-engagés, nous avons
voulu déterminer le niveau de phosphorylation du TCR non-engagé suivant l'activation des
cellules T. Nous avons stimulé les cellules exprimant la chimére HA-DR-CD3&6 avec I'anti-DR/CD4
ou de I'anti-CD3/CD4 et nous avons étudié le niveau de phosphorylation de la chaine CD3{du TCR
par Western blot (voir Annexe 2). Nous avons observé I'activation des cellules T par la
phosphorylation de LAT suivant la ligation par DR/CD4 et CD3/CD4. Toutefois, nous n’avons pas
réussi a observer une augmentation de la phosphorylation de CD3Z, donc du TCR non-engagé,

suivant la stimulation de la chimére HA-DR-CD3¢€6.

L’activation directe des TCRs non-engagés a été démontré dans un modele d’activation au
superantigene. Les superantigenes sont des toxines bactériennes liant spécifiquement certaines
chaines TCRP avec un CMH. L'entérotoxine B de Staphylococcus aureus lie spécifiquement les
TCRs VB3, tandis que I'entérotoxine E de S.aureus lie les TCRs VB8. L’activation de cellules Jurkat
exprimant les TCRs VB3 et VB8 avec I'entérotoxine B méne a l'internalisation robuste de V33 et
la co-internalisation de VB8, et la stimulation avec I'entérotoxine E entraine l'internalisation
robuste de VB8 et la co-internalisation de VB3 [410]. De plus, la chaine CD3{ du TCR non-engagé
est phosphorylée mais dans une proportion plus faible que le TCR engagé, ce qui corréle avec les
niveaux d’internalisation plus faibles du TCR non-engagé [411]. Ainsi, il est possible que
I'activation de DR-CD3¢€6 est moins robuste et plus graduelle qu’une activation au superantigene,

ce qui empéche la détection directe de la phosphorylation du TCR non-engagé.

Nous avons ainsi étudié I'internalisation du TCR endogene non-engagé afin d’étudier son
activation suivant la stimulation de la chimere DR-CD3¢€é. La stimulation de lymphocytes T avec
une faible quantité de pCMH entraine une internalisation massive des TCRs [111]. Le niveau
d’internalisation des TCRs dépend de la quantité et de I’affinité des peptides présentés par la CPA
[111, 168, 349, 412]. Dans un modeéle ou deux TCRs distincts sont exprimés, la stimulation robuste
d’un TCR meéne a l'internalisation de I'autre TCR [111]. Comme il a été démontré dans le modeéle

d’activation au superantigéne, puisque le TCR non-spécifique au pCMH agoniste n’est pas

220



directement engagé, son niveau d’internalisation est plus faible que pour le TCR spécifique [111,
161, 162, 410, 413]. Les TCRs internalisés et phosphorylés sont dégradés tandis que les TCRs non-
activés sont redirigés a la surface pour le maintien de I'activation des lymphocytes T. Etant donné
gue les TCRs non-activés sont réexprimés a la surface, la quantité de TCRs internalisés est corrélée

au niveau de phosphorylation du TCR et de I'activation des cellules T [349, 412].

Nous avons observé une diminution de I'expression du TCR endogene suivant une
cinétique de stimulation de DR-CD3¢&6 par ligation avec de I'anti-DR/CD4. Nous observons que la
perte d’expression du TCR non-engagé est moins forte et plus graduelle que lorsque le TCR est
directement activé par ligation avec de I'anti-CD3/CD4. La cinétique d’internalisation du
récepteur engagé et non-engagé de notre étude suit celle d’autres études, ol le récepteur engagé
s’internalise plus lentement et moins robustement que le récepteur engagé [162, 410, 413]. Ces

résultats démontrent que la ligation de la chimere DR-CD3¢€6 active le TCR endogéne non-engagé.

L'internalisation du TCR non-engagé, mais pas du récepteur engagé, est kinase-dépendant
puisque I'inhibition des kinases Src avec PP1 ou PP2 prévient leur internalisation, confirmant les
observations réalisées dans une autre étude [161]. Nous avons observé que contrairement au
TCR, l'internalisation de DR-CD3¢6 suite a sa ligation directe était partiellement dépendante des
kinases Src. Les TCRs engagés sont internalisés par différents mécanismes. L'ubiquitination de la
chaine CD3{ phosphorylée par les ubiquitines ligases c-Cbl et Cbl-b entraine I'internalisation du
TCR dans un corps multivésiculaire, un endosome tardif qui fusionne avec des lysosomes pour la
dégradation de protéines [414-416]. La phosphorylation de la sérine 126 (S126) par PKC-6 dans
le domaine cytoplasmique de CD3y expose une séquence di-leucine formée des acides aminés
DxxxLL. La séquence di-leucine de CD3y recrute la protéine adaptatrice AP-2 afin d’initier le
processus d’endocytose par vésicules de clathrine [413, 417]. De plus, il a été démontré que la
chaine CD3e posséde un signal d’endocytose activation-dépendant dans son domaine
cytoplasmique [418]. Enfin, les TCRs activés sont également internalisés par phagocytose [419].
Ainsi, contrairement au TCR, I'internalisation de la chimere DR-CD3&6 activée dépend seulement
de la chaine CD3g, dont le mécanisme d’internalisation suggére une plus grande dépendance sur

les kinases Src que l'internalisation par CD3y ou CD3C.
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Il a été proposé que les TCRs peuvent s’assembler en oligomeres, permettant aux
lymphocytes T d’augmenter I'avidité de I'interaction TCR-pCMH afin de répondre a une plus faible
dose d’antigene [420, 421]. L'oligomérisation directe des TCRs a été remise en question par des
études de microscopie a haute résolution démontrant que les TCRs au repos et activés sont
monomériques [422]. Nous avons réalisé des expériences de co-immunoprécipitation afin
d’exclure la possibilité que les TCRs et la chimére DR-CD3e6 soient co-associés, ce qui pourrait
résulter en leur co-internalisation. Nous avons démontré que le TCR et la chimére DR-CD3¢e6 ne
forment pas de complexes chez les cellules Jurkat au repos ou activée, soit par la ligation du TCR
ou de DR. Des expériences de co-immunoprécipitation additionnelles en utilisant le détergent
doux Brij98, qui a été précédemment utilisé afin de démontrer que les TCRs forment des
oligoméres, pourraient étre réalisées afin de confirmer que le TCR et DR-CD3&6 ne forment pas
de complexes [420]. En conclusion, les résultats de co-immunoprécipitation et d’internalisation
suivant I'inhibition des kinases Src suggérent que le TCR et DR-CD3&6 ne sont pas co-internalisés
et que l'activation des récepteurs non-engagés par les kinases Src entraine leur internalisation
indépendamment des récepteurs directement engagés [161]. Ainsi, la ligation de la chimere DR-

CD3¢&6 entraine I'activation de TCRs non-directement engagés.

Afin de confirmer que nous activons les TCRs non-engagés dans notre modéle, nous avons
étudié I'activation des cellules T suivant la ligation de la chimere DR-CD3e6 en absence de TCR
endogéne. Nous avons diminué I'expression du TCR endogéne par la transduction d’'un ARN
interférant contre la chaine TCRa (shTCR). Nous observons une diminution de la fréquence des
cellules exprimant CD69 en absence de TCR endogene. Il a été démontré que la réponse des
lymphocytes T est a la fois analogue et digitale. L’activation des cellules T méne a une réponse
digitale, c’est-a-dire qu’une population de cellules s’active et exprime des marqueurs d’activation
comme CD69. En contraste, certaines cellules n’atteignent pas un seuil d’activation suffisant pour
I'expression de CD69 [409, 423]. Ainsi, nos résultats démontrent que |'activation des TCRs
endogeénes non-engagés est requise pour I'amplification de la signalisation afin d’atteindre le seuil

d’activation des cellules T.
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4.5.1.2 TMEM16F active les TCRs non-engagés

Nous avons étudié le role de TMEM16F dans I'amplification de I'activation des cellules T
par les TCRs non-engagés. Les cellules sShTMEM16F démontrent un défaut d’internalisation du
TCR endogene suivant une heure de ligation avec de I’anti-DR/CD4. Ce défaut d’activation est
consistant avec la diminution de la fréquence de cellules shTMEM16F exprimant CD69 suivant
une stimulation de 20 heures avec de I'anti-DR ou I'anti-DR/CD4. Le pourcentage de cellules
CD69* obtenu par 'activation des cellules shTCR avec I’anti-DR ou I’anti-DR/CD4 est identique a
celui obtenu pour les cellules sShTMEM16F exprimant a la fois DR-CD3¢€6 et le TCR endogene. Ces
résultats démontrent que la redistribution de PS par TMEM16F est requise pour activer les TCRs
non-engagés afin d’amplifier la signalisation des TCRs et atteindre le seuil d’activation des cellules
T. De plus, il a été démontré que le blocage de I'externalisation de la PS avec de I’Annexin-V
soluble diminue I'internalisation des TCRs suivant I’activation des lymphocytes T, confirmant que

la redistribution de PS régule I'amplification de I'activation des cellules T [370].

L'étude de Hu et al a démontré que I'expression de TMEM16F régule la formation de corps
multivésiculaires suivant |’activation des cellules T. Les corps multivésiculaires fusionnent avec les
endosomes et les lysosomes pour la dégradation de protéines. Les corps multivésiculaires se
forment a une région de la MP riche en acide lysobisphosphatidique, un lipide qui s’accumule au
cSMAC [88]. La diminution de I’expression de TMEM16F par ARN interférant réduit la quantité de
vésicules marquées a I'acide lysobisphosphatidique et induit un délai dans le développement de
corps multivésiculaires [368]. Au cSMAC, les TCRs ubiquitinés co-localisent avec |'acide
lysophophatidique pour leur internalisation dans des corps multivésiculaires et leur dégradation
[414]. L'observation de Hu et al que les cellules shTMEM16F forment moins de corps
multivésiculaires au cSMAC est consistante avec notre observation d’une diminution de
I’activation et de l'internalisation des TCRs non-engagés en absence de TMEM16F. Les auteurs
démontrent également une accumulation d’un rapporteur composé du domaine SH2 de ZAP-70
et argumentent que I'absence de TMEM16F favorise le maintien de la signalisation. Toutefois, la
colocalisation du rapporteur avec les TCRs phosphorylés n’a pas été confirmée. De plus, les
niveaux de phosphorylation temporels des molécules TCR-proximales n’ont pas été démontrés.

En contraste, nous avons confirmé I'efficacité de notre ARN interférant contre TMEM16F et nous
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avons démontré que l'activation des cellules shTMEM16F est diminuée, a la fois par la
phosphorylation des molécules de signalisation et par marquage de CD69. Ainsi, nos résultats

indiquent que TMEM16F régule positivement I'amplification de I'activation des cellules T.

La surexpression de TMEM16F ou l'expression de TMEM16F mutant augmente la
proportion de cellules CD69* suivant la stimulation de la chimére DR-CD3e6 avec 1ug/mL d’anti-
DR. Llinternalisation du TCR non-engagé suivant la stimulation de la chimére DR-CD3gb avec
1ug/mL d’anti-DR pendant 1 heure est seulement observée dans les cellules exprimant le
TMEM16F mutant. Ainsi, ces résultats confirment que |'activation de TCRs non-engagés par la

redistribution de PS a la MP permet d’atteindre le seuil d’activation des cellules T.

La ligation des cellules surexprimant TMEM16F, sauvage ou mutant, avec de I’anti-DR/CD4
ou de I'anti-CD3/CD4 n’augmente pas la proportion de cellules exprimant CD69 ou internalisant
le TCR endogene. Ces résultats indiquent les cellules Jurkat sauvages atteignent un seuil
d’activation maximal suivant la ligation avec 1ug/mL d’anti-DR/CD4 ou d’anti-CD3/CD4. Toutefois,
la réponse des cellules T qui atteignent le seuil d’activation est ensuite analogue, ol un niveau
d’activation plus élevé résulte en une augmentation du niveau d’expression de CD69 [423]. Nous
observons une amplification de I'activation des cellules T par I'augmentation du marquage CD69
dans les cellules TMEM16F mutantes activées par I'anti-DR/CD4 ou I’anti-CD3/CD4. Ainsi, il est
possible que I'expression du TMEM16F mutant n’entraine pas une augmentation du nombre de

TCRs activés suivant une activation robuste, mais plutét amplifie le niveau d’activation des TCRs.

Afin de confirmer la régulation de I'amplification de I’activation des cellules T par la
redistribution de PS dans un contexte physiologique, nous avons généré des lignées Jurkat
exprimant deux TCRs distincts. Nous avons exprimé le TCR A6 spécifique pour le peptide Tax du
virus HTLV1. Le TCR A6 est activé par des cellules lymphoblastiques JY présentant le peptide Tax
sur HLA-A2. Suivant I'activation du TCR A6, nous observons une fréquence et un niveau plus élevé
de CD69 pour les cellules surexprimant TMEM16F en comparaison avec les Jurkat TCR A6
sauvages. De plus, les cellules TMEM16F mutant démontrent un pourcentage et une expression
plus élevée de CD69 que les Jurkats sauvages et les cellules surexprimant TMEM16F. En paralléle,

nous observons une augmentation de l'internalisation du TCR endogene non-engagé dans les
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cellules TMEM16F mutantes suivant la stimulation du TCR A6. Ainsi, I'activation physiologique par
interaction TCR-pCMH récapitule I'activation de la chimére DR-CD3ed en présence du TCR
endogene. De plus, en contraste avec les résultats obtenus avec la chimere DR-CD3¢€6, nous
observons que dans un contexte d’activation physiologique, la surexpression de TMEM16F
sauvage ou mutant augmente la proportion de cellules qui atteignent le seuil d’activation des
cellules T. Ainsi, I'augmentation de la redistribution de PS méne a une augmentation de

I'activation des TCRs non-engagés pour I'amplification de I’activation des cellules T.

En conclusion, nous démontrons que I'expression de TMEM16F est requise pour I'atteinte
du seuil d’activation suivant une stimulation sous-optimale des cellules T. La redistribution de PS
par TMEM16F permet la dissociation membranaire et la phosphorylation d’un plus grand nombre
de TCRs pour I"'amplification de I'activation des cellules T. La réduction de l'internalisation des
TCRs non-engagés observée chez les cellules shTMEM16F permettrait de prolonger la
signalisation pour I'activation des cellules T. En contraste, I'internalisation plus forte des TCRs
non-engagés dans les cellules TMEM16F mutant permettrait I'extinction plus rapide de la

signalisation.

4.5.2 L’engagement en série des TCRs

Nos résultats démontrent que TMEM16F régule I'amplification de I'activation des cellules
T. Un modele d’amplification de I'activation des cellules T proposé dans la littérature est
I’engagement en série des TCRs. Ce modele propose qu’un seul pCMH active plus d’un TCR dans
les microagrégats de TCRs [111]. Ce modele a été proposé suivant |I'observation que la majorité
des TCRs sont internalisés suivant |'activation des lymphocytes T avec une faible quantité de

pCMHs agoniste [111].

Il a été démontré que la diminution du potentiel électrostatique de la MP par la réduction
de PI(4,5)P, augmente la mobilité latérale des TCRs [363]. Ainsi, la diminution des interactions
électrostatiques entre les chaines CD3 du TCR et la MP pourrait favoriser la diffusion latérale des
TCRs. Il a été démontré que la mobilité latérale des TCRs permet leur recrutement a la synapse
immunologique [424]. Ainsi, I'augmentation de la diffusion des TCRs pourrait faciliter la formation

de microagrégats afin de promouvoir I'engagement en série des TCRs. Nous allons étudier la
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mobilité latérale du rapporteur HA-KIR-CD3e-mTFP1 suivant I’activation de la redistribution de PS
par TMEM16F par la méthode de redistribution de fluorescence apres photoblanchimant (FRAP).
Cette méthode permet d’étudier la mobilité latérale de molécules par la récupération de la
fluorescence suivant le photoblanchiment d’une portion de la cellule. La mobilité latérale de
complexes de TCRs conjugués a une protéine fluorescente sera également étudiée [424]. Nous
allons ensuite étudier par FRAP si la redistribution de PS par TMEM16F facilite le recrutement

d’HA-KIR-CD3e-mTFP1 et de TCRs a la synapse immunologique.

En parallele, dans notre modele de Jurkat exprimant le TCR A6, nous allons étudier la
cinétique d’internalisation du TCR A6 activé suivant la modulation de I'expression de TMEM16F.
Ainsi, dans ce modeéle d’activation physiologique, nous allons pouvoir déterminer si la

redistribution de PS par TMEM16F amplifie I’engagement en série des TCRs.

4.5.3 L’amplification par les pCMHs du soi

Un autre modele proposé pour I'amplification de I'activation des lymphocytes T est la
stimulation de TCRs par les pPCMHs qui présentent des peptides du soi non-agonistes. Il a été
démontré que l'interaction entre les co-récepteurs CD4 ou CD8 et des pCMHs non-agonistes
recrute la kinase Lck et les TCRs a la synapse immunologique [351, 352, 354, 355]. Les pCMHs du
soi augmentent l'internalisation des TCRs et |la proportion de cellules CD69* [353]. Dans notre
étude, nous avons confirmé que la ligation de CD4 contribue a |'atteinte du seuil d’activation des
cellules T par I'augmentation de la population CD69* et de I'internalisation des TCRs. Nos résultats
indiqguent que TMEM16F pourrait réguler I'amplification de I'activation des cellules T suivant

I'interaction entre les pCMHSs du soi avec les TCRs et les co-récepteurs.

Un systeme de titration de peptides du soi a été précédemment utilisé afin de démontrer
le role des peptides non-agonistes dans I'activation des lymphocytes T CD8+. Dans ce systéme,
les pCMHs agonistes sont exprimés par un vecteur codant pour le peptide et le complexe du CMH
de classe I. Les pCMHs non-agonistes sont exprimés dans un vecteur inductible a la doxycycline,
ce qui permet la titration de I'expression des pCMHs du soi par la CPA [355]. L'activation des
cellules T par les pCMHs agonistes était augmentée en présence des pCMHs du soi. Dans cette

étude, il a été démontré que I'expression de pCMHs du soi n"augmente pas l'internalisation des
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TCRs de maniere significative. Ceci indique que les pCMHs non-agonistes ne menent pas a
I'activation de TCRs qui ne sont pas engagés par un pCMH agoniste [355]. Toutefois, le niveau
d’internalisation du TCR non-engagé varie selon la lignée cellulaire utilisée [111, 168]. Dans
I’étude, il est plutot proposé que les pCMHs du soi amplifient I'activation des cellules T par
I"augmentation de la phosphorylation de CD3 et des molécules de signalisation TCR-proximales

[355].

Le systeme d’expression inductible des pCMHs du soi pourrait étre utilisé afin d’éclaircir
le role de TMEM16F et des TCRs non-engagés dans I'amplification de I'activation des cellules T
par les peptides du soi. Avec ce systéeme, nous pourrions moduler le niveau d’expression des
pCMHs présentant des peptides agonistes ou non-agonistes. Le niveau d’activation des cellules
SshTMEM16F ou surexprimant le TMEMI16F sauvage ou mutant pourrait étre suivi par la
phosphorylation des molécules TCR-proximales, I'internalisation des TCRs et I'expression de
marqueurs d’activation comme CD69. De plus, nous pourrions étudier le réle des pCMHs du soi
dans I'activation des TCRs non-engagés dans un systeme ou deux TCRs distincts sont exprimés.
Enfin, le role de TMEM16F dans l'activation des TCRs par les pCMHs du soi sera étudié dans
différentes lignées cellulaires et en cellules T primaires. Ces expériences permettraient d’éclaircir
le r6le des pCMHSs non-agonistes dans |’activation des TCRs non-engagés pour I'amplification de

I’activation des cellules T.

4.5.4 La modulation des phosphoinositides

Les principaux contributeurs a la charge électrostatique négative de la MP sont la PS et
PI(4,5)P,. La modulation de chacun de ces phospholipides entraine une perte de la charge
négative de la MP. A la synapse immunologique, le potentiel électrostatique du cSMAC est
diminué en comparaison avec la région périphérique [310]. La formation de la synapse
immunologique mature est accompagnée d’un réarrangement des Pls a la MP, ou les
phospholipides PI(4,5)P, et PI(3,4,5)P3 sont exclus du cSMAC [360, 362]. La perte des PIs a la
synapse immunologique pourrait entrainer la dissociation des chaines CD3¢ et CD3C du TCR par

la diminution des interactions électrostatiques.
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Il a été démontré que les domaines BRS des chaines CD3e et CD3{ s’associent avec une
plus forte affinité aux Pls qu’a la PS [315, 425]. De plus, une étude a démontré que la diminution
de la concentration de PI(4,5)P; par I'expression ectopique de la phosphatase Inp54p a la MP
entraine la dissociation membranaire de CD3e. L’expression ectopique d’Inp54p mene a une
augmentation de la phosphorylation basale de CD3 ainsi qu’a une augmentation des molécules
de signalisation TCR-proximale suivant la stimulation [363]. Toutefois, I'importance de la
modulation de PI(4,5)P, dans I'association membranaire de CD3¢ a la synapse immunologique n’a
pas été démontré dans I'étude. Nos résultats démontrent une absence de dissociation
membranaire de CD3e non-engagé a la synapse immunologique chez les cellules exprimant un
ARN interférant contre TMEM16F. Ainsi, la redistribution de PS par TMEM16F a la synapse

immunologique est suffisante a la dissociation membranaire de CD3e.

PI(4,5)P, régule I'activité de certains canaux ioniques a la MP en facilitant I'ouverture du
canal pour le passage d’ions [426]. Il a été démontré que l'activation du canal ionique de
TMEM16F nécessite I'élévation de calcium intracellulaire et PI(4,5)P, a la MP. Le passage d’ions
par TMEM16F devient désensibilisé et inhibé a des concentrations élevées de calcium. L’ajout
exogéne de PI(4,5)P, ou de PI(3,4,5)Ps résensibilise TMEM16F au calcium et réactive sa fonction
de canal ionique. La mutation de résidus basiques dans une section chargée positivement du
domaine N-terminal, qui pourrait s’associer a PI(4,5)P, ou d’autres phospholipides acides,
diminue la sensibilité de TMEM16F au calcium [427]. Similairement a TMEM16F, la fonction de
canal ionique de TMEM16A nécessite le calcium et I'interaction de différents résidus basiques

avec PI(4,5)P,[428-430].

L'impact de la concentration élevée de calcium et de PI(4,5)P; sur I'activité scramblase de
TMEM16F n’a pas été démontré [427]. Une étude structurale a démontré I'amincissement de la
membrane lipidique lorsque TMEM16F est en présence de calcium et de PI(4,5)P,. Il est proposé
qgue l'amincissement de la membrane facilite le transport de lipides par TMEM16F [288].
Toutefois, une étude in vitro a démontré que I'efficacité de redistribution de phospholipides par
TMEM16F ne dépendait pas de la présence ou I’'absence de Pl [431]. De plus, I'activité scramblase
de TMEM16F ne semble pas désensibilisée par une concentration élevée de calcium puisque nous

avons démontré une redistribution graduelle de PS malgré une élévation immédiate de calcium.
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Ainsi, des études supplémentaires seront nécessaires afin d’élucider le role de PI(4,5)P2
dans I'activation de la scramblase TMEM16F et dans la dissociation membranaire de CD3e. La
phosphatase Inp54p et les inhibiteurs de Pls sont des outils qui peuvent étre utilisés afin de
déterminer si I'activité scramblase de TMEM16F est régulée par PI(4,5)P,. Des cellules exprimant
la phosphatase Inp54p pourraient étre stimulées avec I'ionomycine afin de déterminer si la
réduction de PI(4,5)P; prévient la redistribution de PS. Alternativement, la redistribution de PS
par TMEM16F pourrait étre étudiée suivant le prétraitement de cellules avec de la néomycine,

une molécule antibiotique qui masque la charge négative de PI(4,5)P, [363, 429].

Il est essentiel de mieux comprendre la régulation de l'activation de TMEM16F par
PI(4,5)P, puisque ce phospholipide est modulé de maniére dynamique a la synapse
immunologique. La méthode de FRET que nous avons développé nous permettrait d’élucider le
role de la modulation de PI(4,5)P, dans la dissociation membranaire de CD3e. Des cellules FRET
exprimant a la fois ’ARN interférant contre TMEM16F et la phosphatase Inp54p pourraient étre
utilisées pour déterminer si la modulation de P1(4,5)P, peut entrainer la dissociation membranaire
de CD3e a la synapse immunologique. En parallele, dans des Jurkat sauvages, la redistribution de
PS par TMEM16F et la diminution de PI(4,5)P; pourraient s’additionner pour augmenter le niveau

de dissociation membranaire de CD3¢g, sauf si TMEM16F nécessite PI(4,5)P, pour son activation.

La régulation de l'activité de TMEM16F par PI(4,5)P, indique que TMEMI16F serait
désensibilisé au cSMAC, ou la concentration de calcium est élevée et ou PI(4,5)P; est absent.
Toutefois, TMEM16F serait actif en périphérie du cSMAC, ou sont localisés PI1(4,5)P, et PI(3,4,5)Ps.
De plus, puisque les molécules de signalisation comme Lck, CD28 et ZAP-70 sont présentes en
périphérie du cSMAC, I'activation de TMEM16F par PI(4,5)P, pourrait y induire la dissociation

membranaire et I'activation de TCRs non-engagés.

4.6 Limitations du modele cellulaire Jurkat dans I’étude des lipides a la

MP et dans la signalisation TCR-proximale

Le modele Jurkat a été essentiel a la communauté scientifique afin d’élucider les cascades

de signalisation TCR-dépendantes. En comparaison avec les cellules T primaires humaines,
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I'utilisation des cellules Jurkat a été avantageuse par leur facilité de transduction, leur
maintenance a long terme en culture, leur expansion rapide in vitro, ainsi que I'absence de
variabilité associée a l'isolation de lymphocytes T chez différents donneurs humains [432].
Toutefois, comme toutes lignées cellulaires immortalisées, les cellules Jurkats présentent
plusieurs limitations. La lignée cellulaire Jurkat est dérivée de cellules isolées chez un garcon de
14 ans atteint d’une leucémie aigué lymphoblastique T [432]. Les cellules Jurkats présentent
plusieurs défauts génétiques, dont I'absence de I'expression des phosphatases PTEN et SHIP [311,
433]. Ces phosphatases contre-balancent I'activité de PI3K, ce qui résulte en une concentration

basale élevée de PI(3,4,5)Ps a la MP des cellules Jurkat [311, 433].

Les défauts dans I’homéostasie des Pls chez les cellules Jurkats présentent des limitations
pour I'étude des lipides a la MP et pour la signalisation du TCR. En effet, il est possible que la
concentration élevée de PI(3,4,5)P3 augmente le potentiel électrostatique de la MP [310]. Ceci
pourrait engendrer une interaction plus forte entre les chaines CD3¢ et CD3{ du TCR et la MP des
cellules Jurkat. Malgré une concentration élevée de PI(3,4,5)Ps a la MP, nous avons observé une
dissociation membranaire de CD3e suite a un influx robuste de calcium, soit suivant une
stimulation a I'ionomycine ou lors de la formation de la synapse immunologique. Ainsi, une
concentration élevée de PI(3,4,5)Ps ne prévient pas la dissociation membranaire de CD3¢ lorsque
la PS est redistribuée par TMEM16F. En absence de TMEM16F, nous n’observons pas de
dissociation membranaire du rapporteur FRET pour CD3e suite a un influx de calcium. Il est
possible que I'élévation de PI(3,4,5)P3 dans la lignée Jurkat pourrait prévenir la d’une dissociation

membranaire calcium-dépendante de CD3¢ en absence de TMEM16F.

Afin d’exclure un réle direct du calcium dans la dissociation membranaire de CD3€ en
absence d’expression de TMEM16F, les expériences de FRET devront étre répétées chez des
cellules T primaires humaines. Les cellules T primaires humaines ont été précédemment utilisées
avec succes afin de démontrer par FRET la dissociation membranaire de CD3e a la synapse
immunologique [318]. Ces cellules présentent un modele pour I'étude de I'association

membranaire de CD3e dans un contexte ou I’homéostasie des Pls est normale.
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De plus, par I'activation constitutive de PI3K, les cellules Jurkats démontrent un phénotype
hyperactivé en réponse a la stimulation du TCR, qui est observé par la phosphorylation des
molécules TCR-proximales et de la voie MAP kinase [311, 432]. De plus, les cellules Jurkats
démontrent un influx de calcium plus élevé que les cellules T primaires humaines [432]. Ainsi, le
role de la redistribution de PS par TMEM16F sur la phosphorylation de molécules TCR-proximales
devra étre étudié dans un contexte plus physiologique chez cellules T primaires. Enfin, par
I'utilisation du modeéle Jurkat, notre étude s’est limitée aux étapes initiales de |’activation des
cellules T, soit au niveau de la phosphorylation des molécules d’activation TCR-proximales,
I'internalisation des TCRs ainsi que I’expression de CD69. Les différentes limitations du modele
Jurkat quant a I’étude de I'activation a long terme des cellules T nous ont menées a étudier le role

de TMEM16F dans un modele de cellules T primaires murines.

4.7 La redistribution de la PS dans la réponse immunitaire des

lymphocytes T

Nous avons démontré que la redistribution de PS par TMEM16F permet le passage du seuil
d’activation des cellules T. Nos résultats démontrent que TMEM16F augmente la dissociation
membranaire et I'activation de TCRs non-engagés a la synapse immunologique afin d’amplifier
I'activation des cellules T. Nous avons ensuite voulu étudier I'impact a long terme de la

redistribution de PS calcium-dépendante dans la réponse immunitaire des cellules T.

4.7.1 TMEM16F dans I’éducation des lymphocytes T

Dans I'étude de Hu et al (2016), il a été démontré que les cellules T issues de souris
Tmem16f/- sont suractivées en comparaison avec les cellules T des souris sauvages [368]. En
contraste, nous avons démontré que la diminution de I'expression de TMEM16F par ARN
interférant réduit I'amplification de I'activation des cellules T. Les données d'Immgen démontrent
une régulation temporelle de I'expression de TMEM16F durant le développement des thymocytes
(Chapitre 3, Figure 1). L'expression de TMEM16F est maximale au stade DP lors de la sélection
positive et négative. Lors de la sélection positive, les thymocytes interagissent avec des pCMHs

du soi exprimés par les cellules corticales épithéliales du thymus.
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Il a été démontré que les thymocytes sont plus sensibles aux peptides a faible affinité que
les lymphocytes T matures [434, 435]. En périphérie, les lymphocytes T matures recoivent des
signaux de survie par I'lL-7 et par la signalisation tonique générée par l'interaction du TCR avec
des pCMHs du soi. Malgré que les lymphocytes T matures expriment un niveau plus élevé de TCRs
que les thymocytes présélection, la signalisation recue par les pCMHs du soi en périphérie
n’engendre pas une signalisation aussi forte que celle observée lors de la sélection positive des
thymocytes [7, 434]. En effet, la quantité de Lck associé au TCR est plus élevée dans les

thymocytes que les lymphocytes T périphériques [435].

La signalisation engendrée par des peptides a faible affinité est restreinte chez les
lymphocytes T matures par différents mécanismes. Par exemple, chez les lymphocytes T matures,
la phosphatase PTPN22 réduit la signalisation du TCR en réponse a des peptides de faible affinité
en déphosphorylant différents substrats comme les chaines CD3 du TCR et les kinases Lck et ZAP-
70 [436, 437]. Les lymphocytes T matures possedent une expression plus élevée de PTPN22 que
les thymocytes [7]. En contraste, le microARN mir-181a régule positivement la signalisation du
TCR chez les thymocytes en réprimant |’expression de différentes phosphatases, telle que PTPN22

[438].

La protéine THEMIS démontre un profil d’expression similaire a TMEM16F chez les
thymocytes, ol I'expression est maximale au stade DP [439]. Les souris Themis’- démontrent
défaut dans la sélection positive des thymocytes DP [439-441]. Chez les lymphocytes T
périphériques, THEMIS régule négativement la phosphatase SHP-1 afin de promouvoir la
signalisation tonique du TCR suivant I'interaction avec les pCMHs du soi [442]. Le mécanisme de
cette régulation reste controversé chez les thymocytes, ou une régulation négative et positive de
SHP-1 par THEMIS a été observée [441, 443]. Toutefois, des études réalisées in vivo démontrent
gue THEMIS régule positivement la signalisation du TCR lors de la sélection positive [440]. Ainsi,
la machinerie d’activation des thymocytes est adaptée pour répondre a des interactions de faible
affinité avec les pCMHs du soi durant la sélection positive [7]. Similairement a THEMIS,
I’expression élevée de TMEM16F au stade DP indique que la scramblase pourrait étre impliquée

dans la sélection des thymocytes par la redistribution de PS.
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De plus, il a été démontré que la concentration de calcium cytoplasmique augmente chez
les thymocytes lors de la sélection positive et négative [377, 444]. Les thymocytes doivent
accumuler des signaux d’activation, comme I'activation de ZAP-70 et I'élévation du calcium
intracellulaire, pendant plusieurs heures afin de pouvoir passer le seuil d’activation de la sélection
positive [377, 445]. En contraste, la sélection négative est associée a une signalisation et une
élévation de calcium plus rapide et robuste [444, 445]. La fenétre d’affinité pour la sélection des
TCRs des thymocytes est stricte, ou une affinité trop faible résulte en la mort par négligence tandis
que l'affinité trop forte induit I'apoptose des thymocytes [446]. Le calcium est essentiel pour
I'activation de TMEM16F mais également pour les cascades d’activation des cellules T et la

translocation du facteur de transcription NFAT au noyau.

Lors de la sélection positive, la signalisation générée au TCR est corrélée a I'avidité de
I'interaction avec les pCMHs du soi. Suivant la sélection positive, les thymocytes expriment le
marqueur d’activation CD69, le récepteur inhibiteur CD5, et augmentent I'expression du TCR
[377, 445]. Les thymocytes ayant recu une signalisation plus élevée par le TCR expriment un
niveau plus élevé de CD5 en périphérie [447]. CD5 recrute les ubiquitines ligases c-Cbl et Cbl-b,
qui ubiquitinent le TCR afin de le cibler pour son internalisation et restreindre la signalisation
[448]. Dans les souris Tmem16f”-, il a été démontré par marquage CD4 et CD8 que le
développement des thymocytes est normal [368, 374]. Toutefois, I'expression des marqueurs
CD69, CD5 et du TCR dans les thymocytes ou les lymphocytes T périphériques des souris
Tmem16f/- n’a pas été étudiée. Enfin, des études sur le répertoire des TCRs exprimé par les

lymphocytes T périphériques des souris Tmem16f7- n’ont pas été réalisées [368, 374].

Selon nos résultats, I'absence de TMEM16F lors du développement des lymphocytes T
pourrait réduire la signalisation du TCR et dévier la sélection positive et négative vers des TCRs a
plus haute affinité. En effet, I'absence de TMEM16F pourrait augmenter le seuil d’activation
nécessaire pour la sélection positive et négative. Ainsi, une affinité plus forte des TCRs serait
requise pour atteindre le seuil d’activation lors de la sélection. Une fois en périphérie, les cellules
T sélectionnées a haute affinité pourraient démontrer un phénotype d’activation plus élevé
suivant une stimulation avec un pCMH agoniste, comme il a été observé pour les souris Tmem16f

/- [368]. Ce mécanisme de compensation pourrait expliquer 'absence de défauts immunitaires
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majeurs chez les patients atteints du syndrome de Scott, qui n’expriment pas une protéine

TMEM16F fonctionnelle.

Plusieurs modeles murins sont a disposition afin d’étudier I'efficacité de la sélection
positive et négative en absence de TMEM16F. L’efficacité de la sélection négative peut étre
étudiée en croisant les souris Tmem16f/- avec des souris possédant un TCR transgénique
spécifique a I'antigéne HY exprimé seulement chez les males. Une sélection négative efficace chez
les méales exprimant le TCR HY résulte en une absence de lymphocytes T en périphérie. Les
thymocytes ne sont pas éliminés chez les femelles, qui n’expriment pas I'antigene HY [449]. La
présence de lymphocytes T matures en périphérie de souris males Tmem16f/- HY indiquerait un
défaut dans la signalisation du TCR nécessaire a la sélection négative. Enfin, la sélection positive
peut étre étudiée dans un modele de TCR transgénique, comme le TCR OT-l, par la culture de
thymocytes sur des tranches de thymus présentant des peptides OVA mutés a différentes
affinités [444]. Ainsi, par I'’étude de la sélection positive et négative en absence de TMEM16F,
nous pourrons éclaircir son role dans I'amplification de la signalisation générée par les

interactions TCR-pCMH du soi dans le thymus.

4.7.2 TMEM16F dans lI'activation des lymphocytes T primaires

La stimulation du TCR méne a la répression de |'expression de TMEM16F, a la fois lors de
la sélection positive et suivant I'activation de lymphocytes T périphériques (Chapitre 3, Figures 1
et 2). 'activation des lymphocytes T est accompagnée de la translocation de plusieurs facteurs
de transcription au noyau permettant la répression ou I’expression de plusieurs genes, comme le
récepteur de I'lL-2 a haute affinité. De plus, I'activation des lymphocytes T entraine des
modifications dans I'accessibilité a la chromatine aux sites de liaisons des facteurs de
transcription, ol plusieurs génes sont réprimés ou régulés positivement [450]. L'expression de

plusieurs génes est modulée dés la premiere division suivant I’activation des lymphocytes T [451].

Nous avons observé une forte diminution de I’expression de TMEM16F apres 24 heures
d’activation, indiquant une répression rapide de son expression. Ainsi, une fois les cellules T
activées, I'expression de TMEM16F devient dispensable, suggérant que I'expression de TMEM16F

est critique pour I'activation initiale des cellules T. En effet, il a été démontré que I'accumulation
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de signaux de stimulation du TCR n’est plus nécessaire lorsque les lymphocytes T se commettent
a la prolifération [452]. Toutefois, les facteurs transcriptionnels ou épigénétiques régulant
I’expression de TMEM16F n’ont pas encore été identifiés. Nous allons utiliser des outils d’analyse
bio-informatique et des données publiques afin de prédire les facteurs de transcriptions pouvant
s’associer au promoteur de Tmem16f, en plus d’identifier les modifications épigénétiques dans le
géne. L'association des facteurs de transcriptions a Tmeml16f sera confirmée par
immunoprécipitation de chromatine suivie de séquencage (ChlP-seq). Ces études nous

permettront de mieux comprendre la régulation de TMEM16F lors de I'activation des cellules T.

L’étude de Hu et al (2016) démontre une augmentation de la fréquence des lymphocytes
T Tmem16f/- aprés une semaine d’une infection virale chronique au LCMV clone 13 [368]. En
contraste, il a été démontré que les souris Tmem16f’/- contrélent moins efficacement une
infection bactérienne. Les souris Tmem16f/~ infectées a L. monocytogenes démontrent une plus
grande charge bactérienne dans la rate et dans le foie [374]. Toutefois, cette étude ne s’est pas
concentrée sur la réponse des lymphocytes T. L'étude a démontré que la redistribution de PS et
la formation de microvésicules par TMEM16F est requise pour la réparation de la MP suivant une
breche causée par la toxine listériolysine O de L. monocytogenes. La listériolysine O forme des
pores a la MP, ce qui induit un influx de calcium intracellulaire activant I'activité scramblase de
TMEM16F. La redistribution de PS permet la formation de microvésicules et la réparation du pore
a la MP. En absence de TMEMI16F, la listériolysine O augmente la mortalité des cellules

immunitaires comme les neutrophiles lors d’une infection a L. monocytogenes [374].

Afin d’étudier le role de TMEM16F dans I’activation des cellules T primaires, nous avons
développé un modéle de transduction de lentivirus exprimant shScr et shTMEM16F dans des
cellules T naives périphériques isolées de souris Rag1”~ OT-I (Chapitre 3, Figure 3A). Ce modéle
nous permet d’étudier la réponse immunitaire en absence de TMEM16F seulement dans les
cellules T. Ainsi, nous évitons la toxicité pouvant résulter de I'absence de TMEM16F dans les
cellules immunitaires innées. En transduisant des cellules périphériques, nous nous assurons que
les cellules transduites avec shScr et ShTMEM16F ont été sélectionnées de maniere identique
dans le thymus et qu’elles possedent la méme affinité pour le peptide OVA. De plus, puisque nous

transduisons les cellules T avant de les activer, nous pouvons étudier les conséquences de la
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modulation de I’expression de TMEM16F a partir des étapes initiales de I'activation des cellules

T.

Nous avons observé une forte diminution de la fréquence des lymphocytes T shTMEM16F
suivant une activation in vitro avec des RAW présentant le peptide OVA ou suivant une infection
bactérienne au Lm-OVA (Chapitre 3, Figures 4C et 8C). In vitro, les cellules T primaires
shTMEM16F démontrent une augmentation de la proportion de cellules apoptotique, marquées
a la caspase-3 activée, ainsi qu’une diminution de leur prolifération suivant I’activation (Chapitre
3, Figures 5C et 6B). Il a été démontré que la force d’activation du TCR était corrélée au niveau
d’expansion des lymphocytes T [182, 452]. Toutefois, I'étude des marqueurs d’activation n’a
démontré aucun défaut dans le statut d’activation des cellules sShTMEM16F in vitro (Chapitre 3,
Figure 7B). Nos résultats d’activation in vitro indiquent que TMEM16F régule la survie et
I’expansion des lymphocytes T, sans toutefois moduler le niveau d’activation comme nous I'avons
observé dans la lignée Jurkat. Puisqu’il est possible de I'absence de TMEM16F induit un délai dans

I’activation, nous allons étudier les marqueurs d’activation a des points temporels plus précoces.

Afin d’étudier le role de TMEM16F lors d’'une réponse immunitaire protectrice des cellules
T, nous avons co-transféré des cellules T OT-I shScr et sShTMEM16F dans des souris congéniques
gue nous avons infectées au Lm-OVA. La diminution de la fréquence des cellules sShTMEM16F
dans le modele in vivo est similaire a celle observée lors des activations in vitro. L’étude des
marqueurs de différenciation de cellules T effectrices (CD127 et KLRG1) isolées du foie a jour 5
post-infection ont démontré une augmentation de la proportion de la population immature EEC
dans les cellules shTMEM16F (Chapitre 3, Figure 8E). Des expériences de tris et de transfert des
différentes sous-populations effectrices dans une souris infectée (“infection-matched”) ont
démontré que les EEC possédent le potentiel de différenciation le plus élevé. Malgré leur statut

peu différencié, les EECs possedent un potentiel cytolytique similaire au Terr et au Time [208].

Enfin, I’étude des marqueurs d’activation démontre un défaut d’activation dans les
cellules shTMEM16F in vivo (Chapitre 3, Figure 9B). Nous observons une expression plus faible
de CD44 dans les cellules shTMEM16F a jour 5 post-infection. Il a été démontré que le niveau

d’expression de CD44 est corrélé au niveau d’activation du TCR [453]. Nous observons un
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fréquence plus faible de cellules exprimant le marqueur d’activation Ly6C. En contraste, nous
observons une fréquence plus élevée de cellules shTMEM16F exprimant CD62L et CD69 a jour 5
post-infection. A ce point temporel, I'expression de CD62L et CD69 est réprimée chez les
lymphocytes T. Ainsi, nos résultats suggerent un délai dans la progression de I'activation des
cellules shTMEM16F. Nous avons également observé qu’une population de cellules shScr
exprime CD69 dans les souris non-infectées. Les lymphocytes T naifs peuvent exprimer CD69 de
maniére transitoire suivant l'interaction avec les pCMHs du soi dans les organes lymphoides
secondaires [454]. En conclusion, la diminution de I'activation des cellules sShTMEM16F in vivo est
consistante avec nos résultats démontrant que TMEM16F régule I'amplification de I’activation

des lymphocytes T.

L'infection intraveineuse au L. monocytogenes se dissémine rapidement au foie et a la rate
[381]. Afin d’étudier temporellement la différenciation et I’activation des cellules ShTMEM16F in
vivo, nous allons étudier les marqueurs de différenciation et d’activation des cellules T effectrices
isolées des ganglions, de la rate et du foie aux jours 3, 5 et 8 post-infection. De plus, nous allons
déterminer si la diminution de la fréquence des cellules ShTMEM16F dans la rate est reliée a
I’apoptose ou un défaut d’expansion. Les cellules seront marquées au CFSE avant le transfert et
la prolifération sera étudiée au jour 3 post-infection. La proportion de cellules transférées
apoptotiques exprimant la caspase-3 activées sera suivie temporellement par cytométrie en flux.
Afin de déterminer si les cellules shTMEM16F persistent, nous allons étudier les phénotypes de
cellules mémoires a 60 jours post-infection. Enfin, nous allons répéter les expériences d’activation
in vitro et in vivo avec le TMEM16F mutant afin d’étudier le réle de I'amplification de la
redistribution de PS sur I'activation, la différenciation et la persistance des cellules T primaires et

dans la réponse immunitaire.

De plus, il n’est pas connu si TMEM16F régule la survie des lymphocytes T matures en
périphérie par I'amplification de la signalisation tonique du TCR. En périphérie, les lymphocytes T
naifs proliférent par la signalisation tonique générée par l'interaction du TCR avec les pCMHs du
soi et par les cytokines homéostatiques IL-7 et IL-15. Afin d’étudier le role de TMEM16F sur la
prolifération homéostatique des lymphocytes T, nous allons co-transférer les cellules OT-I

transduites avec shScr et sShTMEM16F dans des souris CD3e7". Les souris CD3e7- n’expriment pas
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de cellules T périphériques, permettant d’étudier la prolifération homéostatique dans un
environnement lymphopénique, olu la compétition pour les cytokines est réduite [455]. Nous
allons étudier la fréquence des populations shScr et shTMEM16F dans les organes lymphoides
secondaires 4 a 6 semaines apres le transfert [456]. De plus, par marquage des lymphocytes
transduit au CFSE, nous pourrons étudier la prolifération des cellules primaires shScr et
shTMEM16F dans un environnement lymphopénique. Ainsi, par I’étude de I'ontogenése, de la
prolifération homéostatique et de la réponse immunitaire des cellules T, nous pourrons mieux

comprendre le réle de la redistribution de PS par TMEM16F dans la régulation Iactivation du TCR.

4.7.3 La PS externalisée comme bouclier contre la perforine

Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques induisent I'apoptose de cellules cibles en sécrétant
des granules cytotoxiques composées de perforine et de granzyme [6]. Une étude récente
démontre que la PS externalisée chez les CTLs offre une protection contre la perforine sécrétée a
la synapse immunologique. La perforine interagit avec la membrane de la cellule cible par son
domaine C2 lié a un ion de calcium afin de se polymériser et de former un pore. La CTL est
insensible a sa propre sécrétion de perforine et seule la cellule cible est éliminée par apoptose.
La MP des CTLs est composée d’'une concentration plus élevée de cholestérol et de radeaux
lipidiques que les cellules T CD8+ naives ou les cellules cibles [403, 406]. In vitro, la perforine
s’associe moins efficacement aux membranes lipidiques riches en cholestérol. De plus, tandis que
la perforine peut s’associer a des membranes lipidiques riches en PS, elle ne peut pas former de
pores. A la surface des CTLs, la PS et les radeaux lipidiques sont co-localisés avec la perforine sous
forme de puncta. La composition lipidique unique de la MP des CTLs, riche en radeaux lipidiques
et en PS, réduit I'association de la perforine a la MP et empéche la formation des pores de

perforine, respectivement [403].

Il seraintéressant d’étudier le role de la redistribution de PS par TMEM16F dans la capacité
cytolytique des lymphocytes T murins et dans la protection contre leur sécrétion de perforine. La
fonction effectrice des lymphocytes T CD8+ exprimant le TCR transgénique OT-| est étudiée par
la lyse de cellules cibles, comme les cellules de la lignée lymphoide EL4 exprimant le peptide OVA.

La dégranulation est également étudiée par I’expression du marqueur lysosomal CD107a/LAMP-
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1 a la MP [457]. La fonction effectrice des lymphocytes T CD8+ exprimant le shTMEM16F sera
étudiée par marquages intracellulaires ou par gPCR pour I'IFN-y, TNF-a et granzyme B. De plus, la
viabilité des cellules sShTMEM16F suivant la lyse cytotoxique sera étudiée afin de déterminer si la

redistribution de PS par TMEM16F est requise dans la protection contre la perforine.

4.7.4 Régulation de I'expression de protéines par la PS externalisée

L’activation des lymphocytes T module I'expression de plusieurs protéines en surface.
Chez les lymphocytes T activés, la diminution de I'expression de la molécule d’adhésion CD62L
permet la circulation des lymphocytes vers le site d’infection en périphérie et empéche Ila
remigration aux tissus lymphoides [211]. L’activation des lymphocytes T entraine le clivage des
domaines extracellulaires de CD62L, de TNF-a et du récepteur de TNF-at 1 (TNFR1) par la protéase
ADAM17 [458-460]. L’activation d’ADAM17 est régulée par la redistribution de PS calcium-
dépendante par TMEM16F [461]. De plus, I'expression du mutant constitutivement actif de
TMEM16F augmente |'activité protéolytique d’ADAM17 [461, 462]. La PS externalisée active
ADAM17 en interagissant avec un motif cationique situé dans sa portion extracellulaire [462,
463]. Il a été démontré qu’en absence d’ADAM17, le clivage de CD62L est plus lent mais pas
abrogé [459, 464]. De plus, le clivage calcium-dépendant de TNFR1 est réduit en absence de
TMEM16F [461]. Ainsi, la redistribution de PS par TMEM16F pourrait réguler le clivage de

différentes molécules de surface suivant I'activation des lymphocytes T.

Nous n’avons pas observé de défauts dans la diminution de I'expression de CD62L suivant
I'activation in vitro et in vivo des cellules shTMEM16F. Toutefois, il est possible qu’en absence de
TMEMZ16F les cellules démontrent un délai dans le clivage de CD62L. La diminution de CD62L a
été observée suivant une heure d’activation des lymphocytes T in vitro, tandis que la sécrétion
de TNF-a a été observée aprés 4 heures d’activation [465]. Ainsi, afin de confirmer le role de
TMEM16F dans l'activation d’ADAM17, nous allons étudier la perte d’expression de CD62L, TNF-
a et TNFR1 des lymphocytes T transduits avec shTMEM16F a différents points temporels précoces
suivant I'activation in vitro avec des RAW-OVA ou de I'ionomycine. La diminution ou le délai du
clivage de TNFR1 dans les cellules shTMEM16F pourrait les sensibiliser a TNF-a et ainsi expliquer

I’'augmentation de I'apoptose que nous observons en réponse a 'activation [465].
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4.8 TMEM16F comme cible thérapeutique dans I'immunothérapie du

cancer

Les cellules cancéreuses développent différents mécanismes afin d’échapper a la
surveillance du systeme immunitaire. L'immunothérapie a pour but de modifier la réponse du
systéme immunitaire du patient afin de combattre le cancer. Un avantage majeur de
I'immunothérapie est la formation d’une mémoire immunologique afin de contrdler la
résurgence de la tumeur [466]. La modulation de I'association membranaire de CD3e et de
I’activation des lymphocytes T par I'activité scramblase de TMEM16F a plusieurs implications pour
I'immunothérapie contre le cancer. De plus, les récepteurs immuns CD28 et 4-IBB, qui possédent
également un domaine BRS cytoplasmique, sont utilisés dans certaines immunothérapies. Ainsi,
la modulation de I'activité de TMEM16F pourrait permettre I'amélioration de I'activation des

cellules T dans les immunothérapies ciblant le cancer.

4.8.1 Amplification de I'activation des récepteurs chimériques d’antigenes

La compréhension des mécanismes de dissociation membranaire du TCR est essentielle
pour I'étude de l'activation des récepteurs chimériques d’antigenes, les CARs, utilisés en
immunothérapie. Les CARs sont générés par la fusion entre le domaine extracellulaire a haute
affinité d’'un anticorps et les domaines cytoplasmiques de récepteurs des cellules T. Plus
précisément, les CARs sont composés d’'un domaine extracellulaire scFv, d’un domaine
transmembranaire et cytoplasmique d’un récepteur de co-stimulation comme CD28 ou 4-IBB

suivi de la chaine cytoplasmique de CD3Z. Un scFv est issu de la liaison entre la chaine lourde et

légeére du domaine variable d’un anticorps qui reconnait un antigene tumoral (Figure 2) [467].
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Figure 2. — Conception des récepteurs chimériques d’antigenes
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Image reproduite avec la permission de I’American Association of Cancer Research (Cancer
Discovery, Vol. 6, Aurore Morello et al, “Mesothelin-Targeted CARs: Driving T cells to solid

tumors”, p.133-146, © 2016) [468]

Lors d’une immunothérapie par cellules T CAR, les lymphocytes T issus des patients sont
transduits ex vivo avec le récepteur CAR. Les lymphocytes T transduits s’expandent et sont
réinfusés dans le méme patient. Les avantages de I'immunothérapie par CAR sont la spécificité
du ScFv pour un peptide tumoral et la diminution de la toxicité par la réinfusion de lymphocytes
T autologues au patient. L'immunothérapie par les CARs a démontré une efficacité en clinique
contre I'antigene tumoral CD19 spécifique a certains cancers hématologiques. Toutefois, une
activation trop robuste des CARs génére une sécrétion systémique de cytokines a des niveaux
toxiques pour les patients. De plus, la toxicité peut étre générée par I'expression de I'antigene du
scFv dans les tissus sains. En contraste, certaines tumeurs expriment une densité d’antigenes trop
faible pour I'activation efficace des CARs. De plus, I'efficacité des CARs contre les tumeurs solides
est faible. Les tumeurs solides sont un environnement hostile pour les cellules T, par la présence
de cellules immunitaires et cytokines inhibitrices, la diminution des nutriments ainsi qu’un coeur
hypoxique [467]. Ainsi, il est essentiel de moduler la réponse des cellules T CARs afin d’augmenter

leur activation et leur persistance dans un contexte de tumeurs solides.

Il a été démontré que I'augmentation du nombre d’ITAMs dans le domaine cytoplasmique
d’un CAR, en passant de trois a six ITAMs, augmente la proportion de cellules T CAR qui s’activent.
Ceci indique que I'augmentation des ITAMs facilite le passage du seuil d’activation des cellules T.
Un nombre élevé d’ITAMs sensibilise le CAR a une faible concentration d’antigenes présentés par
la cellule tumorale. En contraste, la diminution du nombre d’ITAMs a deux augmente la sélectivité
des cellules T CAR pour des cellules tumorales exprimant une quantité élevée d’antigénes [409].
Ainsi, le niveau d’activation du CAR par la modulation du nombre d’'ITAMs génére une réponse

plus ou moins forte par la cellule T.

Nos résultats démontrent que TMEM16F facilite le passage du seuil d’activation des

cellules T par I"activation de TCRs non-engagés a la synapse immunologique. Etant donné que les
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cellules T CARs expriment toujours le TCR endogene, il est possible que la stimulation du CAR
permette I"'amplification de I'activation par les TCRs endogénes non-engagés. La modulation de
I'expression de TMEM16F pourrait permettre d’améliorer la réponse des CARs contre les
antigénes tumoraux. L’expression du TMEM16F mutant pourrait augmenter la réponse des CARs
dans un contexte ou I'antigéne tumoral est limité, comme il a été démontré pour I'augmentation
du nombre d’ITAMs. En contraste, la diminution de I’expression de TMEM16F pourrait permettre
I'activation de CARs seulement lorsque la quantité d’antigéne est élevée, permettant de diminuer
la cytotoxicité potentielle des CARs. Enfin, il a été démontré que la molécule A01 est un inhibiteur
faible (concentration inhibitrice médiane de 100uM) de la fonction de canal ionique et de
scramblase de TMEM16F [294, 469]. Cette molécule inhibe également le canal ionique de
TMEM16A, mais dont le niveau d’expression et la fonction chez les lymphocytes T matures restent
inconnus [470, 471]. De plus, une molécule récemment brevetée est a I'étude pour I'activation

de TMEM16F [368].

Il serait intéressant d’étudier ces molécules sur I'activité de TMEM16F et sur
I"amplification de I'activation des cellules T dans un contexte CAR. Etant donné que les antigénes
tumoraux sont présents en faible quantité, I'activation et la réponse cytotoxique des cellules T
CARs sera étudiée avec des cellules cibles exprimant différentes concentrations d’antigenes dans
un contexte de modulation de I'expression de TMEM16F (shTMEM16F, ou surexpression du
TMEM16F sauvage ou mutant) ainsi que dans la modulation de son activité par des molécules.
Enfin, le contréle tumoral des CARs prétraités avec les différentes molécules activant ou inhibant

TMEM16F pourrait étre étudié dans un modeéle de tumeur in vivo.

Nos résultats sur la dissociation membranaire de CD3g par la redistribution de PS par
TMEM16F indiquent que les autres récepteurs immuns possédant des domaines BRS pourraient
étre régulés d’'une maniere semblable. Le mécanisme d’activation des CARs n’a pas encore été
élucidé. Les chaines cytoplasmiques de CD3Z, CD28 et 4-IBB sont dotées de BRS, mais il n’est pas
connu si le domaine cytoplasmique du CAR est associé a la MP par interactions électrostatiques.
Avec I'approche FRET-FLIM que nous avons développée, nous pourrions déterminer le niveau
d’association membranaire du CAR chez les lymphocytes T au repos. De plus, comme les TCRs, les

récepteurs CARs forment une synapse immunologique et s’accumulent au cSMAC lorsqu’ils
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interagissent avec une cellule cible [395, 472]. La dissociation membranaire du CAR suivant la
stimulation avec une cellule tumorale exprimant I'antigéne spécifique au scFv du CAR pourrait
étre étudiée par notre approche FRET-FLIM. La redistribution de PS par TMEM16F lors de
I'activation du CAR pourrait augmenter la quantité de chaines cytoplasmiques de CARs ou de TCRs
endogénes dissociées a la synapse immunologique. Ainsi, la dissociation massive de chaines

cytoplasmiques par TMEM16F augmenterait I'activation de la cellule T CAR.

4.8.2 Réhabilitation des lymphocytes T épuisés

Le récepteur inhibiteur PD-1 est exprimé a la surface des lymphocytes T suivant leur
activation [169]. PD-1 recrute la phosphatase SHP-2, qui déphosphoryle plusieurs molécules de
signalisation des cellules T [171, 172]. L’expression soutenue de PD-1 est associée a I'épuisement
et la dysfonction des lymphocytes T lors d’une infection virale chronique ou dans le cancer [57].
Les lymphocytes T CD8+ de souris Tmem16f”/- infectées au LCMV clone 13 démontrent une
élévation de PD-1 en comparaison avec les souris controles [368]. Il a été démontré que
I’expression de surface de PD-1 est régulée par TMEM16F. Une augmentation robuste du calcium
intracellulaire par stimulation avec l'ionomycine méne a I'excrétion de PD-1 sur des
microvésicules [388]. En contraste, en absence d’expression de TMEM16F, la stimulation a
I'ionomycine induit I'internalisation massive de PD-1 [388]. Toutefois, le r6le de TMEM16F dans
I’excrétion de PD-1 lors de la réponse immunitaire physiologique des lymphocytes T contre une
infection virale aigué ou chronique n’a pas été démontré. En effet, il a été démontré que plusieurs
protéines membranaires sont excrétées dans les vésicules de maniere TMEM16F-dépendante,
comme les co-récepteurs CD4 ou CD8 ainsi que la phosphatase CD45 [374]. Ainsi, I'excrétion de
PD-1 par vésicules pourrait étre non-spécifique et étre un mécanisme de régulation plus général
d’expression de protéines par TMEM16F. Ainsi, notre modéle de transduction de lymphocytes T
périphériques murins avec un ARN interférant contre Tmem16f sera utilisé afin d’élucider le réle
de TMEM16F dans I'expression de PD-1 et dans |'épuisement des lymphocytes T lors d’une

infection virale chronique.

L'immunothérapie par I'inhibition de PD-1 et/ou CTLA-4 a la surface des lymphocytes T a

démontré une efficacité clinique contre le mélanome [473]. Comme décrit au sous-chapitre
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précédent pour les cellules T CARs, la modulation de I'activation des lymphocytes T épuisés par
traitement anti-PD-1 en combinaison avec une molécule agoniste de TMEM16F pourrait
permettre de réactiver les cellules T dans le cancer. Ainsi, la modulation de 'activité de TMEM16F
sur la revitalisation des lymphocytes T épuisés sera étudiée dans un modele d’infection virale

chronique et un modele de mélanome.
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Chapitre 5 - Conclusion

L’activation du TCR et des cellules T est un processus complexe et régulé. Les travaux
présentés dans cette these ont permis d’éclaircir le role de la redistribution de la PS dans
I'association électrostatique de la chaine CD3e a la MP ainsi que dans I'amplification de
I'activation des cellules T. Nous avons démontré que la redistribution de PS calcium-dépendante
par la scramblase TMEM16F entraine la dissociation membranaire de CD3¢ de la MP. Cette étude
est la premiere a avoir directement démontré que la diminution de PS au feuillet interne de la MP
régule la dissociation membranaire de la chaine CD3e du TCR. De plus, nous avons démontré que
TMEM16F régule I'activation de TCRs non-engagés par la dissociation massive des chaines CD3¢e
a la synapse immunologique, un mécanisme essentiel pour I'amplification de I'activation des
cellules T. En plus de réguler la dissociation membranaire de TCRs, la redistribution de PS est
proposé de réguler plusieurs processus de I'activation des lymphocytes T comme la protection
contre la sécrétion de perforine et I'expression de protéines en surface. Enfin, nous avons
confirmé I'importance de TMEM16F dans |’activation et la différenciation des lymphocytes T dans
un modele de cellules T primaires murines. Ainsi, nous avons démontré que la modulation de
I'activité de TMEM16F varie les niveaux de PS a la MP afin de diminuer ou augmenter I'activation

des cellules T.

Nos résultats démontrent que les récepteurs immuns dotés de domaines BRS dans leurs
chaines cytoplasmiques pourraient également étre régulés par la redistribution de PS TMEM16F-
dépendante. De plus, TMEM16F pourrait réguler 'efficacité de I'activation des cellules T dans
I'immunothérapie par les récepteurs chimériques d’antigénes, qui sont dotés de domaines BRS
dans leurs domaines cytoplasmiques. Enfin, I’étude de la réponse immunitaire effectrice dans des
cellules T dont I'expression de TMEM16F est modulée nous permettra de mieux comprendre leur
phénotype de différenciation et leur fonctionnalité afin de prédire leur persistance lors d’une
immunothérapie contre le cancer. Ainsi, notre étude ouvre des possibilités quant a la modulation
de la PS par TMEM16F afin d’améliorer I'activation des cellules T dans les immunothérapies

contre le cancer.
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Annexe 1

Expériences de synapses en microscopie reliées aux Figures 1G-H, S1G et S5I
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Expériences de synapses en microscopie reliées aux Figures 3A-B et 6A-B, S3B et S6A
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Western blots des expériences d’activation reliés a la Figure 3C
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Western blots des expériences d’activation reliés a la Figure S3C
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Western blots des expériences d’activation reliés a la Figure 6C

PHA activation 10pg/mL
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Annexe 2

DR/CD4|CD3/CD4

8
£
S|15 30|15 30

pCD3Z -

CD3Z | e e

LAT
P - - -
LAT
- e e
Figure 1.— Phosphorylation des molécules TCR-proximales chez les cellules exprimant la chimeére

DRe6 suivant leur activation avec I'anti-DR/CD4 ou I’anti-CD3/CD4

Matériel et méthodes :

2.5ug/mL d’anticorps anti-DR et anti-CD4, ou anti-CD3 et anti-CD4, ont été opsonisés durant la
nuit sur une plaque 24 puits a fond plat. 2 x 10° cellules par conditions ont été activées a 37°
pendant 15 (15’) ou 30 (30’) minutes. Comme controle négatif d’activation, des cellules ont été
incubées a 37° dans un puit sans anticorps opsonisés (Unact.). Les cellules ont été lysées pendant
30 minutes a 4° dans du tampon de lyse pour protéines phosphorylées (voir section 2.5.8 du

Chapitre 2). Les protéines ont été isolées par la méthode de précipitation méthanol-chloroforme
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et ont été resuspendue dans du tampon LDS 1X avec 10mM de DTT. Le Western blot a été réalisé
tel que décrit a la section 2.5.8 du Chapitre 2 en révélant I'entiereté des protéines LAT et CD3{,

ainsi que leur forme phosphorylée. Les résultats représentent trois expériences indépendantes.
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RUNNING TITLE: Charge interactions regulate immune receptors.

SUMMARY:

Our ability to mount a long lasting and protective immune response relies on a variety of immune
receptors that enable the recognition of ongoing infections, which triggers the adaptation of a
myriad of immune cells. The organization of several immune receptors, such as the T cells
receptor and several NK cell receptors, utilizes different modules for ligand recognition and
signaling. These receptors require specific recognition mechanisms between the different
modules in order to ensure proper assembly and function. Once assembled, immune receptors
must remain inactive in the absence of ligand to prevent the onset of unwanted immune
responses. Indeed, several mechanisms exist to prevent aberrant immune receptor signaling in
the absence of ligand to avert the initiation of uncontrolled autoimmunity. However, once ligand
is recognized, immune receptors must rapidly and specifically engage kinases to initiate highly
regulated signaling cascades that lead to the initiation of transcriptional programs that dictate
the immune response. Over the last decade, compelling evidence has been presented which
suggest that electrostatic interactions are critical for many aspects of immune receptor functions.
In the work that follows, we present an overview of the literature that have provided evidence
that illustrate how electrostatic interactions regulate immune receptor assembly, inactive state,

triggering, and signaling.

KEY WORDS: T cells receptor, anionic lipids, signaling, immune receptors, electrostatic

interactions.
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1- INTRODUCTION

Our ability to mount a protective and long-lasting immune response depends on the
intervention of key receptors expressed on a variety of cells within the immune system. These
receptors enable the communication between immune cells and their immediate environment
(comprised either of adjacent cells or pathogens), thereby enabling the initiation of complex
signaling cascades that lead to the initiation of transcriptional programs that regulate immune
cell differentiation and effector functions. While highly diverse in their structure and ligands,
these immune receptors share several features and follow similar rules in their ability to assemble

into multi-subunit protein complexes as well as the mechanisms that regulate receptor signaling

[1].

Indeed, immune receptors are built off a disulfide-bonded extracellular architecture that form
Immunoglobulin-like domains (lg) conferring rigidity and resistance to proteolysis [2]. Moreover,
modular immune receptors such as the T cell receptor (TCR), the B cell receptor (BCR) and several
activating receptors expressed in NK cells do not directly signal from the ligand-interacting chains
[3, 4]. Rather, they signal through dimeric accessory proteins that contain signaling motifs termed
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (ITAM) comprised of the canonical amino acid
sequence Yxxl/Lx-sYxxl/L [5]. Once ligand bound, ITAM-bearing immune receptors first
aggregate to form clusters then are phosphorylated by kinases of the Src family, such as Lck, and
then become docking sites for Src-homology domain 2 (SH2)-containing proteins part of the non-
receptor kinase family (NRTK), such as ZAP70 in T cells [6]. NRTKs in turn phosphorylate
downstream effectors to trigger several signaling routes that lead to the activation and
translocation of key transcription factors such as Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT),
Nuclear Factor kappa-light chain of activated B cells (NFkB) and activator protein 1 (AP-1) of that

regulate cell fate and function [7, 8].

The convergence in signaling steps observed in immune receptors strongly suggest common
mechanisms that govern receptor assembly, triggering and signal initiation. Here we present that

electrostatic interactions, provided by oppositely charged partners such as amino acids, lipids or
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ions play a critical role in all aspects of immune receptor functions. Indeed, in the last decade,
several studies have provided compelling evidence that demonstrate the role of charge-charge
interaction in regulating immune receptor assembly, triggering and signaling. We will present

these findings according to the various aspects of immune receptor functions.
2. ELECTROSTATIC INTERACTION-DRIVEN IMMUNE RECEPTOR ASSEMBLY

Assembly of activating immune receptors has been the subject of several studies over the
past decades and remains an ongoing endeavor. Many of these receptors share a distinctive
molecular backbone whereby a variety of ligand-recognition scaffolds assemble with signaling
modules in a non-covalent fashion. For many of these receptors, electrostatic interactions
between key amino acids within their transmembrane (TM) domain dictate specific or
promiscuous receptor assembly [4]. Whereas single amino acid driven electrostatic interactions
are typically weak in terms of specificity and strength in solution, the unique environment
provided by the hydrophobic nature of the inner lipid bilayer leads to strong and highly specific
interactions where soluble ionic competitors as absent [9]. Accordingly, following Coulombe’s
Law, opposite charges separated by 44 interact with an energy of approximately 1kcal per mole
in solution, while the same interaction in a hydrophobic environment results in a dramatic
increase to 40kcal energy per mole leading to an interaction strength nearing that of biotin and
streptavidin [9, 10]. This results in the highly stable and specific assembly of immune receptors

with varying degrees of complexities.

2.1 The T cell receptor

The most studied, and perhaps the most complex of these receptors is the TCR. It is composed
of a central heterodimer containing highly variable chains (o/B or y/d) that form the initial scaffold
onto which three distinct dimeric CD3 accessory complexes (€/9, €/, and {() are non-covalently
linked. The assembly of the individual dimers TCRo3, CD3€d, CD3¢eyare dependent on interactions
provided by their extracellular domain, while the assembly of the CD3{{ homodimers is primarily
driven by the formation of a membrane proximal disulfide bond [11-13]. However, the complete
assembly of the oBTCR within the endoplasmic reticulum is a highly organized event that requires
the presence of charged amino acids within the TCR-CD3 TM domains suggesting that
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electrostatic interactions were part of its assembly mechanism [14-17] (Fig. 1). The underlying
molecular underpinnings of TCR assembly was later demonstrated with an in vitro protein
translation approach using purified B cell microsomes. Indeed, Call et al., showed that the
assembly of the signaling dimers with the o3TCR core occurred in a preferential sequence
(e/0>e/y>C/C) resulting in intermediates that could be purified using non-denaturing sequential
immunoprecipitation (IP) experiments using two differently tagged TCR components at a time
[18-19]. Using this approach in combination with specific densitometric quantification of the
components, the authors were also able to establish for the first time the stoichiometry of the
fully assembled TCR, which had been a debate at the time [18, 20-22]. Much of the debate was
centered on the observation a net charge imbalance within the TM domains of the fully
assembled TCR. Indeed, while each of the a//B or /3 TCR TMs contained a net positive charge of
+3 (+2 in oo and 9, +1 in B and 7) the net charge of the CD3 accessory chains was of +6, which
suggested that in order to balance the charges, 2 /B or y/6 TCR backbone was present in the
final assembly. However, these assumptions are made based on observations that basic and acidic
residues form pairwise interactions in agueous solution. However, results provided by the Call et
al. study clearly identified the requirement of two acidic residues to one basic residue correctly

positioned within the TM domains of the TCR-CD3 components [19].

In addition, mutational analyses demonstrated that transmembrane electrostatic charges are
the main driver of TCR assembly. The assembly of the TCR complex requires the interaction
between basic residues in the transmembrane domain of TCRa and TCRf, and specific acidic
residues within the transmembrane domain of each CD3 chain. Indeed, the association of the
CD3¢/0 heterodimer required the presence of their negatively charged aspartic acid (D) and a
positively charged lysine (K) within the third helix of the TCRo chain, while the extracellular
portion of TCRo. was completely dispensable [18]. A lysine within the third helix in TCR was
required for the association of the CD3g/y dimer through electrostatic interactions with the
negatively charged aspartate and glutamate found within the TM domains of CD3¢ and 7y
respectively. Similarly, the CD3({/C association with the TCRo. was driven by electrostatic

interaction between the arginine (R) within the second helix of TCRo-TM and the aspartates
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residing in each of the CD3{ TMs. Recently, a study published by the Reinherz group reassessed
the role of the basic residues residing in TCRo (R251, and K256). Their study posits that rather
than enabling the assembly of the o TCR-CD3, K256 was involved in regulating membrane depth
of TCRat TM segment using both NMR and electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR)
approaches. Moreover, the afTCR-CD3 TCR was expressed at normal levels when R251 and K256
were mutated to non-polar amino acid leucine (L) when compared to WT, although it no longer
associated with the CD3ed heterodimer [23]. However, immunoprecipitation and cytokine
secretion studies revealed severe defects in oS TCR-CD3 assembly and signaling when R251 and
K256 were mutated individually or simultaneously corroborating previous studies in the

requirement of fully assembled TCRs for efficient expression and functions [18, 24].

2.2 Antibody Fc Receptors

One aspect of the adaptive immune response is the ability to produce and secrete antigen-
specific antibodies through the Th2 CD4+ T cell/B cell axis [25]. Although antigen cross-linking of
IgM and IgG families of antibodies can by itself trigger the lysis of the target through the activation
of the complement pathway, this does not necessarily lead to an enhancement of the adaptive
cellular response. Fc receptors, termed in this manner for their ability to bind the crystallizable
fragment (Fc) region of the antibody, form a bridge that link the humoral response to the cytotoxic
cellular response [26]. Heterodimeric in nature containing both an alpha (o) and beta () chain,
many of the Fc receptors contain ITAMs within their corresponding o chain. However, a subgroup
of these receptors (namely FceRl, FcoRI, FcyRl and FcyRIll) assemble with ITAM-containing
accessory proteins [27]. Interestingly, only FcoRlI is thought to assemble with FceRly (herein
termed FcRy) through TM-driven electrostatic interactions dues to the presence of charge
residues within its TM domain (Fig. 1). It is important to note however, that the molecular

requirements and steps leading to the assembly of the other FcRs are still poorly understood.

2.3 The Natural Killer cell receptors

Natural Killer (NK) cells express a myriad of activating and inhibitory receptors that dictate the

functions of these innate effector cells. Four families of receptors, highly diverse in both structure
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and arrangement, are known to assemble through electrostatic interaction between basic and
acidic amino acids positioned within their TM domains in similar fashion as those described for
the TCR [3]. What differentiates the NK cell receptors from the TCR in terms in the mechanisms
of receptor assembly is the promiscuity by which some of these receptors pair with their
accessory proteins (Fig. 1). While the ofTCR, and by extension YOTCR, strictly assembles with pre-
determined pairs of CD3¢g/d, CD3¢g/y and CD3(/(; several NK cell receptors can either assemble
with DAP10, or DAP12 as well as CD3( or FcRy homodimers [28]. The NK cell activating receptors
can be classified by at least 4 families: the NKG, KIR, Ly49 and NKp families of genes. While NKp
members of this family are strictly activating receptors, the NKG, KIR, and Ly49 families contain

both activating and inhibitory receptors.

TCR NKG2C NKG2D* LYde KIRDS KIRDL NKp* FcaRI
(DH".LF} {2DL4) {30A44.45)

®:lysine (K} @ :AspartawiD} 94:come @):FeR  @:parre  (G):TCRa  @:cDx  (P:coey
@ :Aghine (R} @ :Gitamate(E)  (S):Ligand Receptor  @:paP1z2  (B:Terp  @:com  @:cox
D:m\u E,z]::n'nh D:mmm D:rrll = cizuifica band

Figure1.—  Organization of modular immune receptors via electrostatic TM interactions.

Schematic representation of immune receptors described in section 2. The T cells receptors (TCR),
NK cell receptors (NKG2C, NKG2D, LY49, KIRDS, KIRDL and NKp) as well as Fc receptors are
presented. The putative organisation and position of electrostatic interactions within the TM are
illustrated as top and side views. Basic residues are in blue, while acidic residues are in red.
Asterisks denote the presented immune receptor can also assemble with other accessory protein
other than the one depicted. In order to simplify the figure, ligand specific receptor chains, other

than the TCR, are depicted as ligand receptor. The accessory signaling chains are also color-coded.
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The NKG family of receptors are type Il transmembrane proteins that contain a C-type lectin
binding domain for ligand recognition and can be subdivided into two groups based on their
requirement of accessory, chaperone-like protein CD94 (KLRD1). Inhibitory NKG2 receptors, A-B,
do not contain acidic residues within their TM, while activating receptors NKG2C, E and F contain
a lysine residue. While both groups require the association with CD94 for surface expression,
NKG2C, E, and F also associate with DAP12 through electrostatic interactions provided by a lysine
positioned within their TM domains. The activating receptor NKG2D differs from the latter in that
does not associate with CD94, but rather forms homodimers [29]. In addition, it primarily
associates with DAP10 driven by electrostatic interaction through its TM-located arginine and an
aspartate residue within the DAP10 TM domain [30]. Interestingly, a truncated NKG2D expressed
in activated NK cells has been shown to also associate with DAP12 [31]. Although not yet
demonstrated, this could lead to the possibility that this isoform could potentially form hexameric

receptors containing both DAP10 and DAP12, thereby providing more diverse signaling cues.

The Ly49 family of NK cell receptors (Ly49A-W) is a very diverse group of disulfide-linked
homodimeric type-ll transmembrane proteins expressed in murine NK cells containing both
inhibitory and activating receptors [32]. While inhibitory receptors recognize MHC-I via their
lectin-binding domains, activating receptors (Ly49D, H, L, and P) are capable of recognizing
specific viral peptides [32, 34]. These receptors also associate with DAP12 through TM-driven
electrostatic interactions [35]. Of these, Ly49H has also been shown to associate with DAP10,
which may provide here again the formation of hexameric receptors containing both signaling

routes [36].

The killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) form a diverse group of type-l inhibitory
(KIRDL) and activating (KIRDS) which recognize members of the extended MHC-I family as ligands
[37]. They are subdivided based on the number of extracellular I|g domains they contain (KIR2 or
KIR3). All activating KIRDS receptors contain short cytoplasmic tails and assemble with signaling
accessory DAP12 dimers through TM-driven electrostatic interactions, while all KIRDL receptors

possess extended cytoplasmic chains that contain the canonical Immunotyrosine Inhibitory Motif
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(ITIM) that recruit phosphatases such as SHP-1. The balance between activating and inhibitory
receptors expressed by NK cells, has been suggested to be at the heart of their ability to
discriminate targets [38]. Interestingly, it has been shown that KIR2DL4, an inhibitory receptor,
can also assemble with FcRy through its TM-located arginine, which ascribes its primary function

as activating receptor [39].

The natural cytotoxic receptors (NKp30, NKp44, and NKp46) regroup receptors that were
originally identified for their ability to engage cytotoxic functions of NK cells towards tumor cells
in vitro [40-43]. However, there similarities end there as little to no sequence or structural
similarities are identified other than their ability to associate with the non-canonical CD3{/FcRy
heterodimer through TM-driven electrostatic interactions [44]. NKp receptors are somewhat
promiscuous, as NKp30 has been shown to also associate with CD3{/{ homodimers, while NKp44
can associate with DAP12. Interestingly, similar to KIR2DL4 described above, NKp44 also contains
an ITIM within its extended cytoplasmic domain. The NKp receptors recognize a wide variety of
ligands spanning from self, bacterial and viral illustrating the diversity of signaling cues potentially

provided following the type of receptor engaged by its ligand [43].
3. ELECTROSTATIC INTERACTION-DRIVEN LIPID BINDING.

Electrostatic and hydrophobic interactions are implicated in the membrane targeting and
regulation of many proteins and receptors [45]. The membrane association of charged proteins
is driven by the overall negative membrane charge of the cytosolic leaflet of the plasma
membrane (PM) with a charge potential of -30mV [46]. This is mainly due to high concentrations
of different species of acidic phospholipids, mainly phosphatidylserine (PS) and various species of
phosphoinositides (PPl) are almost exclusively found on the cytosolic side of the PM. The
cytoplasmic domains of many immune and non-immune receptors are enriched in basic residues,
which provides an oppositely charged electrostatic potential capable of engaging anionic lipids of

the inner leaflet of the plasma membrane.

3.1 Electrostatic potential of the plasma membrane.
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The cytoplasmic leaflet of the plasma membrane (PM) possesses the most negative charge
compared to other endomembranes as observed by preferential localization of polycationic
probes [47, 48]. Maintenance of the plasma membrane negative charge is the result of exclusive
maintenance of PS and phosphoinositides (PPI) on the cytosolic side of the PM [49]. With a net
charge of (-1) at physiological pH, PS is by far the most abundant negatively charged phospholipid
within the inner leaflet of the PM where it constitutes 20-30% of the phospholipids. PI(4,5)P2, has
a net charge of -4 at neutral pH and consists of approximately 0.5-3% of inner leaflet lipids, while
PI(3,4,5)P3 consists less than 1% but has a net charge of -6 [50]. Contrary to PS, PPl abundance
and diversity is highly dynamic and changes according to cell type and state making it difficult to

ascertain their impact of PM electrostatic potential [45, 51, 52].

Indeed, the balance between PPl species at the PM is a highly regulated process, which
involves the intricate balance between lipid kinases and phosphatases (Fig.2A). Three separate
classes of phosphoinositide-3-kinases regulate the phosphorylation of Ptdins and PPIs on the 3-
position of the inositol ring to generate PI(3)P, PI(3,4)P2, and PI(3,4,5)P3 [53]. PI(3,4)P2, and
PI(3,4,5)P3 are not found at the plasma membrane of resting cells and are produced by class |
PI3K after stimulation. Generation of PI(3,4)P2, PI(4,5)P2, and PI(3,4,5)P3 create a molecular
platform enabling the recruitment of cationic proteins at the PM through its charge, but also
proteins that contain PPI-specific pleckstrin homology (PH) domains [52]. Electrostatically bound
proteins to PPls can be dislodged from the PM through charge competition from bivalent ions
mobilized during activation and replaced by PH-containing proteins. Indeed, the myristoylated
alanine-rich C-kinase substrate (MARCKS) is rich in polybasic residues and associates to acidic
phospholipids at the PM such as PI(4,5)P2, which can be released through calcium/calmodulin
binding to its polybasic cluster following calcium influx, thus create charge repulsion between
MARCKS and acidic phospholipids [54]. MARCKS release is followed by translocation of a
fluorescent PH-PLCH1 reporter from the cytoplasm to the PM, indicating increase in free PI(4,5)P2
at the PM. The phosphatase and tensin homolog (PTEN) and SH-containing inositol phosphatase
1 (SHIP1) counterbalances PI3K and PIPKI activation respectively by dephosphorylating
PI(3,4,5)P3 to generate PI(4,5)P2 and then PI(4)P [55]. Finally, phospholipases C (PLCs) can
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hydrolyze P1(4,5)P2 to generate inositol 1,4,5, triphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG) which

can in turn be used to generate phosphatidic acid (PA) through diacylglycerol kinases [52].

Contrastingly, PS concentrations within the PM is more constant and regulated via several
mechanisms, and can found in other organelles such as the endoplasmic reticulum, the Golgi,
mitochondria and endosomes [56]. Similar to PPI, PS abundance and its charge can be modulated
by modification to its lipid headgroup through decarbxylation by the phosphatidylserine
decarboxylase (PSD) to yield phosphatidylethanolamine (PE). In turn, PE can be used as as
precursor to directly replenish PS through phosphatidylserine synthase 1 (PSS1) activity or
indirectly via PSS2, which requires prior conversion of PE to phosphatidylcholine (PC) through
methyl transferase activity (PEMT) (Fig.2B) [57]. Unlike PPl however, PS density within the inner
leaflet can also be regulated through its transient redistribution between both leaflets of the PM
by scramblases (PSCR) and ATP-dependent aminophospholipid translocases (APLT) (Fig.2C) [58].
APLTs transport both PS and PE from the outer leaflet towards the inner PM leaflet. Scramblases,
on the other hand, mediate bi-directional lipid transport between both leaflets of membranes in
an ATP-independent, but calcium-dependent manner [58]. Following scramblase activation at the
PM, PS and phosphatidylethanolamine are externalized, while phosphatidylcholine and
sphingomyelin are internalized [58, 59]. Externalization of PS towards the outer PM leaflet is a
rare but important event during blood coagulation by regulating clotting factor activation and is

also involved in the recognition and uptake of apoptotic cells by macrophages [60].
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Figure 2. — Metabolism and dynamics of anionic lipids of the plasma membrane.

A) Schematic representation phosphoinositide diversity and regulation by lipid kinases,
phosphatases and lipases. B) Schematic representation of phosphatidylserine (PS) metabolism in
mammalian cells. C) Schematic representation of the regulation of PS distribution across inner
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and outer plasma membrane leaflets in mammalian cells. D) The “Safety ON” model as proposed
by Khuns et al., which depicts the TCR with its CD3¢ and { chains dynamically associated with the
anionic lipids of the inner leaflet of the plasma membrane, while CD36 and yand solvent exposed

in the cytoplasm.

The relative contribution of each of the acidic phospholipids as well as their role in regulating
binding of cationic proteins has yet to be established. Inhibition of PI3K activity with wortmannin
did not result in changes in membrane charge, while modulation of either PS, through APLT
inhibition, or PI(4,5)P2 lead to significant reduction in PM electrostatic potential leading to the
dissociation of cationic probes [47]. This suggests that PS and PI(4,5)P2 may be more important
could be due to their higher abundance within the PM. However, it has been established that
proteins containing polybasic domain bind to these lipids with affinities that correlate with charge
(P1(3,4,5)P3 > PI(4,5)P2 > PS) probably due to stronger electrostatic interactions [61]. In addition,
in vitro studies have shown that the CD3g¢ cytoplasmic chains binds preferentially to
monophosphorylated lipids such as PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P, and PA when compared to more anionic
lipids such as PI(4,5)P2 and PI(3,4,5)P3 [62]. Similarly, the CD3{ cytoplasmic chain was also shown
to preferentially bind to PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P, and PI(3,4)P2 in vitro [63]. How lipid identity,
abundance and charge differentially regulate cationic protein binding dynamics in live cell has yet

to be elucidated.

3.2 Electrostatic interactions drive TCR-CD3 chains binding to lipids.

The hypothesis that the TCR-CD3 chains dynamically associate with anionic lipids was first
described in a study by the Stern group [64]. Using large unilamellar vesicles (LUVs) composed of
either zwitterionic or anionic lipids, the study showed that the cytoplasmic tail of CD3( (CD3{cr)
preferentially bound to the latter. Membrane binding was primarily driven by basic amino acids
rich sequences (BRS) interspaced between the three separate ITAMs. In vitro, the BRS region
found between the first and second ITAM bound the most strongly to acidic phospholipids, and
mutation of the basic residues within that BRS abrogated binding of CD3{cr to acidic phospholipid,
indicating that it was the primary driver of lipid binding. Acidic lipid binding was also observed,

albeit less strongly, for the third BRS found between the second and third ITAM. Finally, little to
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no lipid binding was observed for the first BRS, which consists of the membrane-proximal basic
residues of CD3{cr, and corroborated a previous study that showed little lipid binding for the first

ITAM domain of CD3{cr [63, 65].

The initial study by the Stern group also demonstrated using circular dichroism, CD, that CD3{cr
was primarily unstructured in solution and in presence of zwitterionic LUVs. However, CD3{cr
adopted a partially folded alpha helical structure in presence of different species of acidic LUVs
including a mix of phospholipids aimed at mimicking the environment of the cytosolic side of the
PM [64]. In depth investigation using NMR suggested that the second and third CD3{ ITAMs
adopted the partial alpha helical structure in presence of acidic lipid micelles, while the first ITAM
remained unstructured, although the actual lipid-bound structures of the ITAMs were left
unresolved [65]. Lipid-induced CD3{cr conformational change has come under scrutiny from
studies looking into the nature of acidic phospholipid used (DMPG versus POPG) suggesting that
although electrostatic interactions were still a requirement, only conformational “inducers” such
as LMPG and DMPG, and not POPG, enabled CD3{cr conformational change [66]. How these lipids
relate to biological phospholipids is not known, but point to the possibility that other components
of the phospholipid, other than the acidic head group, may be involved in regulating immune
receptor binding dynamics and function. Remarkably, lipid association to any acidic, but not
zwitterionic, phospholipids prevented CD3{cr phosphorylation by a recombinant Scr kinase in an
in vitro assay and was due to deep embedding of the side chains within the bilayer [64, 67]. This
led the authors to postulate for the first time a model in which the phosphorylation of CD3{ chains
of the TCR was prevented by sequestering the ITAM from kinases through electrostatic

interaction-driven dynamic membrane binding.

Electrostatic interactions between CD3¢ecr and anionic lipids in vitro was first described in a
study also performed by the Stern group [68]. CD3ecr has a net charge of +11 while CD3(cr has a
net charge of +5 which leads to stronger binding anionic lipids [68]. On the other hand, both CD39
and CD3ydo not possess a BRS and so fail to bind to anionic lipids in vitro [68]. Mutational analyses
revealed that TM-proximal basic residues of CD3¢ecr were the main driver behind lipid binding in

vitro using microdialysis equilibrium [69]. Binding of CD3¢ecr was also observed for LUVs containing
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lipid mixtures that mimicked the composition of the inner leaflet of the PM [69]. Another study
highlighted that the CD3¢ecr BRS primarily bound to monophosphorylated phosphatidylinositides
(PI(3)P, PI(4)P, and PI(5)P) and PA in vitro and was required for proper T cells development in the
thymus [62]. Similar to CD3{cr, CD3ecr association with anionic lipids (DMPG) induced partial
conformational changes as observed by CD, as well as prevented phosphorylation by Lck [69].
Conformational changes were shown to be dependent on the interplay between basic and

hydrophobic residues within the ITAM.

Interestingly, inhibition of CD3ecr phosphorylation occurred even in the presence of non-

III

conformational “inducer” anionic lipid POPG, suggesting that conformational change and ITAM
sequestration could occur in these conditions. Confirmation of this came with NMR studies using
bicelles containing a mix of POPG or POPC with DHPC, which demonstrated that indeed the
cytoplasmic tail of CD3e adopts an alpha-helical conformation when associated to non-
conformation “inducer” acidic phospholipid POPG with the peptide backbone residing within the
hydrophobic/hydrophilic interface [69, 70]. This structure also highlighted that the two ITAM
tyrosines, although dynamic, had their side chains deeply embedded within the lipid hydrophobic

core, thereby validating the ITAM sequestration hypothesis [69].

A remaining question was whether lipid binding of the CD3e and CD3( cytoplasmic tails
occurred in live T cells. Membrane binding was studied through FRET experiments using a
chimeric protein consisting of the KIR2DL3 extracellular and transmembrane domains, the
cytoplasmic tail of CD3¢e and a C-terminal TFP tag (KIR-CD3¢e-TFP). FRET efficiency was determined
between the KIR-CD3e-TFP molecule and the plasma membrane dye R18. To determine PM
binding, the FRET efficiency of KIR-CD3¢e-TFP was compared to that of controls consisting of
replacing the CD3¢ecr with a short (3 a.a.) or intermediate (25 a.a.) or long (50 a.a.) flexible linker
to mimic fully associated, partially associated or fully dissociated CD3ecr respectively [69]. This
approach confirmed that CD3¢ecr was fully associated with the inner leaflet of the PM suggesting
the ITAM may also be sequestered in cells, which was confirmed by lack of basal phosphorylation
of the KIR-CD3e-TFP construct. Membrane association of CD3gecr was abrogated when the BRS

was mutated, confirming the importance of electrostatic interactions in driving membrane
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binding [69, 71]. A similar approach was used to confirm CD3{cr plasma membrane binding
through electrostatic interactions with anionic lipids although the contribution of each CD3{ BRS
motifs was not assessed [72]. As expected, the cytoplasmic tails of CD36 and CD3y do not

associate electrostatically to the PM due to their lack of BRS [73].

These findings refined our view of the resting state of the TCR with its CD3e and { chains
dynamically associated with the inner leaflet of the plasma membrane, thereby sequestering the
functional tyrosines within the ITAMs from kinases and providing protection from spontaneous
phosphorylation [74]. This inhibitory state or conformation, termed the “Safety ON”
conformation (Fig. 2D), provides an added layer of regulation to those previously described for
CD45 and Lck [75]. However, a question remained pertaining to the state of CD30 and y with their
inability to bind the PM all the while retaining their non-phosphorylated state. This aspect will be

discussed in section 5.

3.3 Membrane association of other immune receptors.

Similar to modular immune receptor assembly, many immune receptors that assemble with
accessory signaling modules share similar molecular signatures within their cytoplasmic tails to
those described for the CD3e and CD3(. Indeed, several studies have shown that the cytoplasmic
tails of mouse IgG B cell receptor (mIgG-BCR), FcyR, DAP10 and DAP12 contain polybasic regions

that enable electrostatic interaction with anionic lipids [76].

The B cell receptor (BCR) is a hexameric protein complex composed of the protoypical antigen-
recognizing core immunoglobulin, containing a pair of TM-anchored heavy chains that each
associate with light chains through covalent disulfide coupling, which associates with the CD79a
and CD79b signaling heterodimer [77, 78]. Naive B cells typically express IgM and IgD BCRs and
generate a low affinity antibody response upon antigen ligation. BCR triggering also leads to class-
switching of the BCR to IgG, which allows the production of high titers of high affinity antibodies
[79]. While the IgM cytoplasmic tail of the BCR is very short and is not implicated in BCR signaling,
the mouse 1gG-BCR cytoplasmic tail contains membrane-proximal basic residues and is highly
hydrophobic, and recruits Grb2 when ligand-bound (Fig.3) [80, 81]. FRET studies have shown that

the 1gG cytoplasmic tail is associated to the plasma membrane in resting B cells through
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electrostatic interactions provided by the membrane-proximal basic as well as hydrophobic
residues [77, 82]. In quiescent B cells, IgG-BCR membrane microdomains are specifically enriched
in PI(4,5)P2, while PI(3,4,5)P3, PS and PA are neither enriched nor depleted but may also provide
charge for PM binding [82]. Similarly to the CD3¢ cytoplasmic tail, NMR studies have showed that
the IgG tail adopts an alpha helical structure in presence of acidic phospholipids (POPG bicelles)
leading to deep insertion of the immunoglobulin tail tyrosine (ITT) within the hydrophobic core
pointing to a general feature of membrane association and mode of activation for ITAM and
ITAM-like bearing receptors [77]. On the other hand, both CD79a and CD79b possess overall acidic
cytoplasmic tails resulting in absence of PM binding in quiescent cells and sequestration of the
ITAM tyrosines. How this feature relates to the lack of basal phosphorylation will be discussed in

section 5.

The common FcRy accessory signaling homodimer assembles with FcoRI through electrostatic
interactions, while the molecular underpinning driving its associations with other FcRs has yet to
be determined [4]. Interestingly, the cytoplasmic tail of FcRy shares molecular features with CD3¢e
and contains a TM-proximal BRS as well as interspaced charged residues within the ITAM, and
electrostatic interaction-driven lipid binding to anionic lipids was shown in vitro (Fig.3) [68].
Although PM-binding in vivo has yet to be shown, its similarities in molecular signature to CD3g,
as well as an isoelectric point of its cytoplasmic tail similar to that of CD3(, makes it highly likely
that FcRy is also dynamically bound to the inner leaflet of the PM through electrostatic
interactions. Similarly, both DAP10 and DAP12 possess high isoelectric points and overall positive
net charge, and are also very likely to associate with the PM through electrostatic interactions

although has yet to be verified (Fig.3).

3.3 Membrane association of T cell co-receptors

In addition to modular immune receptors, many co-stimulatory receptors also share molecular
features within their cytoplasmic tail to CD3e and CD3(, which potentially mediate electrostatic
interaction-driven binding to the inner leaflet of the PM. Indeed, FRET studies showed that the T
cell co-stimulatory receptor CD28 interacts with acidic phospholipids at the PM through two

clusters of basic residues in its cytoplasmic tail [83]. NMR studies showed that association of the
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CD28 cytoplasmic tail to acidic phospholipids lead to deep insertion of its functional tyrosines
inside the membrane hydrophobic core [84]. Mutational analysis of the CD28¢t BRS revealed that
membrane association was directly correlated with the isoelectric point and position of the
mutations, which was in line with previous findings linking isoelectric point and strength of
interaction with anionic lipids [68]. Interestingly, mutation of the central BRS more strongly
inhibited membrane binding than mutation of the membrane-proximal BRS suggesting that both
BRS may act in concert in order to promote PM association of the CD28¢r in its entirety.
Intriguingly, PM-dissociation of CD28cr was not restricted to triggering of CD28 using CD80
tetramers, as engagement of TCR in the absence of CD28 engagement also resulted in the PM
dissociation of CD28¢r pointing to a generalized change in the electrostatic strength of the PM
following TCR engagement [83, 84]. Additionally, CD28 signaling leads to its co-localization with
signaling TCRs within microclusters during immunological synapse formation [85, 86]. Indeed,
upon initial IS formations, signaling CD28 and TCRs are found within the same microclusters as
they migrate towards the center of the contact site. Intriguingly however, CD28 dissociates from
TCR microclusters at the periphery of the central super molecular activation cluster (sSSMAC). Co-
localization of TCR and CD28 within the same microcluster upon initial signaling may point a
shared mechanism of regulation for receptor signaling, which will be discussed in sections 4 and

5.

Intriguingly, the presence of cytoplasmic BRS is a signature found in other T cell co-receptors.
Similar to CD28, these co-receptors accumulate at the cell-cell interface with many of them also
co-localizing with TCRs within microclusters during immunological synapse formation [87-90].
Although membrane association of all of these receptors in T cells has not yet been shown,
similarities of the molecular signatures of their cytoplasmic tails to CD3¢ and CD3{ point to the
possibility that they are dynamically bound to the PM through electrostatic interactions. Inducible
T cell co-stimulator (ICOS) is part of the CD28 superfamily expressed on T cells following
activation, and it regulates T cell survival when interacting with ICOSL [87, 91]. Like CD28, with
whom it shares many similar molecular features (Fig.3), it is involved in PI3K signaling [92].
Contrastingly, unlike CD28, it also binds to TBK1 through a TRAF-like motif involving the TM-

proximal KKKY sequence [93]. However, the molecular mechanisms regulating TM-proximal
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function of ICOS have yet to be identified [94]. CD5 is a negative regulator of T cell signaling and
contains an Immuno-Tyrosine Inhibitory Motif (ITIM) [88]. This motif is phosphorylated by src
family kinases such as Lck and FYN which enables the recruitment of the phosphatase SHP-1
following receptor engagement with its ligand (CD72 and/or CD5). While the underlying
mechanisms regulating the phosphorylation of CD5 are still unknown, its cytoplasmic molecular
signature and BRS positioning share a striking resemblance to that of CD3¢ (Fig.3). CD2 is a co-
stimulatory adhesion molecule, which binds to CD58 expressed on APCs [95]. It has been shown
to maintain elevated cytoplasmic calcium levels when engaged. Its interaction with the CD2
associated protein (CD2AP) is primarily regulated through its proline-rich SH3-binding domains.
Interestingly, its electrostatic signature shares many molecular features with CD3( in that it
contains several BRS with its functional serines and threonines, as well as SH3 binding sites,
spaced between them (Fig.3). 4-1BB (CD137) is part of the tumor necrosis factors receptor super
family (TNFR), with its expression induced following initial activation of naive T cells. It is involved
in dictating the effector and memory functions through the ligation of 4-1BBL, and initiates NFkB,
c-Jun and ATF2 transcriptional activity through TRAF1/2 recruitment [87, 90, 96, 97]. It is
important to note that 4-1BB is unique in its CT signature in that its PM-proximal BRS is followed
by a rigid stretch of amino acids before its acidic amino acid stretch. This could confer structural
rigidity between the two charged domains, not enabling them to fold back onto one another
(Fig.3). Interestingly, lysine 63 (K63), which sits within the BRS, is intimately linked with receptor
signaling and internalization and is post-translationally modified by ubiquitination and regulates
TRAF2 association [98]. Whether membrane association of the 4-1BB occurs in cells and how its

BRS is linked to receptor activity has yet to be determined.
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Figure 3. - Amino acid sequences of the various cytoplasmic tails of the immune receptor

accessory signaling modules.

Basic amino acids are in blue, validated phospho residues in red. The isoelectric point of each CT
is indicated to the right. Additionally, 4-1BB isoelectric point (pl) are subdivided into BRS (solid
outlined box) and TRAF-binding (dotted oulined box) domain. The CD3( sequence is subdivided
into the three separate ITAMs. Asterisks denote the proteins for which electrostatic interaction-

driven membrane binding was validated either in vitro and/or in vivo.
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4. MODULATION OF ELECTROSTATIC INTERACTIONS IN IMMUNE RECEPTOR TRIGGERING.

Current assessment of the conformational state of the resting TCR posits that the CD3¢ and {
chains are dynamically bound to the plasma membrane through electrostatic interactions
enabling the sequestration of the ITAM from the kinase Lck by insertion of the functional tyrosines
within the hybrophobic core of the PM (Fig. 4) [64, 69, 74]. Such a state requires a conformational
change that results in the dissociation of the cytoplasmic tails of CD3¢ and { from the PM in order
for Lck to gain access to the tyrosines within ITAM [70, 74, 76]. Interestingly, stimulation of
thymocytes or peripheral T cells with pMHC induces the exposure of its proline rich sequence
(PRS) domain at the synapse interface, indicative of conformational change and potential PM
dissociation [99-101]. Conformational change of CD3¢ could be achieved through modulating the
electrostatic interactions between the CD3-BRS and the anionic lipids part of the inner leaflet of

the PM.

The development of novel imaging technologies such as artificial antigen-presenting lipid
bilayers and total internal reflection (TIRF) microscopy enabled the visualization the
immunological synapse with high spatial and temporal resolution, which had not yet been
achieved in previous studies [102]. In addition, the development of novel fluorescent probes to
monitor ion influx, membrane charge or specific subsets of phospholipids have enabled the
advancements of several hypotheses in regards to the potential mechanisms by which the TCR-
CD3 chains, and by extension all cytoplasmic domains that associate with lipids through

electrostatic interactions, dissociate from the PM.

4.1 Differential lipid partitioning

Upon pMHC recognition, the TCRs aggregate to form clusters, which in turn recruit Lck in order
to initiation signaling. TCR clustering occurs prior to signaling, as inhibition of Lck by PP2 did not
inhibit TCR clustering in vitro [103]. Biochemical analyses of TCR signaling show that at resting
state, the TCR resides within a cholesterol poor environment, but that it rapidly redistributed
within cholesterol rich environment shortly after ligand recognition [104]. These results
strengthen the idea that the efficiency by which TCR signaling occurred was through the

repartitioning of the TCR within a lipid environment shown to contain high levels of CD4 and Lck,

307



which would promote phosphorylation. Microscopy analyses demonstrated that indeed the TCR
partitioned within condensed lipid environment during immunological synapse formation using
Laurdan, a lipid dye which monitors lipid phase transitions as well as alterations in membrane

fluidity [105, 106].

Interestingly, it was shown that the membrane potential of the PM within newly-formed TCR
microclusters was reduced when compared to membrane sections outside of microclusters [71].
Interestingly, an overall reduction in PM electrostatic potential was also observed throughout the
entire synapse interface [46, 71]. With the use of a fluorescent probes which recognizes PS in a
calcium independent manner (LactC2-RFP), the authors showed that PS levels were also reduced
in TCR-containing microclusters suggesting its exclusion occurred through repartitioning of TCR
microclusters within PS poor environment [47, 48, 71]. Fluorescence recovery after
photobleaching (FRAP) experiments further showed that lateral diffusion of PS was reduced at
the immunological synapse [71]. Reduction in the electrostatic potential and PS within
microclusters coincide with the dissociation of the CD3ecr, which did not require phopshorylation
of the ITAMs as a mutant where the ITAM tyrosines were mutated to phenylalanines also
dissociated from the PM at the synapse [71]. Similar to TCR clustering, PS exclusion was also
shown to occur even if Lck activity was inhibited by PP2 indicating that lipid repartitioning, such
as clustering, occurred upstream of TCR signaling. Although it is well established that TCR
clustering upon pMHC recognition is at the core of signal initiation, whether TCR clustering
enables repartitioning within PS poor lipid environment or vice-versa is not known (Fig. 4) [107].
Finally, it was suggested that clustering itself may potentially lead to the dissociation of the TCR-
CD3 chain though either local crowding leading to mechanical dissociation, or through
electrostatic charge imbalance cause by the local accumulation of the many BRS located in the

TCR-CD3cr [64].

4.2 Phosphoinositide turnover and dynamics.

Initial TCR engagement triggers a myriad of changes in phosphoinositide (PPI) abundance and
diversity, which may affect PM electrostatic potential (Fig.2). Following TCR phosphorylation,

PI3K-I is recruited to phosphorylated linker of activated T cells (LAT) and SH2 domain-containing
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leukocyte protein of 76 kDa (SLP-76) complex and CD28 cytoplasmic tail through its SH2 domain
[85, 108]. Activation of PI3K occurs through Ras, which is is present at the PM through
myristoylation and palmitoylation and activation by binding to DAG [109]. Activation of PI3K-I
leads to the phosphorylation of PI(4,5)P2 into PI(3,4,5)P3. Imaging of the immunological synapse
using fluorescent probes composed of the PH domains of Akt, PKB or RasGRP1, specific for
PI(3,4,5)P3, indicated rapid and sustained accumulation of PI(3,4,5)P3 at the synapse interface
[110-112]. With the use of planar lipid bilayers containing cognate pMHC and ICAM-1, work from
the Huse lab showed PI(3,4,5)P accumulation at the synapse interface occurred primarily within
the (pSMAC) through PI3K-IA [113]. Interestingly, although substantial accumulation of
PI(3,4,5)P3 at the interface would ultimately result in an increase in electrostatic potential, several

studies have shown a reduction [45, 46, 71].

Concomitantly to PI(3,4,5)P3 dynamics, imaging of PI(4,5)P2 dynamics using fluorescent
probes composed of the PH domain of PLCS (PH-PLCS) showed low-level co-localization with TCR
within microclusters shortly after initial synapse formation on a planar lipid bilayer loaded with
pPMHC and ICAM-1 [71]. The presence of the PH-PLCS probe during early immunological synapse
formation contrasts with the observation that PI(4,5)P2 is hydrolyzed by PLCy within seconds
following TCR triggering, and suggests constant turnover of phosphoinositide species at the
synapse [114]. Other studies have shown transient PI(4,5)P2 accumulation at the synapse shortly
after initiation, but was progressively lost during synapse maturation leading to full depletion at
the cSMAC within minutes after T cell-APC contact [115-117]. PI(4,5)P2 turnover was faster at the
cSMAC compared to the pSMAC which has been shown to enable actin recruitment to the PM
through ERM proteins [116].

The interplay between acidic phospholipids and the electrostatic membrane potential at the
synapse has also been confirmed through dissociation of the type | Pl 4-phosphate 5-kinase
(PIP5K) from the PM [117]. PIP5K [450] catalyzes the phosphorylation of PI(4)P into PI(4,5)P2 and
requires negative membrane charge for its recruitment at the PM through electrostatic
interactions [118]. Reduction of the negative membrane charge through modulation of either PS
or PI(4,5)P2 levels leads to dissociation of PIP5K from the PM [118]. It has been hypothesized that
P1(4,5)P2 hydrolysis by PLCyl would lead to a reduction in membrane charge at the synapse,
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causing PIP5K dissociation and prevent PI(4,5)P2 replenishment. Reduction in PI(4,5)P2 at the
cSMAC would prevent actin recruitment and thus allow proper recruitment and secretion of
cytotoxic granule [117]. Finally, ectopic expression the PI(4,5)P2 phosphatase Inp54p at the PM
reduced the inner leaflet electrostatic membrane potential and induced CD3¢ dissociation as well

as increased CD3( phosphorylation after pMHC engagement [46, 119].
4.3 lon influx

TCR triggering induces a complex signaling cascade that leads to transcription factor
translocation to the nucleus and gene transcription for cell fate decision. An important checkpoint
of T cell activation is cytosolic ion influx. TCR stimulation leads to the phosphorylation of the ITAM
domains of the TCR-CD3 chains by Scr kinases such as Lck. Phosphorylated ITAMs recruit Zap-70
through its tandem SH2 domains. Zap-70 is activated by Lck, and will phosphorylate LAT and SLP-
76 scaffold proteins. The LAT-SLP-76 complex recruits and activates PLCy which hydrolyzes
PI(4,5)P2 into IP3 and DAG. IP3 acts as a second messenger in the cytosol, binding the IP3 receptor
at the ER leading to calcium release from ER stores. Additional second messengers are involved
in increasing cytosolic calcium following T cell activation. Nicotinic acid adenine dinucleotide
phosphate (NAADP) and cyclic adenosine 5’-diphosphate-ribose (cADPR) bind to ryanodine
receptors (RYRs) at the ER to cause calcium release in the cytoplasm. NAADP is produced early
after TCR activation, and calcium release through RYR1 is thought to facilitate activation of IP3
receptor for further calcium release by the ER within seconds of activation [120-122]. In the
minutes following activation, cADPR will bind RYRs for calcium release and is proposed to sustain

calcium signaling in T cells [123].

Reduction in ER calcium concentration triggers extracellular calcium entry through calcium-
release activated channels (CRAC). In T cells, Stromal interaction molecule 1 (STIM1) senses ER
calcium depletion and translocate to the PM where it interacts with ORAI1 at ER-PM junctions
and the synapse, and mediate store-operated calcium entry [124]. The cytosolic calcium
concentration in resting T cells is maintained at 100nm, while extracellular calcium is around
2mM. Fast imaging studies of T cells activated with anti-CD3-coated beads or peptide pulsed APCs

have shown that calcium microdomains are formed at the synapse within 1 second after T cell-
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bead contact, while overall increase in cytosolic calcium was observed within seconds following

synapse initiation [121, 124, 125].

Calcium influx through CRAC channels at the synapse increases the cytosolic calcium
concentration tenfold where it is suggested to compete with the TCR-CD3¢r for electrostatic
interactions with anionic lipids by neutralizing the charge of the phosphate groups of acidic
phospholipids such as the phoshoinositides (Fig. 4) [126]. FRET studies have shown that treatment
of cells with the calcium ionophore ionomycin induces the dissociation of the CD3¢, CD28 and
IgG-BCR cytoplasmic tails (Fig.4) [77, 84, 126]. These studies also provide NMR data that show
that disruption of the interactions between the CD3g, CD28 or IgG-BCR chains and acidic
phospholipid by calcium leads to changes in the alpha helical content of the ITAMs and functional
tyrosines embedding within the hydrophobic core of the lipid bilayer. Interestingly, robust influx
of strontium, an unrelated bivalent ion, also lead to dissociation of CD3g when treated with
ionomycin suggesting that the positive charge of calcium, and not calcium specifically, was
responsible for modulating the electrostatic potential of the PM and CD3¢ dissociation [126].
Moreover, calcium ions have also been shown to bind to different sites on PS: the phosphate, the
carboxylate group and the lipid chain carbonyl group providing a molecular explanation how
charge neutralization occurs, which ultimately reduces the PM inner leaflet membrane potential
at the synapse [127]. Although the minimal concentration of calcium required for neutralization
of membrane potential has yet to be determined, T cells activated in absence of extracellular
calcium show reduced phosphorylation of the CD3 chains and TCR-proximal signaling molecules
[84, 126]. However, because calcium is a well-described co-factor for kinase activity and protein
folding, ascribing the impact of calcium depletion in T cell signaling exclusively to that of
modulating PM electrostatic potential is strenuous. Finally, calcium rapidly diffuses from its initial
entry site to the rest of the cytoplasm within seconds. Whether local entry of calcium at the
synapse only transiently promotes charge neutralization or whether calcium binding to lipid has

a long lasting effect has not been established [126].

4.4 Phosphatidylserine redistribution:
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Disruption of PS asymmetry and redistribution to the outer leaflet of the PM has been
observed in non-apoptotic B cells following BCR crosslinking [128]. In addition, PS is transiently
exposed on the surface of live human CD8+ T cells after activation through inhibition of
aminophospholipid translocase activity or though activation of scramblase activity [129]. The
specific role of transient and non-apoptotic phosphatidylserine exposure following activation in
B and T lymphocytes has not yet been fully understood. However, exposure of PS has been shown
to stimulate L-selectin shedding and migration of T cells by modulating the sheddase activity of
the Disintegrin and Metalloproteinase protein 17 (ADAM17) [130]. Regulation of ADAM17
function through surface PS exposure is thought to occur via a cluster of basic residues in its
extracellular membrane-proximal domain shown to bind phosphatidylserine in vitro. Mutation of
three basic residues in this cluster abrogates ADAM17 sheddase function [131]. In T and B cells,
the main calcium-activated scramblase is TMEM16F, which is part of the TMEM16 family of
calcium-gated chloride channels and/or calcium-activated phospholipid scramblases [132, 133].
TMEM16F has a dual function as a scramblase and ion channel [133]. Interestingly, B cells from
Scott syndrome patients, which lack TMEM16F activity, showed reduced L-selectin shedding
following treatment with a calcium ionophore [121]. Downregulation of TMEM16F expression in
normal B cells also lead to a decrease in shedding of ADAM17 substrates following treatment with
a calcium ionophore. Meanwhile, cells expressing a constitutively active form of TMEM16F

showed increased basal ADAM17 shedding activity [134].

In T cells, TMEM16F activity has been shown to be involved in TCR signaling by promoting the
formation of late endosomes for the termination of TCR signaling in a mouse knockout model
[135]. Intriguingly, activation of TMEM16F/- T cell lead to an increase in ZAP-70 and LAT
recruitment at the IS, and correlated with an increase in phosphorylation of TCR-proximal
molecules following activation. Absence of TMEM16F in mice promoted T cell exhaustion after
chronic infection with lymphocytic choriomeningitis virus [135]. However, how absence of
TMEM16F affected PM electrostatic potential in this model was not assessed. Contrastingly, our
work tends to indicate that TMEM16F is involved in regulating the electrostatic potential at the
immunological synapse, thereby regulating bystander TCR-CD3 chain dissociation (manuscript in

revision). In Jurkat and primary mouse T cells, absence of TMEM16F lead to a complete inhibition
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of PS exposure following calcium influx via calcium ionophore treatment [59, 135]. Lack of
TMEM16F also inhibited PM-dissociation of CD3ecr following ionomycin treatment (manuscript in
revision). Interestingly, similar to CD28, bystander CD3¢ present at the immunological synapse
also dissociates from the PM following cognate TCR engagement suggesting again that the PM
electrostatic potential at the synapse interface is reduced (Fig. 4) [126]. Absence of TMEM16F
lead to the inhibition of bystander CD3ecr PM dissociation at the synapse, which resulted in a
decrease in T cell activation (manuscript in revision). This suggests that TMEM16F and PS
redistribution at the synapse interface controls the electrostatic potential at the PM, thereby
regulating the lipid association of the TCR-CD3 chains, and perhaps co-stimulatory proteins such
as CD28. Interestingly, in vitro studies showed that in addition to calcium, murine TMEM16F
channel activity is also triggered by strontium, but not magnesium ions [136]. Similarly, divalent
cation selectivity is observed for fungal homologues of TMEM16 family scramblases, which also
show scrambling activity in presence of strontium, albeit with a lower efficacy than calcium ions
[137, 138]. These findings shed a new light on the possible mechanisms by which CRAC-

dependent calcium influx regulate the electrostatic potential at the PM in T cells.

Presumably, calcium is unlikely to be involved in the dissociation of the initial pMHC-bound
TCR as calcium influx is a distal event from initial TCR phosphorylation. It is more likely to play a
role in signal amplification following the engagement of a few TCRs capable of generating enough
of a signal to engage the activation of PLCy to generate DAG and IP3. In this case, calcium influx
would enable the dissociation of other TCRs present at the synapse interface but not engage to
cognate pMHC and enable signal amplification through phosphorylation [45, 126]. However,
there is also the possibility that calcium indirectly affects PM electrostatic potential by modulating

the localization of acidic phospholipids such as PS. This is discussed hereafter.

Similarly, it is unlikely that TMEM16F-dependent PS redistribution contributes to dissociation
of the initial pMHC-bound TCR as it requires calcium influx, which is downstream from TCR
phosphorylation. However, it may nevertheless be involved in signal amplification by enabling the
phosphorylation of bystander TCRs at the immunological synapse. Indeed several studies point to
a crucial role of bystander TCR signaling (coagonism) in amplifying the activation signals provided
by a few TCRs that recognize cognate pMHCs [139-141]. Other than the involvement of CD8, or
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CD4, in enabling the phosphorylation of bystander TCRs, the molecular underpinnings of these
events are still ill defined. However, engagement of TMEM16F function at the synapse following
CRAC-dependent calcium influx would enable the dissociation of the bystander TCRs, which
would in turn become phosphorylated by Lck recruited at the synapse through CD4 or CDS8 in

order to participate in T cell signaling (Fig.4).
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Figure 4. - Proposed mechanisms that regulate TCR triggering though modulation of

electrostatic interactions.

A) Prior to engaging cognate pMHC, the resting state of the TCR has its CD3e and { chains
dynamically associated with the PM through electrostatic interactions between positively
charged amino acid rich sequences (BRS) with the cytoplasmic tails of CD3¢ and y. CD36 and vy,
which lack BRS, are solvent exposed in the cytoplasm but remain unphosphorylated. Binding of
the TCR-CD3 chains to the PM is said to sequester the ITAMs from kinases such as Lck. B)
Engagement of the TCR to cognate pMHC promotes the dissociation of the CD3e and T chains
from the plasma membrane, thereby providing access of Lck to the ITAMs. Dissociation of the
TCR-CD3 chains shown to occur through repartitioning of the TCR within lipid environments that
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are poor in anionic lipids such as PS and PIP2, but are enriched in cholesterol and condensed
lipids. Work with the BCR proposes that dissociation of the membrane bound cytoplasmic domain
occurs though the propagation of mechanical force provided by antigen binding. C) Access of the
CD3e and T ITAMS results in the efficient phosphorylation of the TCR-CD3 chains. D)
Phosphorylation of the TCR initiates complex signaling axes resulting in the activation of the CRAC
channels and extracellular calcium influx. E) Calcium influx is proposed to promote bystander TCR
dissociation at the synapse interface through either direct electrostatic competition or by
engaging the scramblase activity of TMEM16F, which redistributes PS to the outer leaflet of the

PM and affects it electrostatic potential.

5. ELECTROSTATIC INTERACTION-DRIVEN IMMUNE RECEPTOR SIGNALING.

TCR-based signaling entails a highly complex but well-orchestrated series of events initiated
and propagated by various kinases and adaptor proteins leading to the translocation of
transcription factors that dictate T cell differentiation outcomes and/or effector functions [8].
Once TCR bound to cognate pMHC, Lck phosphorylates the TCR-CD3 ITAMs and enables the
recruitment of ZAP70 via its tandem SH2 domains. Binding of ZAP70 to phosphorylated ITAMs
leads to a conformational change in ZAP70 thereby enabling the phosphorylation of its activating
tyrosines (Tyr315/319/493) by Lck [142]. In turn, phosphorylated ZAP70 phosphorylates LAT and
SLP-76, which initiates signal amplification through various adapator proteins [143]. While both
Lck and ZAP70 are potent tyrosine kinases, Lck is incapable of phosphorylating LAT, and ZAP70 is
unable to phosphorylate the TCR-CD3 ITAMs [144]. Interestingly, several studies have shown a

link between substrate electrostatic potential and kinase specificity.

Indeed, a bacterial display study demonstrated that Lck targets were shown to be enriched in
basic residues while ZAP-70 targets were enriched in acidic residues [144]. A similar approach was
used to demonstrate that two closely related Src kinases, Lck and c-Src, show divergent substrate
selectivity. While Lck favors substrates containing positively charged residues, c-Scr favors

negatively charged peptides, similarly to Zap-70 [145]. The electrostatic discrimination of Lck and
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Zap-70 would allow for regulated sequential phosphorylation of targets following TCR triggering

(Fig. 5).

Figure 5. — Electrostatic interactions regulate immune receptor signaling.

Schematic representation of the initial signaling steps. In resting state, the TCR associated CD3¢e
and T are dynamically associated to the plasma membrane through electrostatic interactions,
while CD3d and yand solvent exposed in the cytoplasm. However, the CD33 and 7y chains remain
unphosphorylated due to lack of a BRS, which prevents efficient Lck interactions and by the fact
that ZAP70 is present in an inactive form. B) TCR binding to pMHC results in a conformational
change in CD3e and { enabling PM dissociation. The preference of Lck to positively charged
substrate recruits the kinase to the CD3¢ and { BRS. ZAP70 is unable to phosphorylate CD3¢ and
 because it remains in an inhibited conformation. C) Recruited Lck phosphorylates the TCR-CD3
ITAMs, which in turn recruit ZAP70 through the binding of its tandem SH2 domains. D) Binding of
ZAP70 to phosphorylated ITAMs causes a conformational change within its activation loop, which
promotes its phosphorylation by Lck and becomes active. E) Active ZAP70 has a preference for
acidic substrates and is thereby capable of propagating signaling beyond the TCR by
phosphorylating the LAT-SLP76 platform which contain acidic patches of amino acids. Lck is
unable to achieve this as its displays a preference for positively charged substrates. Electrostatic
interaction preferences for Lck and ZAP70 regulate sequential phosphorylation of substrates

downstream of the TCR.
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5.1 Regulation of TCR signaling through Lck electrostatic interactions.

The current model for the resting TCR posits that the CD3{ and CD3e are electrostatically
associated with the PM, thereby enabling the ITAM tyrosines to reside within the lipid bilayer,
sequestered from Lck. The model also proposes that the chains must first dissociate from the PM
prior to phosphorylation. This would not only render the ITAMs accessible to kinases, but also the
BRS within the CD3¢e and { cytoplasmic chains [71, 76]. The role of the BRS in the regulation of
TCR triggering was initially controversial due to experiments showing a lack of CD3e
phosphorylation after TCR crosslinking in Jurkat cells when the BRS was mutated, and the ITAMs
accessible to Lck known to be, in part, present in its activated state at the PM [146, 147]. In
addition, the lack of phosphorylation of the CD3d and CD3y chains in resting T cells, which are not
associated to the PM due to a lack of BRS motif, complicated our understanding of how
electrostatic binding of CD3e and { to the PM through the BRS was involved in regulating TCR
triggering and signaling [74, 146]. The finding that mutation of the six TM-proximal basic residues
within the CD3¢ BRS to serines abrogated phosphorylation by Lck in vitro and in cells suggested a

dual role for the BRS in regulating TCR signaling [75].

Using the CD3e”- mouse model, which show a block in thymocyte development, it was shown
that re-introducing only the CD3¢ BRS in CD3¢ knockout mice was sufficient to restore the double
negative (DN) to double positive transition, while mutation of the BRS in full-length CD3¢cr lead
to several T cell developmental defects [148]. Contrastingly, a study by the vanOers group
presented that mutation or truncation of the CD3e BRS did not significantly alter thymocyte
differentiation frequencies, but lead to reduced thymic cellularity and surface TCR expression.
Interestingly, displacing the BRS to the CD3¢ C-terminus lead to a developmental arrest at the DN
stage [62]. Another study performed in a retrogenic mouse model reconstituted with CD3¢ BRS-
mutant presented conflicting results. While CD3e BRS-mutant reconstituted mice displayed
reduced thymic cellularity, the authors observed an increase in DN3 to DN4 transition with and
DN4 cells displaying high levels TCR signaling activity as monitored by CD5 expression. However,
when TCR signaling was assessed in peripheral T cells, the CD3¢ BRS-mutants displayed significant

defects in TCR-proximal phosphorylation profiles, similar to what had been observed in previous
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studies [62, 149]. The discrepancies in the defects observed in thymocytes and peripheral T cells
may be explained by differences in the strength or the duration of TCR engagement in each setting
as well as the added effects of co-stimulatory signals provided by cytokines within the
environment [150, 151]. In addition, the presence of CD3{, which also contains several BRS
motifs, may compensate the lack of the CD3¢e BRS in some cases although this aspect has never

been directly investigated.

The requirement of the CD3e BRS for Lck recruitment was confirmed through biolayer
interferometry and NMR experiments [73]. The electrostatic recruitment of Lck to CD3¢ was
shown to occur through the Lck Unique domain (Lck-UD), which bears an acidic-rich motif
enabling the electrostatic association with the CD3¢e and CD3{ BRS through ionic interactions.
Mutation of one of the Lck-UD acidic residues abrogated binding to the CD3e BRS and its
phosphorylation, while kinase activity of Lck remained unaffected in vitro, as well as reduced Lck
recruitment to the TCR at the immunological synapse [73]. Interestingly, biolayer interferometry
experiments showed that Lck-UD associates more strongly to CD3e compared to CD3(, and in
vitro phosphorylation of CD3{ was slightly reduced when its BRS was mutated, indicating that the
CD3( BRS partially mediates Lck recruitment in vitro, but had deleterious effects in cells [73].
Contradicting results regarding the requirement of the BRS to promote efficient CD3(
phosphorylation may highlight a requirement for cellular context for Lck recruitment and

phosphorylation of CD3( through electrostatic interactions, but may be dispensable in vitro.

Consequently, electrostatic recruitment of Lck to the CD3e and CD3({ BRS during T cell
activation and its preference for positively charge substrates may provide an explanation for the
lack of basal phosphorylation of CD36 and CD3y in resting T cells. In vitro assays demonstrated
that both CD36 and 7y did not bind to Lck-UD, which resulted in poor phosphorylation by Lck [73].
Substitution of the TM-proximal domain of either CD33 and 7 to that of CD3e rescued
phosphorylation by Lck, confirming the role of electrostatic interactions promoting substrate
recognition and/or kinase activity. Finally, this study also presented evidence that Lck became
more efficient in phosphorylating both CD3d and 'y when CD3¢ was within proximity suggesting

that their phosphorylation required prior recruitment to CD3¢ in order to engage CD3d and vy
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phosphorylation in trans. These findings present an intriguing model in which phosphorylation of
CD30 and v, which are poor substrates for Lck, require the presence of adjacent CD3¢ in order to
recruit the kinase within proximity to engage in their phosphorylation. However, how these
interactions occur in the more complex setting of the fully assembled TCR has yet to be
determined, but provides a credible explanation for the lack of basal phosphorylation of CD36

and v although their ITAMs are not sequestered from Lck.

5.2 Regulation of CD28 signaling through Lck electrostatic interactions.

Similarly, the CD28 BRS is required for Lck recruitment and phosphorylation, but requires
the presence of CD28¢r dimers in vitro [83]. In addition, mutation of either the membrane-
proximal or central BRS resulted in PM dissociation in cells, but lead to a significant reduction in
Lck phosphorylation in vitro as well as in vivo providing additional arguments to the dual role of
the BRS in regulating receptor signaling. Intriguingly, surface plasmon resonance (SPR)
experiments showed that the kinase domain, rather than its UD domain of Lck, was required for
binding to unphosphorylated CD28cr. Following stimulation of by peptide-pulsed APCs, Lck
binding to CD28 was significantly reduced in the BRS-mutants, but was unaffected when mutating
the PYAP to PFAP, thereby inhibiting CD28 phosphorylation motif indicating that SH2 binding of
Lck to phosphorylated CD28 was dispensable. These results further indicated that following ligand
binding, CD28¢t dissociated from the PM in a phosphorylation independent fashion thus allowing
Lck recruitment to the BRS motifs. Reduced Lck binding to CD28 through mutation of BRS
abrogated PCKO recruitment to the CD28-Lck complex and resulted in a significant impairment in
the generation of thymic and peripheral CD25+/FoxP3 Tregs in a bone marrow transplant

experiment [83].

5.3 Electrostatic regulation of IgG-BCR signaling

Naive B cells that express the IgM-BCR respond more slowly to antigen while isotype-switched
memory B cell that are responsible for fast recall response after antigen re-exposure [152, 153].
Memory B cells that express the IgG-BCR require much weaker mechanical force provided though
antigen binding in order to initiate signaling when compared to IgM-BCR expressing naive B cells.

The low mechanical force threshold of IgG-BCR is dependent on its cytoplasmic tail, as switching
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the 1gG cytoplasmic tail to the IgM molecule reduced the force threshold of IgM-BCR for activation
[154]. As mentioned earlier, the 1gG-BCR is membrane associated in resting memory B cells
through electrostatic interactions, and has been implicated in restraining BCR signaling after
stimulation [77]. Membrane association of the BCR IgG tail and sequestering of the Y21 tyrosine
acts as safety mechanism to control receptor phosphorylation, as expression of a solvent-exposed
IgG tail by insertion of a linker between the transmembrane and cytoplasmic domain caused
increased BCR-proximal phosphorylation and calcium mobilization following receptor cross-
linking in B cell lines. Consequently, expression of the solvent-exposed IgG tail lead to hyper

proliferation after activation in primary B cells [77].

Additional studies have provided evidence that the IgG-BCR cytoplasmic tail basic residues, but
not the hydrophobic residues, are required for the low mechanical force threshold of the IgG-
BCR. The basic residues in the IgG tail interact with PI(4,5)P2 at the PM, and abrogation of this
interaction through mutation of the basic residues lead to dissociation of from the PM, albeit
without evident spontaneous signaling [77]. Basic residue mutations also reduced the
enrichment between PI(4,5)P2 and the IgG-BCR microdomains and reduction of PI(4,5)P2 at the
PM through enzymatic manipulation confirmed that the interaction between the 1gG-BCR¢r and
PI(4,5)P2 is required for the low mechanical force threshold observed for the activation of the
IgG-BCR [82]. The lower sensitivity of 1gG isotype-switched memory B cells to force due to
electrostatic interactions between IgG basic residues and PI(4,5)P2 reveals how memory B cells
show fast antigen recall responses. However, these studies did not investigate the role of the
electrostatic interactions that regulate kinase recruitment to and/or phosphorylation of both the

IlgG-BCR and CD97a/b accessory signaling heterodimer [77, 82].

6. CONCLUDING REMARKS

Modular immune receptors represent an exquisitely diverse array of components that
highlight the various evolutionary changes that occurred in the immune system to adapt to the
continuously changing landscape of potential infectious threats. Perhaps in order to optimize

energy spent assembly such receptors, evolution has devised simple yet effective mechanisms to
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specifically enable specific and high affinity association between the different immune receptor
modules by way of positioning charged residues at precise locations within the TM domains,
thereby promoting electrostatic interaction-driven assembly. Other commonalities in immune
receptor signaling such as receptor aggregation following ligand recognition and the nature of
receptor proximal kinases suggest common regulatory mechanisms in controlling receptor
triggering and signaling. Several immune receptors assemble with accessory signaling dimeric
modules that contain polybasic stretches with dual functions. First, they restrict access to kinases
at the resting state by engaging the plasma membrane through electrostatic interactions, thereby
sequestering kinase specific moieties such as tyrosines, but dissociate once the receptor is bound
to ligand and promote the recruitment of the signal initializing kinases, such as Lck, also through
charge-charge interactions. The propensity for different kinases to engage and phosphorylate
substrate based on charge preferences represents a simple yet effective way to ensure sequential

phosphorylation events.

The demonstration that other receptors such as CD28, which do not assemble as modular
receptors but share many features with immune receptors such as cytoplasmic chain constitution,
receptor clustering and kinase preference allows us to extend our observations on the critical role
of electrostatic interactions in regulating the immune response as a whole. There are still many
unanswered questions pertaining to the underlying mechanisms of immune receptor assembly
and signaling for those receptors that do not share in the molecular features described here, but
signal through similar fashion. The observation that polybasic stretches enable the recruitment
of kinases that promote the phosphorylation of neighboring signaling receptors that do not
contain such electrostatic features may provide an additional avenue of research in

understanding the complexity of immune receptor triggering and signal initiation.
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