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Résumé

Le systeme immunitaire est divisé en deux réponses : innée et adaptative. Dans la réponse
adaptative, les principaux acteurs sont les cellules T CD8 et CD4, dont l'activation est
médiée par le complexe antigene-récepteur (TCR) et la génération de signaux
intracellulaires. L'intensité du signal est controlée par |'affinité du ligand impliquant la
kinase p56'“ et la protéine adaptatrice SLP-76. Les souris dépourvues de SLP-76 sont
bloguées dans leur développement thymique, ce qui rend difficile I'évaluation de
I'importance de I'adaptateur, dans la fonction des cellules T périphériques. Récemment,
le laboratoire Rudd a généré une souris knock-in (KI) avec une forme de SLP-76 mutée au
niveau d'un seul résidu, K56, ayant des cellules T périphériques normales. Cette mutation
empéche SLP-76 de se lier au complexe de pore nucléaire (CPN). L'objectif de ce mémoire
est de comprendre le réle de SLP-76, plus particulierement du mutant K56E dans le
contrdle de certains aspects de la fonction des cellules T périphériques. K56E sur un fond
transgénique OT1, a montré une déficience partielle de la fonction et du métabolisme des
cellules T en réponse a des ligands peptidiques d'ovalbumine de poulet, de différentes
affinités. Plus précisément, les voies de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative en
ont été altérées. Dans l'ensemble, I'altération des fonctions et du métabolisme des
lymphocytes T chez le mutant K56E confirme I'existence d'un lien entre le SLP-76 et le
métabolisme des lymphocytes T, ce qui pourrait avoir des implications importantes dans

le développement de thérapies ciblant la fonction des lymphocytes T.

Mots clés : Immunologie, immunothérapie, signalisation cellulaire, cytométrie de flux, in

vitro, peptides OVA, complexe de pore nucléaire.






Abstract

The immune system is divided into two responses: innate and adaptive. In the adaptive
response, the main players are CD8 and CD4 T-cells whose activation is mediated by
ligation of the antigen-receptor complex (TCR) and its generation of intracellular signals.
The strength of signal is controlled by the affinity of the ligand in a process that involves
upstream kinases such as p56lck and downstream targets such as the adaptor protein
SLP-76. Mice lacking SLP-76 are blocked in thymic development, making it difficult to
assess the importance of the adaptor in peripheral T-cell function. Recently, the Rudd lab
generated a knock-in (KI) mouse with a form of SLP-76 mutated at a single residue K56
which shows a normal peripheral T-cell compartment. The mutant prevents SLP-76
binding to the nuclear pore complex (NPC). The object of this dissertation is to understand
role of SLP-76 and specifically the K56E mutant in the control of aspects of peripheral T-
cell function. The K56E mutant on an OT1 TCR transgenic background showed a partial
impairment of T-cell function and metabolism in response to chicken ovalbumin peptide
ligands of different affinities. Specifically, both glycolysis and oxidative phosphorylation
pathways were impaired in response to peptide ligand activation. Overall, the impairment
of T-cell function and metabolism in the K56E mutant supports a link between SLP-76 and
T-cell metabolism which may have important implications in the development of

therapies targeting T-cell function.

Keywords : Immunology, immunotherapy, cell signaling, flow cytometry, in vitro,

OVA peptides, nuclear pore complex






Table des matieres

RESUMIC...ciiiiiiiiiiiiiiii e 5
Y o ] 4 - [ TP PPOPRPRROTPRRTOPRRO 7
Table deS MAtIEIrES.....ci ettt s e s ar e e 9
Liste des tableauX.....c.ueiiiiiiiieciee e e e e 13
LiSTE S FIGUIES eeeeiiee ettt e e e e et e e e st e e e e e aa e e e e saraeeesenaaeeeanns 15
Liste des sigles et abréViations ........cc.ueee i e e 17
REMEICIEMENTS ..ttt e e e s ere e 21
Chapitre 1 - INTrodUCTION ..oc..eviiee e e e e e e s e 23
1.1 Introduction @ 'immMUNOIOZIE .....ccoeeeiieeeee e e 23
111 LimmMUNItE INNEE ...coeiiiiieeieee e e 23
1.1.2 'immunité adaptatiVe.......eeeeeee e 24

LeS COIUIES T e s s s s 25

LES CRIIUIES B ... e 25

1.2. Signalisation du TCR dans les lymphocytes T.........eeeveeiieicciiiieeee e, 26
1.3. La mutation K56E de la protéine SLP-76 dans les lymphocytes T.......ccccceeeeeereennns 28
1.3.1 STruCtUre de SLP-76 ..o e e 28
1.3.2 SLP-76 et facteurs de transcriptions......cccceeeccciiiiiiee e 29
1.3.3 SLP-76 et le complexe de pore NUCIEAIre .......cccvvveeeeeeeeieciireeeeee e, 29
1.3.4 SLP-76 €L 1€ tNYMUS e e e e e e 31

1.4. Récepteurs transgéniques et les peptides de I'Ovalbumine.........cccccevvviveveinnnennn. 31

1.5. Les lymphocytes T CD8* @ff@CtEUIS ... .vvvvviiiiiieiirieeeeee et e e 32



1.5.1 Marqueurs d’activations.........ccveei i 32

1.5.2 MEtabOliSME......eiiiiiiie e s s 32

1.6. Hypothese et 0bjJECtifS ....cuuiiiiieieie e 34
Chapitre 2 - Matériels et MEthodes..........ooeieiiiiii e 35
2.1 SOUTIS ettt ettt et e e s e e e s e e e e e s s e aeere e e e s 35
2.2. MilieU d@ CUITUIE ..ot 35
2.3. Activation in vitro avec les peptides OVAs7.264, OVA-Q4 et OVA-TA.......ccuveenneee. 36
2.4, ESSQI CYLOLOXIQUE N VITEO..ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
2.5. Seahorse avec les souris de type sauvage WT et les souris mutantes K56E.......... 37

2.6. Seahorse avec les souris transgéniques de type sauvage OT1 et les souris

MUEANTES KOT L. .ttt e s s 38
2.7. ANAlYSES STATISTIQUES .eeeeeiieieiireieeee ettt e e e et rr e e e e e e e e aarreeeeeeens 39
2.8. CytOmMEALrie de flUX...ummei e e e e e 39
Chapitre 3 - RESUILAS.......ueiiieiee e e e e e e e ara e e e e e e eas 41

3.1 K56E n’affecte pas le pourcentage de cellules viables mais diminue la prolifération

[or=] 1181 = L= 41

3.2 K56E affecte I'induction de la cytokine effectrice IFNy, induit par des peptides... 47

3.3 L'affinité des peptides affecte I'expression de PD1.......cccoeviviiiiiiieeeeeccccciieeeeeen, 47
3.4 K56E réduit I'expression des récepteurs CTLA-4 et CD25 induit par peptides....... 48
3.5 K56E affecte les fonctions cytotoxiques des cellules T induite par peptides ......... 53
3.6 K56E affecte le métabolisme induit par anti-CD3/CD28 et par peptides............... 56
3.7 La force du signal du TCR affecte le métabolisme .......ccccceeeveeecvvveeeieei e, 59
Chapitre 4 - DiSCUSSION . .uiiiiiiiiieeeiittee e sttt e e e ettt e e e sirae e e s s bte e e s ssabaeeesssbeeeesssbaeeesnsneeessnnsens 63

Chapitre 5= CONCIUSION ..eiiiiiiiiiiiiiiee e e e s ae e s s bae e e s sasees 75




Chapitre

ol o =T 6] o T=Tor 41V

Références bibliographiQUES .......cooiuiiiiiiiiiee e eae e e

Annexes







Liste des tableaux

Tableau 1. - Composition des différents milieux utilisés

Tableau 2. - Anticorps utilisés pour les analyses par FACS.........cccoevvieeiriiieeeniiieeesieee e e






Liste des figures

Figure 1. - Complexes de signalisations proximaux et les réponses initiées en aval par les

complexes CD4/CD8-p56'* (Adapté de RUdd, 2022)......cccceiireierieieiieeieeereeeeeeeesseeeeteessseseeseenas 27
Figure 2. - Structure de la protéine SLP-76 et ces protéines partenaires. ........cccceeeeveeeeeveeeeennnen. 29
Figure 3. - Structure du complexe de pore nucléaire avec les filaments cytoplasmiques............ 30
Figure 4.- Degré d’affinité des différents peptides d’OVA. .........ccoocieiieeiiee e 32
Figure 5. - Divers composants de la glycolyse dans les cellules T. ........coccveiieeiieieccciee e, 33

Figure 6. - Titrage de la viabilité des splénocytes de souris WT et de souris K56E apres une
stimulation de peptides A’ OVA. ... s e e s ee e e e sbree e e srteeeeeans 42
Figure 7.- Impact de I'affinité des peptides d’OVA sur la prolifération cellulaire......................... 45
Figure 8. - Impact de I'affinité des peptides d’OVA sur la prolifération cellulaire telle que montré
par le diagramme @ POINT (AOT PIOL) ......ueecueeeeeiieeee ettt ettt e et te e e sbae e s beeeeaaeens 46
Figure 11. - L’affinité des différents peptides d’OVA peut controler I'expression de PD1 a la
surface des cellules T des souris OT1 (sauvages) et chez les KOT1 (mutantes). .......cccceeeeuveerneenns 48
Figure 12. - La mutation K56E peut contréler I'expression de CTLA-4 et CD25........cccccecvveeenneee. 49
Figure 11. - L’affinité des différents peptides d’OVA peut contrdler la production d’IFNy dans les
splénocytes des souris OT1 (sauvages) et KOT1 (mutantes) dgées de 20 a 30 semaines............. 52
Figure 12. - L’affinité des différents peptides d’OVA peut contrdler la production d’IFNy dans les
splénocytes des souris OT1 (sauvages) et KOT1 (mutantes) agées de 7 a 10 semaines............... 53
Figure 13. - Le degré de force d’activation des cellules T chez les souris OT1 et KOT1 impacte la
cytotoxicité des cellules T a différents ratios ........ceevecveii e 55
Figure 14. - Le peptide a faible affinité semble renverser I'impact de la mutation K56E............. 56

Figure 15. - Le métabolisme des cellules T est diminué par la mutation K56E de la protéine SLP-

Figure 16. - Le métabolisme des cellules T transgénique est diminué par la mutation K563 de la

[ 1o N L= TSI I o SRS 61






Liste des sigles et abréviations

2-DG : 2 D-glucose

ADAP: Adhesion And Degranulation Promoting Adapter Protein
ATCC : American Type Culture Collection

ATP : Adénosine triphosphate

BCR: B Cell Receptor

BFA : Brefeldin A

Ca?*: Calcium

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPA: Cellules Présentatrices D’antigéne

Ctrl : Contréle

EDTA : Ethylénediaminetétraacétique

ERK : Extracellular signal-regulated kinases

FACS : Fluorescence-activated cell sorting

FBS : Faetal Bovine Serum

GADS: Grb2-Related Adaptor Downstream Of Shc

GLUT: Glucose Transporter

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HIF1la: Hypoxia-Inducible Factor Alpha

HPK1: Hematopoietic Progenitor Kinase 1

IFNy: Interferon gamma



Ig: Immunoglobulines

IP: Indice de prolifération

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif
Itk: Interleukin-2-Inducible T-Cell Kinase

K56E: souris mutantes

LT CD3+ : Lymphocytes T CD3+

LT CD8+ : Lymphocytes T CD8+

MAP: Microtubule-Associated Proteins

Nck: Non-Catalytic Region Of Tyrosine Kinase Adaptor Protein 1
NFAT: Nuclear Factor Of Activated T Cell

NK: Natural Killer

NPC: Nuclear Pore Complex

Nups: Nucléoporines

PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns
PBS : phosphate buffered saline

PFA : Paraformaldehyde

PLCy : Phospholipase C, gamma 1

Rot/AA : la roténone/Antimycin A

SI : Synapse Immunologique

SUMO-1: Small Ubiquitin-related Modifier 1
TCR: T Cell Receptor

TP : Température piece




Vav: Family of proteins involved in cell signalling

WT: Wild Type







Remerciements

Tout d’abord, j"aimerais remercier mon directeur de recherche Dr Christopher.E Rudd, de
m’avoir accepté dans son laboratoire et de m’avoir soutenu financiérement. J'ai pu faire
mes études avec un stress en moins concernant les finances. Merci d’avoir toujours été
diplomate, compréhensible et d’une grande gentillesse et prévenance. Cela a été une
premiere expérience de recherche enrichissante ol j’'ai beaucoup appris. Maintenant, j’ai
une idée plus claire de la recherche, ce qui me permet d’affiner mes centres d’intérét. J'ai
pu élargir mon champ de technique et grandir dans l'analyse de données, la

communication et I’écriture scientifique.

Je tiens a remercier mes collégues, Andres Oroya, Linda Castoun-Puckett et Hien Tu Thai
qui m’ont énormément aidé tout au long de ma matitrise. Andres, qui est devenu un ami,
a été un soutien dans les périodes stressantes et difficiles. Il a été la pour me faire rire
avec ces traductions rigolotes du francais ! Gérer les cours avec plusieurs projets n’était
pas évident, mais il a été de bons conseils pour m’aider a organiser mon temps et a gérer

mes émotions. J’ai beaucoup appris d’eux et je les remercie de leur patience a mon égard.

Je veux remercier aussi ma mére et mes amis qui ont été un soutien infaillible pour moi.
Ils ont toujours été la pour me donner le courage de continuer méme quand je pensais
qgue je n'y arriverais pas. lls ont su m’écouter, me conseiller et m’encourager tout au long

de mon parcours universitaire. Si je réussis aujourd’hui, c’est en partie grace a eux.

Pour finir, le dernier, mais non le moindre, je tiens a remercier Dieu, car étant chrétienne,
je crois qu’ll est ma force et mon soutien dans les moments difficiles et que c’est par Sa

grace que j’ai pu finir ma maitrise et étre diplomée.






Chapitre 1 - Introduction

1.1 Introduction a I'immunologie

L'immunologie est une science complexe consistant en I'étude des mécanismes de
protection du corps humain contre les pathogénes et les maladies causées par ces
derniers. Notre organisme est constamment exposé a des microorganismes. Pour se
protéger et se défendre, il use de divers barrieres et systemes. En effet, les barriéres
anatomiques telles que la peau ou les muqueuses, ou encore les barrieres physiologiques
telles que le pH faible ou la température sont les premiers remparts naturels de
protection. Le deuxiéme rempart est le systeme immunitaire. Il peut étre divisé en deux
catégories : la réponse immunitaire innée, aussi appelée réponse immunitaire naturelle,

et la réponse immunitaire adaptative, aussi appelée réponse immunitaire acquise.

1.1.1 'immunité innée

Le systeme immunitaire inné est dit inné, puisque les mécanismes de défense, qui le
constituent, trouvent leurs origines dans le génome de I'h6te[1]. Il est constitué de
défenses non spécifiques, catégorisées en quatre types de barriéres : anatomique (peau
et muqueuses), physiologique (pH, température et médiateurs chimiques),

endocytaires/phagocytaire, et inflammatoire[2].

Les mécanismes de l'immunité innée ont été largement étudiés. Une de ses
caractéristiques principales est I'inflammation et la vitesse de recrutement de diverses
cellules immunitaires innées, au lieu de I'infection[2]. En effet, puisque cette réponse est
indépendante de I'antigéne, elle prendra effet dans les heures ou les minutes qui suivent
la reconnaissance de ce dernier et sera donc trés rapide. Cette indépendance est due au

fait que la réponse innée ne posséde pas de cellules mémoires lui permettant de



reconnaitre différents antigénes[3]. L'ensemble des cellules immunitaires innées est
composé de : macrophages, granulocytes, mastocytes, monocytes, et de cellules NK[2].
Elles sont capables de discerner le soi du non-soi[4]. Au moyen de leur récepteur PRR
(Patterns Recognition Receptor)[2], dont il existe plusieurs catégories, elles peuvent
détecter une large gamme de pathogenes. Ces récepteurs sont sensibles a différentes
molécules communes trouvées a la surface de nombreux pathogenes: les PAMPs
(Pathogen-associated molecular patterns). Une fois ces cellules activées, par leur PRR,
une cascade de mécanismes se met en place afin de neutraliser rapidement I'agent
pathogene. Ainsi, des mécanismes tels que la phagocytose, la dégranulation des cellules
permettant la dégranulation de cytokines, ou encore I'activation du complément jouent

un réle primordial dans la réponse immunitaire innée.

Finalement, au milieu de cette réponse, des cellules présentatrices d’antigéne (CPA),
telles que les cellules dendritiques, agissent comme des intermédiaires entre I'immunité
innée et I'immunité adaptative. Les CPA, agents de I'immunité innée, sont capables, une
fois stimulées, d’activer a leur tour des lymphocytes T et B, acteurs de l'immunité

adaptative.

1.1.2 'immunité adaptative

L'immunité adaptative seconde I'immunité innée. Tandis que I'immunité innée repose sur
la reconnaissance d’antigenes non spécifiques, I'immunité adaptative repose sur la
reconnaissance spécifique du « non-soi ». Cette derniere est dépendante d’antigénes
précis et peut prendre des jours, voir des semaines pour développer une réponse
maximale, aprés la premiére rencontre avec un antigene. Grace a sa capacité de générer
des cellules mémoires, lors de la seconde exposition au méme antigene, la réponse
adaptative sera plus rapide et efficace[3]. Les principaux intervenants de cette derniére
sont les lymphocytes B, T et les NK[4]. Le terme « adaptative » est utilisé ici, car les cellules

immunitaires sont capables de s’adapter et se spécialiser a un pathogéne spécifique. Elles




peuvent également développer une mémoire a long terme[4]. La génération d’une

réponse plus rapide, spécifique et persistante lors de la deuxieme rencontre avec le

pathogene spécifique, en fait une réponse plus efficace[1].

Les cellules T

Comme cité précédemment, les lymphocytes T sont activés par les CPA. A la surface de
ces dernieres, est exprimée une protéine appelée CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité). 1l en existe deux types: les molécules de CMH de classe 1
(présentant des peptides endogenes) et les molécules de CMH de classe 2 (présentant
des peptides exogenes). Le CMH 1 est reconnu par le récepteur T CD8* et le CMH 2 par le
récepteur T CD4*. En effet, lors de leur développement thymique, les cellules T se
différencient en LT CD4* (cellules auxiliaires) ou en CD8* (cellules cytotoxiques) sécrétant
des cytokines et controlant majoritairement la réponse immunitaire[5]. Suite a leur
activation en périphérie avec divers antigenes, chaque lymphocyte T exprime a sa surface
un TCR (T Cell Receptor) spécifique a un peptide étranger, rencontré au cours de la vie. lls
sont activés lorsqu’il y a formation du complexe CMH-antigeéne-TCR[2]. Ainsi, le rble des
LT CD8* est de lyser des cellules infectées ou cancéreuses tandis que le réle des LT CD4*

repose sur la maximisation ou la suppression de la réponse immunitaire[2].

Les cellules B

Un autre type cellulaire est impliqué dans I'immunité adaptative, les lymphocytes B. De
méme que les lymphocytes T, elles sont activées par les CPA au moyen de leur BCR (B Cell
Receptor), qui sont des immunoglobulines (lg). En revanche, alors que les cellules T se
différencient en cellules cytotoxiques ou auxiliaires, les cellules B se différencient en
plasmocytes (machine de production d’anticorps) ou en cellules B mémoires[2]. Une fois

activées, elles développent, par mutations somatiques, des récepteurs spécifiques a




I'antigéne présenté par la CPA. Liées a cet antigéne a la surface du pathogéne, elles
sécréteront une grande quantité d’anticorps. En conséquence, les anticorps sécrétés se
lient aux pathogénes et promeuvent sa destruction[2]. En effet, le pathogene entouré
d’anticorps sera plus visible par les cellules phagocytaires, ce qui favorisera son
élimination par phagocytose. Ce complexe anticorps pathogene peut aussi étre éliminé

par le mécanisme du complément[2].

Finalement deux branches de l'immunité adaptative se distinguent. L'immunité a
médiation cellulaire, principalement controlée par les lymphocytes T, éliminant les
pathogénes endogenes et I'immunité humorale, contrélée par les lymphocytes B par le

biais des anticorps, éliminant les pathogenes exogenes.

1.2. Signalisation du TCR dans les lymphocytes T

L’activation des lymphocytes T commence par la formation de la synapse immunologique
(SI) dont le maintien se fait par des molécules d’adhésions|[6]. Elle nécessite trois signaux
en ordre : (1) la reconnaissance de I'antigene par le TCR, (2) la co-stimulation par les co-
récepteurs et (3) le signal donné par les cytokines[7]. Le mécanisme de signalisation peut
étre divisé en plusieurs étapes. La présentation de I'antigene par la CPA, la reconnaissance
de I'antigene par les cellules T et la transduction du signal. La mobilisation de calcium est
partie intégrante du processus d’activation[8]. Ici, notre attention se portera sur la

transduction du signal et plus particulierement sur la signalisation du TCR (Figure 1).

Les molécules CD4 et CD8 remplissent le réle de co-récepteur et aide le TCR a choisir entre
les molécules de CMH de classe 1 ou les CMH de classe 2. Ces co-récepteurs contiennent
une partie cytoplasmique appelée Lck[9, 10]. L’activation de ces co-récepteurs va
conduire le complexe CD4/CD8-p56'*“ 3 phosphoryler les ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) contenus dans la queue cytosolique du co-recepteur CD3[9, 11].
Par la suite, la protéine ZAP-70 recrutée et phosphorylée, provoquera une cascade de

phosphorylations[12]. ZAP-70 va phosphoryler des protéines adaptatrices telles que LAT




(Linker for activation of T cell), ADAP (Adhesion and Degranulation promoting Adapter
Protein), SKAP-1 (Src Kinase—Associated Phosphoprotein) et SLP-76 (SH2 domain containing
leukocyte protein of 76kDa). Ces protéines adaptatrices forment un échafaudage
permettant de guider le signal vers différentes voies de signalisation du lymphocyte T[13].
Parmi celles-ci, il y a la voie Ca?*-cacineurine-NFAT, la voie PKC-IKK-NFkB et la voie Ras-

Raf-MEK-ERK-AP-1 induisant I'activation et la prolifération cellulaire[9].

Ca?*
LAT ORAI
= SLP-76 ST
g ====+ +|P3
ADAP | ER
iCa2+
-
) ““ SKAP1 Calcinuerin
1
P 1
bR L@ |

\

¢
AP1 [Npc | [NFkB | | LFA-1 |

Figure 1. - Complexes de signalisations proximaux et les réponses initiées en aval par les
complexes CD4/CD8-p56'“ (Adapté de Rudd, 2022). Modéle décrivant l'initiation de la
signalisation du TCR par le complexe CD4/CD8-p56' de la cascade. La phosphorylation par
CD4/CD8-p56/° des ITAM du TCR entraine le recrutement et l'activation de ZAP-70. Sa
phosphorylation entraine la formation du signalosome LAT. pLAT recrute plusieurs
protéines, dont la phospholipase Cy-1 (PLCy1), la protéine 2 liée au récepteur du facteur de
croissance (GRBZ2) et la protéine adaptatrice liee a GRB2 (GADS). La protéine inducible
kinase Interleukin-2 (ITK) et la kinase des lymphocytes au repos (RLK) phosphorylés activent
la PLCy1, ce qui entraine I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate en inositol
3,4,5-triphosphate (IP3), et en diacylglycérol (DAG). Par la suite, SLP-76 phosphorylé
s'associe également aux adaptateurs des cellules immunitaires ADAP et SKAP1. SKAP1
contréle la formation du complexe Rapl-Rapl nécessaire a l'activation de LFA-1.
Finalement, SLP-76 interagit également avec RanGAP1 dans le complexe nucléaire pour
augmenter le transport nucléaire des facteurs de transcription NFAT et NFkB dans le noyau.




1.3. La mutation K56E de la protéine SLP-76 dans les

lymphocytes T

1.3.1 Structure de SLP-76

Comme cité précédemment, la protéine SLP-76 est une protéine adaptatrice faisant
partie de la signalisation des lymphocytes T. Etant un élément principal de I'échafaudage,
la stabilité de ce support de signalisation est primordiale au succes de la réponse

immunitaire[14].

Elle est composée de plusieurs domaines (Figure 2) : un domaine central riche en proline,
un domaine SAM N-terminal et d’'un domaine SH2 C-terminal[15]. Le domaine SAM a de
nombreuses fonctionnalités, il est donc difficile de lui en attribuer une en particulier.
Parmi celles-ci, la formation de complexe cellulaire protéique, qui lui vaut un role
important dans I'architecture cellulaire[16, 17]. Quant au domaine SH2, l'une de ses
fonctions principales est la reconnaissance et la liaison de résidus tyrosines phosphorylés

situées sur d’autres protéines, conduisant a leur activation[18].

SLP-76 possede également trois tyrosines phosphorylables pouvant interagir avec les
domaines SH2 des protéines Vavl (famille de protéines impliquées dans la signalisation
cellulaire) Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1) et Itk
(interleukin-2-inducible T-cell kinase) [12]. Le domaine riche en proline est capable de lier
les protéines GADS (Grb2-related adaptor downstream of Shc) et PLCy (Phospholipase C
gamma 1) [12]. Finalement, le domaine C-terminal favorise la liaison des protéines ADAP
(adhesion and degranulation promoting adapter protein) et HPK1 (Hematopoietic
progenitor kinase 1) a la protéine SLP-76[12]. Aprés I'activation du TCR et la cascade de
phosphorylation dont fait partie et ait maintenu par SLP-76, s’en suit le mécanisme de
mobilisation de calcium, I'activation de la voie mitogénique MAP kinase et une activation

compléte de la cellule T[19].
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Figure 2. - Structure de la protéine SLP-76 et ces protéines partenaires. Figure montrant
de domaine SAM se liant a SUMO1-RanGAP1 a la lysine 56, suivi de trois tyrosine clés, d’un
domaine riche en proline et d’'un domaine SH2 permettant I'‘arrimage de plusieurs
protéines.
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1.3.2 SLP-76 et facteurs de transcriptions

Toutefois, SLP-76 posséde un autre role tout aussi important dans la cellule T. En effet,
déja impliquée dans la réorganisation du cytosquelette (des cellules T en se liant a SKAP
et ADAP pour |'adhésion a l'intégrine) et la mobilisation de calcium, elle joue aussi un role
au niveau de I'activation et la translocation des facteurs de transcription tels que NFAT et
NFkB[4, 20, 21]. Ultimement, elle induit donc la prolifération, la différenciation et les
fonctions effectrices des cellules T[14]. Le role du NFAT est d’'induire des cytokines
effectrices ainsi que des marqueurs d’activations[22]. De I'autre coté, le role de NFkB est
d’activer des genes codant pour des chimiokines, des cytokines et des molécules

d’adhésions ayant part importante dans la réponse immunitaire adaptative[23].

1.3.3 SLP-76 et le complexe de pore nucléaire

Pour activer les génes, les facteurs de transcription ont besoin d’étre transloqués du
cytoplasme au noyau. Ainsi, ce transport est médié par le complexe de pores nucléaires,

appelé CPN[24]. Le CPN est un canal composé d’une trentaine de nucléoporines (Nups),




dont seuls les filaments composés de RanBP2 et RanGAP1 (ayant une activité GTPase)
s’étendent dans le cytoplasme. De plus, RanGAP1 subit une modification post-
traditionnelle. Elle est donc sumoylé par la protéine SUMO-1, avec laquelle elle est

conjuguée.

Les protéines importées par les importines dans le noyau sont relachées lorsque le GTP
est lié a la protéine Ran. Cela a aussi pour effet d’accumuler le Ran-GTP au niveau des
filaments du CPN[24]. C'est ici que le r6le de SLP-76 prend tout son sens. En effet, SUMO-
RanGAP1 se lie a SLP-76 au niveau de la lysine 56, dans le domaine SAM N-terminal. Cette
interaction stratégique est nécessaire a la régulation de I'entrée des facteurs de

transcription dans le noyau[24].

La protéine mutante K56E SLP-76 se trouve n’avoir aucun effet sur la signalisation
proximale du TCR. En revanche, elle semble inhiber la translocation des facteurs de
transcription NFAT et NFkB dans le noyau[24], ainsi que le métabolisme et la production

de cytokines effectrices[25].

Cytoplasme

CPN

Figure 3. - Structure du complexe de pore nucléaire avec les filaments cytoplasmiques.
Corps du complexe de pores nucléaires (cercle gris). Protéine RanGAP (rouge).
Nucléoporines (bleu et jaune). (Adapté de Hoelz, 2022)




1.3.4 SLP-76 et le thymus

La signalisation du TCR est un mécanisme nécessaire a la prolifération et a la maturation
des lymphocytes T dans le thymus [26]. De ce fait, en plus de son role dans la mobilisation
du calcium, SLP-76 joue aussi un role dans le développement des thymocytes([8, 9, 15,
27]. Plus précisément dans I’exclusion allélique au locus du TCR [26]. SLP-76 et LAT sont
toutes deux essentielles pour |'expansion et a la différenciation des thymocytes[10]. Au
niveau du thymus, durant le processus de maturation, les lymphocytes T sont en contact
avec divers antigenes provenant des organes périphériques de I’h6te[28]. La délétion de
SLP-76 bloque profondément le développement des thymocytes du stade double négatif
(CD4CD8) au stade double positif [27-29]. De plus, cette délétion produit un manque de
thymocyte double positif[27], une réduction du thymus, une diminution de I'activation de
PLCy1, de la prolifération, de cellules T périphériques et de la sécrétion de Ca?* 28], Ce
blocage n'a pas pu étre surmonté par un traitement in vivo avec des anti-CD3. D’autres
études ont montré qu’il y avait une expression anormale de TCR et de CD3 a la surface
des lymphocytes T. Pour toutes ces raisons, la présence de SLP-76 est plus qu’importante,

car sa délétion au niveau du thymus provoque une lymphopénie périphérique[30].

1.4. Récepteurs transgéniques et les peptides de I’Ovalbumine

L'ovalbumine est une protéine retrouvée essentiellement dans le blanc d’ceuf. Elle est
utilisée comme allergéne dans les modeles animaliers[31]. Plusieurs études ont démontré
qgue les peptides de I'ovalbumine présentés par la CPA via leur CMH pouvaient induire
une réponse immunologique. En outre, les peptides de I'ovalbumine sont capables

d’induire la prolifération des splénocytes in vitro[31].

Dans ce mémoire, des souris OT-1 et des souris KOT-1 ont été utilisées pour les
expériences. Les souris KOT-1 ont été obtenues dans notre laboratoire par croisement de

souris homozygotes OT-1 et de souris homozygotes SLP-76 K56E.




Le TCR des souris OT-1 est un récepteur transgénique, capable de reconnaitre le peptide
ovalbumine de poulet OVA357-26a (SIINFEKL)[32]. Quant aux TCR des souris KOT-1, ils ont
non seulement le récepteur transgénique, mais aussi la mutation K56E dans la protéine
SLP-76. Plusieurs peptides de I'ovalbumine, possédant des affinités différentes pour le
TCR ont été caractérisés. En outre, 'affinité dépend de la séquence peptidique primaire
de la protéine. Ici, deux peptides ont été utilisés en plus du peptide original OVA2s57-264

(SIINFEKL) : OVA-Q4 et OVA-T4[33].

OVA (SIINFEKL)

OVA-Q4
OVA-T4

Figure 4.- Degré d’affinité des différents peptides d’OVA.

1.5. Les lymphocytes T CD8* effecteurs

1.5.1 Marqueurs d’activations

Une fois activés, les lymphocytes T subissent des changements phénotypiques. En effet,
les cellules T effectrices expriment a leur surface des molécules telles que CD25, CD69 et
CD71[8, 34]. De plus, ces cellules expriment des cytokines effectrices telles que perforine,

granzyme B, TNFa et IFNy[8, 35].

1.5.2 Métabolisme

La coordination entre la phosphorylation oxydative et la glycolyse est importante pour le
bon fonctionnement du métabolisme de la cellule T. L'activation de la cellule T va

engendrer un basculement de la phosphorylation oxydative vers la glycolyse, qui




permettrait a la cellule de fonctionner normalement sous des conditions hypoxiques.
Cependant, la glycolyse ne produit qu’un trop faible rendement d’ATP pour chaque
molécule de glucose. A contrario, la phosphorylation oxydative produit un plus grand
rendement d’ATP. Pour pallier cette défaillance, la cellule T activée surexprime le
récepteur GLUT1[36]. L'augmentation de GLUT1 a la surface des cellules entraine une
augmentation de I'absorption de glucose et donc une augmentation d’ATP au moyen de
la glycolyse. Ainsi, GLUT1 sera utilisé afin de satisfaire la consommation énergétique de
la cellule. Il est a mentionner que NFAT joue un role important lors de I’activation des

cellules T, puisqu’il augmente I'expression du facteur HIF1a, qui promeut la glycolyse[37].
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Figure 5. - Divers composants de la glycolyse dans les cellules T. Apres I'entrée du glucose,
ce dernier se transforme en divers composants afin de donner comme produit final le
pyruvate. Ce produit final peut soit se transformer en lactate ou étre utilisé dans le cycle de
Krebs.




1.6. Hypotheése et objectifs

La protéine SLP-76 ne se lie qu’au filament composé de RanGAP1 sumoylé lors de
I'activation du TCR. Cette interaction est cruciale pour le bon fonctionnement du CPN et
donc le transport de NFAT et de NFkB. Lors de la mutation de la lysine 56 (en acide
glutamique), la liaison entre la protéine SLP-76 et la protéine RanGAP1 sumoylé est
déstabilisée, rompu et le transport des facteurs de transcription est diminué. Apres
activation, la force du signal transmis intracellulairement dépend de I'affinité du ligand
au TCR. Ainsi, les différentes affinités des différents peptides OVA influencent la force du

signal et donc les fonctions effectrices de la cellule.

D’autre part, contrairement aux souris déficientes de la protéine SLP-76 dont le
développement thymique est bloqué, les souris ayant la mutation K56E possedent un
développement normal (observation par Dr Tu, laboratoire Rudd) et donc des cellules T

périphériques qui peuvent étre étudiées.

Premierement, mon hypothése est que les cellules T K56E montreront des réponses
différentes (au niveau de la prolifération ou des capacités cytotoxiques) a différents

peptides d’affinité distincte par rapport aux cellules T sauvages.

Deuxiemement, que l'importance de la mutation de SLP-76 sera observée au niveau du
métabolisme, des cellules T. J'émets I'hypothése que les cellules T mutantes K56E
présentent des défauts dans la glycolyse, dans la phosphorylation oxydative, ou dans les
deux. Une telle démonstration apporterait la premiére preuve que le SLP-76 joue un réle

important dans le métabolisme des cellules T.

L'objectif de ce mémoire est donc de comprendre I'impact de la mutation K56E SLP-76

sur les différentes fonctions de la cellule T.




Chapitre 2 - Matériels et méthodes

2.1. Souris

L'utilisation des souris a été contrdolée par le comité de protection des animaux du Centre
de recherche de I'Hopital Maisonneuve-Rosemont afin de respecter la regle des 3R
(remplacement, réduction et raffinement). Les souris de type sauvage C57BL_6J (WT) ont
été achetées chez la compagnie « The Jackson Laboratory » et élevées a I'animalerie du
Centre de recherche de I’'Hbpital Maisonneuve-Rosemont. Les souris mutantes SLP-76
K56E (K56E), ont été générées par notre laboratoire, élevées a 'animalerie du Centre de
recherche de I’'Hopital Maisonneuve-Rosemont et possédent une mutation dans la
protéine SLP-76. Les souris de type sauvage transgénique OT-1Ragl (OT1), sont
déficientes pour le géne 1 activateur de recombinaison (Ragl) et possedent un récepteur
T transgénique spécifique au peptide de I'ovalbumine de poulet (257-264). De méme, les
souris mutantes transgéniques K56E-OT-1Ragl (KOT1) sont déficientes pour le géne 1
activateur de recombinaison (Ragl) et possédent un récepteur T transgénique spécifique
au peptide de l'ovalbumine de poulet (257-264). Cependant, elles possédent aussi la
mutation de la protéine SLP-76. Les souris transgéniques de type sauvage OT-1 et les
souris mutantes transgéniques KOT1 ont été générées par notre laboratoire et élevées a

I’'animalerie du Centre de recherche de I'H6pital Maisonneuve-Rosemont.

2.2. Milieu de culture

RPMI complet 1% de L-glutamine
1% de pénicilline streptomycine
0,5% de tampon HEPES
10% de FBS

50uM de B-mercaptoéthanol



Milieu XF (avec glucose) 46 mL de base de milieu XF
25 mM de glucose
2 mM sodium pyruvate
2 mM de glutamine

Milieu XF (sans glucose) 49,5 mL de base de milieu XF

2 mM de glutamine

Tableau 1. - Composition des différents milieux utilisés

2.3. Activation in vitro avec les peptides OVA;s57-264, OVA-Q4 et
OVA-T4

Les rates de souris (OT-1Ragl et KOT-1Ragl) agées entre 19 et 26 semaines ont été
prélevées dans la matinée dans 1 mL de milieu RPMI 1640. Par la suite, les splénocytes
ont été isolés mécaniquement a I'aide d’un piston et d’un filtre cellulaire 70 um. Les
lymphocytes T CD8+ ont été isolés de la suspension cellulaire par une lyse des globules
rouges contenant du chlorure d’ammonium, carbonate de potassium et de 'EDTA. Les
cellules ont été incubées pendant 4 minutes, a température piéce (TP) et la lyse cellulaire
a été stoppé par du milieu RPMI complet. Aprés lavage, les LT CD8+ ont été resuspendus
dans 5 mL de milieu complet et comptés. Les cellules ont été incubées avec une solution
de Tag-it violet (dilution 1/5000 dans du PBS) pendant 10 minutes a 372C. Le marquage a
été arrété avec 25 mL de milieu complet. Apres lavage, les cellules ont été resuspendues
a 2x106 cellules/mL. Entre-temps, les solutions de peptides d’OVA ont été préparées, dans
du milieu complet, aux concentrations suivantes : 5-0.5-0.05-0.005 pM. Puis dans une
plague de 96 puits, 100 L de cellules ont été mise en culture avec 100 pL de solution de
peptide aux différentes concentrations, pendant deux jours a 37°C. Aprés les 48h, du BFA

a la dilution 1/1000, a été rajouté dans les puits pour 5 heures. Finalement, les cellules




ont été collectées, ont subi un marquage de viabilité, de surface et intracellulaire pour

enfin étre analysées par FACS.

2.4. Essai cytotoxique in vitro

Les rates de souris (OT-1 et KOT-1) agées de 23 a 30 semaines ont été prélevées et les LT
CD8+ isolés comme cité précédemment. Aprés avoir été resuspendues a 4x10°
cellules/mL, les cellules ont été stimulées avec 0.5uM de peptide OVA;s7-26a ou OVA-Q4
ou OVA-T4 pendant 4 jours dans une plaque de 24 puits. Entre-temps la lignée cellulaire
cancéreuse EL4, étant des lymphoblastes conduisant au lymphome (provenant de la
compagnie ATCC), a été mise en culture. Apres 4 jours de culture, les EL4 ont été
collectées et marquées avec 1ug du peptide OVA3s7.264 pendant 1 heure. Apres lavage,
elles ont été resuspendues dans du RPMI complet a 0.5x10° cellules/mL pour 50 000
cellules par ratio. Les cellules OT-1 et KOT-1 ont été collectées, préparées et mises aux
concentrations finales appropriées de facon a respecter les ratios effecteurs et cibles. Les
cibles et les effecteurs ont été mis en co-culture pendant 4 heures avant d’étre marqués
par le marqueur de viabilité efluor780 (APC-Cy7). Finalement, elles ont été fixées avec du

PFA 2% avant d’étre analysées par FACS.

2.5. Seahorse avec les souris de type sauvages WT et les souris
mutantes K56E

Les rates de souris (WT et K56E), agées de 7 a 10 semaines, ont été prélevées et isolées
comme cité précédemment. Les LT CD3+ ont été isolés des splénocytes par colonne a
sélection négative (kit d’enrichissement des cellules T CD3+ de R&Dsystems).
Postérieurement les cellules ont été séparées en trois groupes. Un groupe controle, avec
des cellules inactivées, un groupe activé avec 1ug/mL d’anti-CD3 et un groupe activé avec

1pg/mL d’anti-CD3 et 1 pg/mL d’anti-CD28, appelé combo. Entre-temps, la plaque allant




contenir les cellules a été enduite avec 10 pL de lysine poly-D, et mise a 4°C pour la nuit,
afin de favoriser I'adhérence des cellules. Aussi, la plaque d’injection a été calibrée avec
200uL de calibrant XF et placée dans un incubateur a 37°C sans CO», pour la nuit. Le
lendemain, les cellules ont été collectées, resuspendu dans du milieu XF et placées dans
la plaque prévue a cet effet. Le méme jour, trois tests ont été utilisés. Le test du stress
mitochondrial, le test du taux glycolytique et le test du taux d’ATP. Les différentes drogues
ont été placées dans la plaque a injection. Par la suite, la machine XFe96 analyzer a été
calibrée et la plaque d’injection mise au-dessus de la plaque de cellules. Les injections ont

été effectuées par la machine ainsi que la réalisation graphique.

2.6. Seahorse avec les souris transgéniques de type sauvage OT1
et les souris mutantes KOT1

Les rates de souris (OT1 et KOT1), agées de 7 a 10 semaines, ont été prélevées et les LT
CD8 ont été isolés comme cité précédemment (voire point (3)). Postérieurement, les
cellules ont été séparées en trois groupes. Un groupe contrdle, avec des cellules
inactivées, un groupe activé avec 5ug/mL de peptide OVA2s7.264, Un groupe activé avec
5ug/mL de peptide OVA-Q4 et un groupe activé avec 5ug/mL de peptide OVA-T4. Entre-
temps, la plaque allant contenir les cellules a été enduit avec 10 plL de lysine poly-D, et
mise a 4°C pour la nuit, afin de favoriser I'adhérence des cellules. Aussi, la plaque
d’injection a été calibrée et placée dans un incubateur a 37°C sans CO. Le lendemain, les
cellules ont été collectées, resuspendu dans du milieu XF et placées dans la plaque prévue
a cet effet. Le méme jour, quatre tests ont été utilisés. Le test du stress mitochondrial, le
test du stress de la glycolyse, le test du niveau glycolytique et le test du niveau d’ATP. Les
différentes drogues ont été placées dans la plaque a injection. Par la suite, la machine
XF96 analyzer a été calibrée et la plaque d’injection mise au-dessus de la plaque de
cellules. Les injections ont été effectuées par la machine ainsi que la réalisation

graphique.




2.7. Analyses statistiques

L'analyse des données a été faite par le logiciel Graphpad Prism. Afin de comparer les
deux groupes entre eux, le test two way ANOVA a été utilisé. Les données considérées
comme statistiqguement significatives ont été appointé d’un astérisque. Si la valeur p est
inférieure a 0,05, le résultat est marqué d’un astérisque (*), si la valeur p est inférieure a
0,01, le résultat est marqué de deux astérisques (**), si la valeur p est inférieure a 0,001,
le résultat est marqué de trois astérisques (***) et si la valeur p est inférieure a 0,0001,
le résultat est marqué de quatre astérisques (****). Dans le cas contraire ou le résultat
n’est pas statistiquement significatif, avec une valeur de p>0,05, le résultat est laissé sans
astérisque ou noté ns. De plus, I'indice de prolifération généré par le logiciel Flowjo a été

ajouté aux résultats obtenus.

2.8. Cytométrie de flux

Anticorps  Conjugué Isotype Concentration Compagnie
Viability BV510 1/1000 Biolegend
stainning
Tagit violet BV421 1/1000 Biolegend
CD69 BV605 Armenian H1.2F3 0.5pug/ml Biolegend
Hamster IgG
CcD8 BV650 Rat LOU/ Rat 53-6.7 0.5ug/ml Biolegend
1gG2a, K
PD1 BV786 Rat 1gG2a, k 29F.1A12 0.5ug/ml Biolegend
IFNy PE-dazzle Rat /IgG1, kappa | XMG1.2 0.2ug/ml eBiosciences
CD25 BUV395 Mouse BALB/c M-A251 0.2ug/ml BD
1gG1, K
CTLA-4 PE Armenian UC10-4B9 0.2ug/ml Biolegend
Hamster I1gG

Tableau 2. - Anticorps utilisés pour les analyses par FACS







Chapitre 3 - Résultats

3.1 K56E n’affecte pas le pourcentage de cellules viables, mais diminue la
prolifération cellulaire

Des études antérieures ont montré que la mutation K56E affectait I'entrée des facteurs
de transcriptions NFkB et NFAT. Nous avons enquété afin de savoir si cette mutation avait
un impact sur la viabilité des cellules T. Apres une activation de 48h avec différents
peptides d’OVA a différentes concentrations, les cellules ont été traitées avec un
marqueur de viabilité. D’autres marquages ont été effectués par la suite, avant que les
cellules ne soient analysées par le cytomeétre. Ainsi nous avons pu détecter le pourcentage
de cellules vivantes dans chaque échantillon. Sur la figure 6, la viabilité a été mesurée par
cytométrie de flux. Nous pouvons donc constater qu’aux différentes concentrations de
peptides, la mutation ne réduit pas la viabilité des cellules KOT1. En revanche, la force du
signal au niveau du TCR semble réguler le pourcentage de cellules viables tant pour les
cellules OT1 que pour les cellules KOT1. ’activation avec le peptide SIINFEKL génére entre
80 a 100% de cellules viables. Ce pourcentage décroit suivant I'activation avec le peptide
Q4. Nous pouvons observer un pourcentage de cellules vivantes aux alentours de 40 a
70%. Enfin, le pourcentage de cellules viables suivant I'activation avec le peptide T4, se
trouve autour de 20 a 60%. Finalement, apres deux jours d’activation, le peptide a forte
affinité (SIINFEKL) semblerait donné a un plus grand nombre de cellules, une meilleure
capacité de survie. En effet, d( a la forte affinité du ligand pour son récepteur, une fois le
peptide lié au TCR, I'interaction chimique entre les deux, gardera le peptide attaché plus
longtemps et le signal qui s’en suivra sera plus long. A contrario, en considérant le méme
nombre de cellules, le peptide T4 a faible affinité va engendrer une interaction plus faible
et possiblement moins longue avec le TCR. Cela aurait pour effet d’activer moins de

cellules d’ou le pourcentage faible de cellules vivantes.
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Figure 6. - Titrage de la viabilité des splénocytes de souris WT et de souris K56E aprés une
stimulation de peptides d’OVA. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (20-30 semaines) ont
été isolées a partir de splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes
concentrations de peptides (0 ; 0.005 ; 0.05 ; 0.5 ; 5 uM). Les peptides suivants, ayant
différentes affinités pour le récepteur T, ont été utilisés pour "activation : SIINFEKL (haute
affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible affinité). (A) Par la suite, les cellules ont été
marguées avec un marqueur de viabilité détectable par cytométrie de flux, aux différentes
concentrations. La méme expérience a été réalisée deux fois supplémentaires (B-C).




Précédemment, nous avons montré que la mutation n’affectait pas la viabilité des cellules
T. Néanmoins, le pourcentage de cellules T viables dépendrait de I'affinité du peptide
pour son récepteur. Etant donné I'importance de SLP-76 dans les cellules immunitaires,
nous avons décidé d’explorer les conséquences de cette mutation sur la prolifération
cellulaire. Les cellules ont été marquées par un traceur de prolifération cellulaire,
nommée tagit-it violet, et activée pendant 48 h. La figure 7 nous montre les résultats
analysés par le logiciel flowjo. Sur la premiere ligne de la figure 7A nous voyons la
prolifération cellulaire des OT1 a différentes concentrations et sur la deuxieme, la
prolifération cellulaire des KOT1. Ces cellules T ont été activées avec le peptide SIINFEKL.
Nous observons trois divisions cellulaires chez les OT1 contre deux divisions pour les
KOT1. A toutes les concentrations, le nombre maximal de cellules se retrouve a la
deuxiéme division. Chez les OT1, aprés 48 h, une population plus grande que les KOT1 a
entamé leur troisieme division. Une minorité de cellules KOT1 semblent continuer leur
cycle jusqu’a la troisieme division. Les histogrammes de |a figure 8A, permettent de mieux
visualiser ce constat. En effet, le pic numéro 2 est le plus élevé tant chez les OT1 que chez
les KOT1. La différence entre les OT1 et les KOT1, dans le nombre de cellules procédant a
la troisieme division, est plus appréciable et évidente sur la figure 8A. Aussi, le nombre
de cellules allant en premiére division (pic 1) est plus élevé chez les KOT1. Cette
observation ne peut étre faite qu’avec la concentration 0.005 uM de peptide SIINFEKL
bien que pour toutes les concentrations, les KOT1 ne semblent pas arriver jusqu’a la
troisieme division. En comparant les OT1 activés avec les trois peptides SIINFEKL (figure
8A), Q4 (figure 8B) et T4 (figure 8C), nous avons remarqué que plus la concentration de
peptide est élevée, moins il y a de cellules arrivant a la derniére division sur le total de
division observée. A la suite de I'activation avec le peptide Q4 et T4, jusqu’a quatre
divisions ont été observées pour les OT1 contre trois pour les KOT1 (figure 7B et 7C). Avec
le peptide a moyenne affinité, nous voyons qu’une plus grande population de cellules OT1
et KOT1 arrive en troisieme division (figure 8B) comparée aux cellules activées avec le
peptide SIINFEKL (figure 8A). De plus, nous avons constaté que I’activation avec le peptide

a faible affinité T4 (figure 8C) engendrait une population d’OT1 légerement plus grande a




la quatrieme division contrairement au peptide Q4 (figure 8B). Ceci, méme a une
concentration élevée telle que 5 uM. Finalement, la mutation semble réduire le nombre
de divisions cellulaires. Il est probable qu’elle ralentisse le cycle de division cellulaire
puisqu’en 48h, il y a toujours une division en moins chez les cellules KOT1. L'indice de
prolifération (IP) des KOT1 est, indépendamment du peptide et de la concentration,
inférieur a celui des OT1. Ces résultats suggerent que la rupture de la liaison de SLP-76 a
RanGAP semble agir sur le temps de division cellulaire des cellules T. Si nous portons un
regard global sur les figures 6 et 8, nous remarquons quelque chose d’intéressant. En
effet, plus I'affinité du peptide d’OVA diminue, plus la viabilité des cellules T diminue.
Pourtant, lorsque I'affinité ainsi que la concentration du peptide diminuent, la

prolifération cellulaire augmente.
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Figure 7.- Impact de I'affinité des peptides d’OVA sur la prolifération cellulaire. Les cellules
T de souris OT1 et KOT1 (6-10 semaines) ont été isolées a partir de splénocytes, marquées
avec un traceur de prolifération et activées pendant deux jours avec différentes
concentrations de peptides (0 ; 0.005 ; 0.05 ; 0.5 ; 5 uM). Les peptides suivants, ayant
différentes affinités pour le récepteur T, ont été utilisés pour "activation : SIINFEKL (haute
affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, les cellules ont été analysées
par cytométrie de flux, aux différentes concentrations. Prolifération des cellules T OT1 et
KOT1 activées avec 0,5 uM de peptide SIINFEKL (A), 0,5 uM de peptide Q4 (B) et 0,5 uM de

Comp-BVAT-A : tagit

peptide T4 (C).(n=3)

Comp-BVA1-A " tagit

w0 10 w
Comp-BV421-A " tagit

Comp-BV421-A : tagit

o 10 10 w0

Comp-BV21-A " tagit




(A) oT1 [1KOT1

0 uM 0.005 uM 0.05 pM 0.5 uM 5uM
IP:1.50 . IP:1.73 2 IP:1.64 IP:1.57 | IP:1.56
3,1
P:1.27 | IP:1.50 2"| [1P:1.6 /nl IP:-150 |.1 IP:1.46 |
| N | I if
i Il i i
/}| /3’I| | I‘ A /j lLI'\/\ fl LI“IV"\ ,J’ IJ ll'(\

T T T
3 a £ 3 3 4 5 3 3 4 3
10 o w0 ) L 0 0 10 100 -0 [ W0 ] 1w o 10 w w g L] 10 0 0

Comp-BVA21-A - fagit Comp-BVA1-A ~ 1apit Comp-BV421-A - tagit Comg-BVA21-A tagit Comp-BVA21-A "~ fagit
(B)
0O uM 0.005 uM 0.05 uM 0.5 uM 5uM
IP:1.31 1 IP:2.21 3] IP:2.10 IP:1.86 ) IP:1.85
a2 '
1

.|P:l‘35 |!| IP:1.88 3|'|[|2 IP:1.87 |I| |' IP:1.87 . ‘I| IP:1.78 F|
l j”n”ﬁ |H||||| ‘ '”'ﬂ |'r‘| l
| \J | 1 4 I

A y ' y ' S S0
Comp-Bv421-A 1agit Comp-BV421-A - tagit Comp-BV421-A tagit Comp-BV421-A - 1agit Comp-BV421-A “tagit
(C)
0pM 0.005 pMm 0.05 uM 0.5 uM 5uM
IP:1.38 " IP:2.05 3| IP:2.08 [ IP:2.00 I IP:1.94
2
a 1

IP:1.54 | IP:1.72 2|' IP:1.74 || IP:1.89 |'|’| IP:1.79 ||

||I I_I||1 Iﬂ|‘ |||| lf'Hl
I 3H\|F |\||ﬂ ‘||| ||||1I
A\ JVL JULL AT J

A\ po y. N N N

™
3 4 3 4 5 4 5 3 3 4 5 4
w o w? W 0’ w0 10’ 10 o w o W’ o 10 w0 o 10 o w e o 10 1

Comp-BVA21-A tagit Comp-BVa21-A tagit Comp-8va21-A tagh Comp-BV421-A  tagh Comp-BV421-A - tagit

Figure 8. - Impact de I'affinité des peptides d’OVA sur la prolifération cellulaire telle que
montré par le diagramme a point (dot plot). Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (6-10
semaines) ont été isolées a partir de splénocytes, marquées avec un traceur de prolifération
et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides (0 ; 0.005 ; 0.05
, 0.5, 5 uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le récepteur T, ont été
utilisés pour [l'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible
affinité). Par la suite, les cellules ont été analysées par cytométrie de flux, aux différentes
concentrations. Histogrammes de la prolifération des cellules T OT1 et KOT1 activés avec
(A) 0,5uM de peptide SIINFEKL, (B) 0,5 uM de peptide Q4 et (C) 0,5 uM de peptide T4. Au
moyen du logiciel FlowJo les indices de prolifération (IP) ont été ajoutés sur les
histogrammes. (n=3)




3.2 L’affinité des peptides affecte I'expression de PD1

Ensuite, nous avons procédé a I'analyse du marqueur d’activation et d’épuisement, PD1
(figure 11 — annexes 2 et 6). Sur deux expériences sur trois, PD1 était exprimé a environ
80 % avec le peptide SIINFEKL chez les souris agées de 20 a 30 semaines (figure 11A). Pour
des raisons que I'on ignore, a la troisieme expérience, I'expression de PD1 n’atteint que
20 % (pour les OT1) et 35 % (pour les KOT1). Sur la figure de gauche et de droite (figure
11A) PD1 est exprimé a 30-40 % pour les peptides Q4 et T4. A contrario, sur le graphique
central, 'expression de PD1 atteint les 70-80%. Malgré certains résultats significatifs, le
niveau d’expression de PD1 reste semblable entre les groupes OT1 et KOT1. Ces résultats
suggerent que la dépendance du signal aux peptides differe pour IFNy et PD1. Cependant,
malgré un contraste évident entre le comportement d’IFNy (figure 11) et de PD1, il
semble il y avoir une dépendance entre la force du signal et I'expression de PD1. Afin de
comparer si I’age avait un impact sur I'expression de PD1, nous avons effectué la méme
expérience avec des souris agées entre 7 et 10 semaines (figure 11B). De manieére
surprenante, nous avons pu observer que chez les souris plus jeunes, les cellules T
mutantes semblent avoir une expression de PD1 inférieur ou égal aux cellules T de type
sauvage. De plus, chez les jeunes souris, I'expression de PD1 s’avére ne pas étre
influencée, par la force du signal délivré par le peptide. Finalement, la mutation K56E SLP-

76 ne semble pas impacter les cellules activées avec le peptide a fortes et a faible affinité.
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Figure 11. - L’affinité des différents peptides d’OVA peut controler I'expression de PD1 a
la surface des cellules T des souris OT1 (sauvages) et chez les KOT1 (mutantes). Les cellules
T de souris OT1 et KOT1 ont été isolées a partir de splénocytes et activées pendant 2 jours
avec différentes concentrations de peptides (0 ; 0.005 ; 0.05 ; 0.5 ; 5 uM). Les peptides
suivants, ayant différentes affinités pour le récepteur T, ont été utilisés pour 'activation :
SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, la quantité
de PD1 exprimés a la surface des cellules T, a été détectée par cytométrie de flux. (A)
Comparaison de la proportion de cellules T CD8*PD1* entre les différents peptides chez les
souris OT1 et KOT1 (20 a 30 semaines) a la concentration 0.5 uM. (B) Proportion de cellules
T CD8*PD1* entre les différents peptides chez les souris OT1 et KOT1 (7 a 10 semaines) a la
concentration 0.5 uM.(n=3)

3.3 K56E réduit I’expression des récepteurs CTLA-4 et CD25 induit par
peptides

En continuant sur I'analyse des marqueurs de surface, nous avons utilisé une approche
similaire pour évaluer I'expression du récepteur de I'lL-2, CD25 et le point de contréle,
CTLA-4 (figure 12 — annexe 4). L’expression de CD25 et CTLA-4 est similaire a celle d’IFNy
(figure 12). Ces résultats ont été obtenus a partir de cellules T de souris jeunes (7-10
semaines). Toutefois, il est possible de voir une différence statistiguement significative
entre les OT1 et les KOT1, et ce, pour chaque peptide (figure 12 A et B). Ces résultats

suggerent la possibilité que le signal 3, délivré via le récepteur de I'lL-2 (CD25), influence




la réponse d’IFNy (figure 11). CTLA-4, qui est un récepteur inhibiteur, est aussi un
indicateur d’activation de la cellule. Ainsi, sur la figure 12A, nous observons que pour
chaque concentration et chaque peptide, les cellules OT1 sont plus activées que les
cellules KOT1. Cette différence, dans I'expression de CD25, entre les OT1 et les KOT1
(figure 12A) pourrait aussi expliquer la différence dans le nombre de divisions cellulaires
(figure 8). Alors que les OT1 expriment davantage le récepteur CD25 que les KOT1, elles

proliférent aussi davantage (figure 8).
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Figure 12. - La mutation K56E peut controler I'expression de CTLA-4 et CD25. Les cellules
T de souris OT1 et KOT1 (7-10 semaines) ont été isolées a partir de splénocytes et activées
pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides (0 ; 0.005; 0.05; 0.5 ; 5
uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le récepteur T, ont été utilisés
pour I'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible affinité). (A)
Par la suite I'expression du récepteur de surface a été détectée par cytométrie de flux, par
marquage de surface, aux différentes concentrations. (B) Comparaison de la proportion de
cellules T CD8*CTLA-4*CD25* entre les différents peptides chez les souris OT1 et KOT1 aux
concentrations 0.05 uM, 0.5 uM, 5 uM (de gauche a droite). (C) Comparaison de la
proportion de cellules T CD8*CTLA-4*CD25* en fonction de I'affinité de chaque peptide chez
les souris OT1 (a gauche) et les souris KOT1 (a droite).




3.4 K56E affecte I'induction de la cytokine effectrice IFNy, induit par des
peptides

L’étape suivante a été d’observer I'effet de K56E sur les fonctions effectrices des cellules
T. La figure 11 (et annexe 5) représente des analyses faites sur des souris agées de 20 a
30 semaines. La figure 12 (et annexe 3) représente des analyses faites sur des souris agées
de 7 a 10 semaines. Les peptides SIINFEKL, Q4 et T4 induisent tous I'expression d’IFNy
entre 0.005 puM et 5 uM. Comparées aux cellules OT1, les cellules mutantes semblent
induire un niveau plus faible d’IFNy. Suivant I’activation avec le peptide SIINFEKL,
I’expression maximale se trouve autour de 40% (figure 11A). Aprés activation avec le
peptide Q4, il n’y avait que peu de réponses (figure 11A). Quant a I'activation avec le
peptide T4, elle n’engendre pratiquement aucune réponse. Plus I'affinité du peptide pour
le TCR diminue, plus la production d’IFNy diminue aussi. Nous avons pu faire cette
observation non seulement chez les souris agées de 20 a 30 semaines (figure 11), mais
aussi sur les souris agées de 7 a 10 semaines (figure 12). Cette tendance est d’autant plus
visible lorsque nous comparons la production d’IFNy entre les peptides ala méme
concentration (figure 11B). La mutation de SLP-76 ne semble pas impacter la production
d’IFNy de maniere significative, de facon générale. En revanche, la mutation semble avoir
un effet sur les cellules activées par le peptide SIINFEKL a 0.05 uM. Par la suite, nous avons
effectué une expérience similaire sur des souris de 7 a 10 semaines. Tandis que les cellules
T des souris plus agées (20-30 semaines) produisaient jusqu’a 50% d’IFNy, les cellules T
des souris plus jeunes (7-10 semaines) en produisaient jusqu’a 90% (figure 12A). La
mutation parait avoir un effet significatif sur les jeunes souris (figure 12B). En effet, a de
faibles concentrations telles que 0.05 uM la production d’IFNy est plus faible chez les
KOT1. Cet effet est couvert a des concentrations plus élevées telles que 0.5 uM et 5 uM
(figure 12B) avec le peptide SIINFEKL. Qu’importe la concentration de peptides a
moyenne affinité, la production d’IFNy est régulée par la mutation (figure 12B). En
revanche, la mutation ne semble réguler la réponse du TCR qu’a des concentrations
supérieures a 0.05 uM pour le peptide T4 (figure 12B). A la figure 11C et figure 12C nous

observons les effets de I'affinité des peptides. Plus I'affinité du peptide est faible, plus le




pourcentage d’IFNy produit par les cellules T est faible. Cette observation peut étre faite
aux différentes concentrations d’activation. Ces résultats suggérent que la production
d’IFNy, des cellules T OT1 et KOT1 des souris plus agées, est régulée préférentiellement
par I'affinité des peptides. De plus, ces résultats suggérent que les cellules T de souris plus

jeunes sont plus sensibles a la mutation SLP-76 K56E, mais également a I'affinité des

peptides.
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Figure 11. - L'affinité des différents peptides d’OVA peut contréler la production d’IFNy
dans les splénocytes des souris OT1 (sauvages) et KOT1 (mutantes) agées de 20 a 30
semaines.Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (20-30 semaines) ont été isolées a partir de
splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides (O,
0.005;0.05; 0.5, 5uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le récepteur
T, ont été utilisés pour I'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne affinité), T4
(faible affinité). (A) Par la suite, la quantité d’IFNy produite a I'intérieur des cellules T, a été
détectée par cytométrie de flux, par marquage intracellulaire. (B) Comparaison de la
proportion de cellules T CD8*IFNy* entre les différents peptides chez les souris OT1 et KOT1
aux concentrations 0.05 uM, 0.5 uM, 5 uM (de gauche a droite). (C) Comparaison de la
proportion de cellules T CD8+IFNg+ en fonction de I'affinité de chaque peptide chez les
souris OT1 (a gauche) et les souris KOT1 (a droite). (n=3)
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Figure 12. - L'affinité des différents peptides d’OVA peut controler la production d’IFNy
dans les splénocytes des souris OT1 (sauvages) et KOT1 (mutantes) agées de 7 a 10
semaines. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (7-10 semaines) ont été isolées a partir de
splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides (O ;
0.005;0.05,;0.5; 5 uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le récepteur
T, ont été utilisés pour 'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne affinité), T4
(faible affinité). (A) Par la suite, la quantité d’IFNy produite a l'intérieur des cellules T a été
détectée par cytométrie de flux, par marquage intracellulaire. (B) Comparaison de la
proportion de cellules T CD8*IFNy* entre les différents peptides chez les souris OT1 et KOT1
aux concentrations 0.05 uM, 0.5 uM, 5 uM (de gauche a droite). (C) Comparaison de la
proportion de cellules T CD8*IFNy* en fonction de I'affinité de chaque peptide chez les souris
OT1 (a gauche) et les souris KOT1 (a droite). (n=3)

3.5 K56E affecte les fonctions cytotoxiques des cellules T induites par
peptides

Jusqgu’ici, nous avons montré comment la réponse a lI'antigene OVA et ses variants
pouvaient moduler I'expression de cytokines et de récepteur de surface cellulaire. Par la
suite, nous avons procédé a I’évaluation de la fonction des cellules OT1 et KOT1 en
réponse aux peptides d’OVA. Nous avons donc mis en place un essai cytotoxique. Aprés
avoir activé les cellules pendant 4 jours avec les peptides, elles ont été mises en co-culture
avec les cellules cibles a différents ratios Effector : Target (E:T). Ces dernieres sont des
cellules cancéreuses du mélanome, nommeées EL4 exprimant OVA (figure 13). Nous avons

donc évalué le pourcentage de cellules cibles pulsed (exprimant le peptide OVA) tuées par




les lymphocytes T au cours d’un essai cytotoxique. Aprés activation avec le peptide
SIINFEKL (en haut a gauche) nous observons qu’au ratio 5 : 1 les cellules OT1 tuent
davantage les cellules cible que les cellules KOT1. Cela pourrait refléter leur moindre
niveau d’activation. Au ratio le plus élevé 10 : 1, il y a aussi une différence significative
entre les OT1 et les KOT1. La mutation K56E SLP-76 semble controler la capacité de tuer
a de faibles ratios. En réponse a I'activation par Q4 (en haut a droite), il y a de différence
statistiquement significative entre les OT1 et les KOT1 a tous les ratios. Alors que le
peptide SIINFEKL donnait la capacité aux cellules T de tuer jusqu’a 100 % des cellules
cibles au ratio 20: 1, le peptide Q4 ne permettait qu’une mortalité de 60 % au méme ratio
(résultats non montrés). Etonnement, lors d’une activation de faible intensité avec le
peptide T4, les cellules KOT1 tuent davantage de cellules cible au ratio 10 :1. Au ratio plus
faible 5 : 1, il n’y a pas de différence entre les OT1 et les KOT1. Tandis que les cellules
KOT1 avaient une capacité de tuer moindre, comparée aux cellules OT1 avec les peptides
SIINFEKL et Q4, nous observons le contraire avec I'activation au T4. En effet, au ratio 10:1,
le pourcentage d’EL4 morte est significativement supérieur chez les KOT1. Malgré ce
résultat, nous voyons une tendance liant I'affinité du peptide aux fonctions effectrices des
cellules T. Les cellules unpulsed (n’exprimant pas le peptide OVA) ont été utilisées comme
contrdle afin de montrer I'efficacité de I’expression d’OVA par les cellules cibles. Avec les
peptides SIINFEKL, Q4 et T4, il y a une augmentation du pourcentage de cellules mortes
avec I'augmentation du ratio effector : target. Finalement, ces résultats suggérent que la
mutation K56E n’agit sur la fonction effectrice des cellules que lorsqu’elles sont activées

par SIINFEKL et Q4.
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Figure 13. - Le degré de force d’activation des cellules T chez les souris OT1 et KOT1
impacte la cytotoxicité des cellules T a différents ratios. Les cellules T de souris OT1 et
KOT1 ont été isolées et activées avec 0,5 uM des différents peptides d’ovalbumine (SIINFEKL
, Q4 ; T4). Apres trois jours d’activation, I'essai cytotoxique a été réalisé a différents ratio
(E:T). La lignée cellulaire cancéreuse EL4 a été utilisée comme cibles pour les cellules
cytotoxiques. Ces derniéres ont été forcées a exprimer la molécule d’ovalbumine (groupe «
pulse ») tandis que d’autres ne I'ont pas été (groupe « unpulsed »). Le pourcentage de
cellules mortes a été mesuré par cytométrie de flux et les résultats ont été analysés par le
logiciel Prism. (P<0.05 = *; P<0.01= **; P<0.001= ***; P<0.0001= ****),

La Figure 14 nous permet de mieux observer I'effet de la force du signal au TCR sur la
fonction cytotoxique de la cellule T. Au ratio 5 : 1, la mutation semble contréler la
cytotoxicité de la cellule. Ce contrdle ne s’exerce que lorsque les cellules T sont activées
par SIINFEKL et Q4. La réponse des cellules T KOT1 ne semble pas étre impactée par la
mutation, lorsqu’activée avec le peptide T4 au ration 5:1. Cette observation semble
révéler le fait que la liaison entre SLP-76 et RanGAP1 régule les réponses qui ont un fort

signal d’activation. A un ratio plus élevé tel que 10 : 1, le peptide T4 semble renverser la




tendance. En effet, pour une raison inconnue, les cellules KOT1 semblent tuer plus de
cellules cibles en réponse a I'activation au peptide T4. Plus le ratio (Effector : Target)
augmente, plus le pourcentage de cellules cibles tuées augmente, autant chez les OT1 et

les KOT1. Aussi, plus I'affinité du peptide est faible plus la cytotoxicité de la cellule

diminue.
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Figure 14. - Le peptide a faible affinité semble renverser I'impact de la mutation K56E.
Les cellules T de souris OT1 et KOT1 ont été isolées et activées avec 0,5 uM des différents
peptides d’ovalbumine (SIINFEKL ; Q4 ; T4). Aprés quatre jours d’activation, l'essai
cytotoxique a été réalisé a différents ratio. La lignée cellulaire cancéreuse EL4 a été utilisée
comme cibles pour les cellules cytotoxiques. Le pourcentage de cellules mortes a été mesuré
par cytométrie de flux et les résultats ont été analysés par le logiciel Prism. (P<0.05 = *;
P<0.01= **; P<0.001= ***; P<0.0001= ****),

3.6 K56E affecte le métabolisme induit par anti-CD3/CD28 et par peptides

Apres avoir évalué différents marqueurs intra et extracellulaires, il était évident de
regarder les propriétés métaboliques des cellules. De plus, il était intéressant de se
demander si la cytotoxicité élevée des lymphocytes T WT comparés aux K56E était due a
un changement métabolique dans la glycolyse ou dans la phosphorylation oxydative.

Nous avons donc procédé a un seahorse pour évaluer le métabolisme (figure 15).




Initialement, les cellules T WT et K56E ont été utilisées afin de confirmer d’autres résultats

obtenus par notre laboratoire.

Les kits de la compagnie Agilent nous ont permis d’analyser les différents processus
entourant la glycolyse. De nombreux résultats ont pu étre extraits de cette expérience.
Dans le kit du taux glycolytique (figure 15A), deux drogues sont utilisées: la
roténone/Antimycine A (Rot/AA) et le 2-Désoxy- glucose (2-DG). Respectivement, ces
drogues permettent linhibition de la chaine de transport d’électrons dans la
mitochondrie et I'inhibition de la premiére enzyme impliquée de la glycolyse. A la
premiere injection, il y aura augmentation de la glycolyse pour pallier a la perte de proton
H* dans la glycolyse. Tandis qu’a la deuxieme injection, la glycolyse va diminuer. Dans le
test de stress mitochondrial (figure 15B), les drogues utilisées étaient I'oligomycine, le
FCCP (Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxy phenylhydrazone) et la Rot/AA. Ces drogues
agissent toutes sur différents complexes de la chaine de transport d’électron.
L’oligomycine inhibe le complexe V (ATP synthase) et réduit a son niveau basal, la
consommation d’oxygene. En revanche, le FCCP va favoriser la consommation d’oxygéne,
en inhibant le flux de proton a travers la membrane mitochondriale. La cellule atteindra
alors sa consommation d’oxygéne maximale. La Rot/AA va par la suite diminuer le
transport d’électron sans ramener la consommation d’oxygéne a son niveau basal.
Finalement, dans le test du taux d’ATP en temps réel (figure 15C), I'oligomycine et la
Rot/AA ont été utilisés. Sachant que ces deux drogues régulent a la baisse la chaine

d’électron, d’un coté I'’ECAR augmentera tandis que de I'autre, I’OCR diminuera.

Afin d’évaluer le métabolisme glycolytique, les cellules ont été divisées en trois groupes :
le groupe sans activation (Ctrl), le groupe activé avec seulement de I'anti-CD3 et le groupe
combo (activé avec anti-CD3 et anti-CD28). Si I'on fait une comparaison entre WT et KE,
nous remarquons sur la figure 15A que le taux d’acidité extracellulaire du groupe WT est
supérieur a celui du groupe KE. D’autre part, lors de I'analyse des courbes Ctrl, CD3 et
Combo, nous voyons que ce taux d’acidité augmente avec le degré d’activation des
cellules. En effet, le groupe controle semble avoir un taux d’acidité presque nul. Les

cellules étant inactivées, ce résultat était attendu. Quant aux cellules activées avec de




I’'anti-CD3, elles posseédent un ECAR plus élevé que celles inactivées. Néanmoins, leur
ECAR est plus faible que celui des cellules activées avec I’anti-CD3 et I'anti-CD28 (combo).
Selon la littérature, la voie du récepteur CD28 est intégrante du signal 2 qui participe a la
pleine activation des cellules T. Ainsi, les cellules du groupe combo étant plus activées
gue celles du groupe CD3 utilisent plus la glycolyse que les deux autres groupes. Le méme
constat peut étre fait pour la respiration mitochondriale (figure 15B) et la production
d’ATP glycolytique ou mitochondriale (figure 15C). La mutation K56E semble réguler a la
baisse la glycolyse, la respiration mitochondriale et la production d’ATP glycolytique et
mitochondriale, aprés activation induite par anti-CD3 ou anti-CD3 et anti-CD28. Cette

observation differe d’autres altérations telles que la ligature de PD1 qui cible et inhibe la

glycolyse[38].
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Figure 15. - Le métabolisme des cellules T est diminué par la mutation K56E de la protéine
SLP-76. Les cellules T CD3" des splénocytes WT et K56E ont été isolées et activées avec 1 g
d’anti-CD3 ou 1 ug d’anti-CD3 et d’anti CD28, pendant 24h a 1-2x10° cellules/ml.




L’utilisation des kits de la compagnie Agilent a permis d’analyser I'effet de la mutation K56E
sur les différents aspects du métabolisme cellulaire. (A) Observation de la glycolyse par
mesure du taux d’acidité extracellulaire (ECAR). (B) Mesure de la respiration mitochondriale
par le taux de consommation d’oxygéne (OCR). (C) Mesure de la production d’ATP par la
glycolyse et par la respiration mitochondriale. (n=3)

3.7 La force du signal du TCR affecte le métabolisme

Apres avoir vérifié I'impact de la mutation K56E sur le métabolisme, il semblait intéressant
de pousser un peu plus loin en intégrant I'impact de la force du signal. La figure 16 est
représentative des trois répétions de cette expérience. En effet, contrairement a
I'expérience précédente, les cellules ont été préparées en trois groupes : les cellules
inactivées (Ctrl), celles activées avec le peptide OVA SIINFEKL (forte affinité) et celles
activées avec le peptide OVA T4 (faible affinité). Des découvertes surprenantes ont été
obtenues. Sur la figure 16A, il est possible de voir une différence marquée entre les
groupes SIINFEKL et T4. Le groupe contrdle montre une glycolyse quasi nulle puisque les
cellules sont inactives. Le groupe T4 semble moins utiliser la glycolyse que le groupe
SIINFEKL. Pourtant la mutation ne semble pas affecter I'utilisation de la glycolyse dans les
cellules activées par le peptide T4 ou SIINFEKL. Sur la figure 16B, le groupe contréle a un
métabolisme de glycolyse quasi nulle. Cette observation peut étre faite dans tous les
graphes de la figure 16. Ainsi, il ne serait pas présomptueux de dire que le groupe Ctrln’a
pas d’activité métabolique, quelle gu’elle soit, puisque les cellules sont inactivées.
L'injection de glucose va augmenter la glycolyse donc I'acidification du milieu (figure 16B).
Pourtant, il n'y a pas de différence apparente entre les OT1 et les KOT1 dans le groupe
SIINFEKL. Constat effectué dans les trois répétitions de cette expérience. D’un autre c6té,
un écart semble se dessiner dans le groupe T4 entre les OT1 et KOT1 ol les OT1 ont un
métabolisme plus élevé. Apres la deuxieme injection, il semble y avoir une différence
entre les OT1 et les KOT1 dans le groupe T4. En revanche, une légere différence semble

étre observée entre les groupes T4 et SIINFEKL. A la premiére comme a la deuxiéme




injection, le groupe SIINFEKL a un métabolisme plus élevé que le groupe T4. Cependant,
a partir de l'injection de 2-DG, I'ECAR de tous les groupes diminue et se confond, ce qui
était attendu. En termes de respiration mitochondriale, il y a une différence marquée
entre les groupes SIINFEKL et T4 (figure 16C) a la deuxiéme injection. En outre, la mutation
semble affecter la respiration mitochondriale seulement dans le groupe activé par le
peptide T4, lorsque la cellule atteint sa respiration maximale. Néanmoins, a I'injection de
FCCP, I'OCR est pratiquement identique entre les OT1 et KOT1 dans le groupe SIINFEKL et
T4. Concernant la production d’ATP glycolytique (figure 16D), elle semble similaire pour
les OT1 et KOT1 du groupe SIINFEKL. Pourtant, dans le groupe T4, les OT1 semblent
utiliser la glycolyse plus que les KOT1. Encore une fois, la mutation ne semble pas avoir
d’effet sur les cellules activées par le peptide SIINFEKL, mais sur les cellules activées par
le T4. Quant a la production d’ATP mitochondriale (figure 16D), nous remarquons que le
groupe T4 consomme moins d’oxygene que le groupe SIINFEKL, au niveau basal. Outre
cette observation, il n’y a pas une différence apparente entre les OT1 et KOT1, que ce soit
dans le groupe SIINFEKL ou T4. Ensemble, ces résultats suggérent que la mutation K56E a
plus d’impact sur le métabolisme en condition ex vivo (cellules activées avec des anticorps
anti-CD3 /CD28) que dans des conditions plus physiologiques in vitro (cellules activées
avec des peptides). Cette expérience a été répétée trois fois. Ces résultats suggérent que
le peptide de faible affinité interfére préférentiellement avec le métabolisme des cellules

T.
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Figure 16. - Le métabolisme des cellules T transgénique est diminué par la mutation K563
de la protéine SLP-76. Les cellules T CD8+ des splénocytes OT1 et KOT1 ont été isolées et
activées pendant 3 jours, avec 5 ug de peptides d’OVA & 1-2x10° cellules/ml. L’utilisation
des kits de la compagnie Agilent a permis d’analyser I'effet de la mutation K56E sur les
différents aspects du métabolisme cellulaire. (A) Observation de la glycolyse par mesure du
taux du flux de proton (PER) avec le kit Agilent. (B) Observation de la glycolyse par mesure
du taux d’acidité extracellulaire (ECAR) avec le kit fait par notre laboratoire. (C) Mesure de
la respiration mitochondriale par le taux de consommation d’oxygéne. (D) Mesure de la
production d’ATP par la glycolyse et par la respiration mitochondriale. (n=3)







Chapitre 4 - Discussion

Les cellules T font partie d’un sous-ensemble des cellules immunitaires de I'immunité
adaptative. Elles ont un réle de suppresseur et de régulateur de la réponse immunitaire,
face aux attaques infectieuses et/ou tumorales. Leurs activations via leur TCR et la

signalisation qui en découle sont les clés de leur potentiel destructeur et régulateur.

Alors que différentes protéines sont impliquées dans le processus de signalisation des
cellules T, mon mémoire se concentrera sur le role de l'interaction entre SLP-76 et la
protéine RanGAP1 en réponse a l'activation par antigene. SLP-76 est une protéine
adaptatrice possédant un domaine SAM (sterile-a motif) N-terminal, des motifs tyrosine,
un domaine riche en proline et un domaine SH2 (Src homology 2) C-terminal. Ces derniers
sont nécessaires a la différentiation et a la fonction des cellules T[39]. Des études
antérieures ont démontré que la phosphorylation des tyrosines de SLP-76 par ZAP-70
contribuait, de facon importante, a la pleine activation et la fonction des cellules T[40].
En effet, les cellules T déficientes en SLP-76 présentent une altération dans I’activation de
la phospholipase Cyl (PLCy1), dans la mobilisation du calcium, dans I'activation de la
protéine ERK (Extracellular signal-regulated kinases) et dans la réponse

transcriptionnelle[41, 42].

L'importance de SLP-76 est d’autant plus soulignée par son réle dans le thymus[43]. Des
études ont montré que la déficience de cette protéine bloquait le développement
thymique des lymphoides. En effet, ils ont constaté une absence de thymocytes
doublement positifs (CD4*CD8*) qui ne pouvaient pas étre restaurés par un traitement in
vivo avec des anti-CD3. D’autre part, SLP-76 est également nécessaire en aval pour

permettre I'activation des facteurs de transcription NFAT et NFkB[42].

Précédemment, le laboratoire Rudd a montré que SLP-76 lié a la protéine RanGAP1
sumoylé avait une grande importance au niveau du CPN. Ce n’est que par cette
interaction qu’il peut y avoir une entrée optimale des facteurs de transcription NFAT et

NFkB dans les cellules T[24]. Par microscopie électronique a transmission, ils ont montré



gue la majorité des anticorps anti-SLP-76 se situait au niveau des CPN des cellules T
activées par anti-CD3[24]. lIs ont aussi cartographié la liaison de RanGAP1 au résidu 56 a
la position de la lysine dont la mutation empéche cette liaison et réduit la translocation
des facteurs de transcription dans le noyau. Ce mémoire pose la question a savoir si la
liaison entre SLP-76 et RanGAP1 est préférentiellement impliquée dans les réponses aux
peptides a haute ou faible affinité. Un autre aspect qu’aborde ce mémoire est le réle de

SLP-76 dans le métabolisme des cellules T.

Mon mémoire a permis de définir le réle de SLP-76 au niveau des fonctions intrinséques
de la cellule. En effet, nous avons observé que malgré la diminution du facteur de
transcription menant a la prolifération, le pourcentage de cellules viables n’était pas
affecté. Nous avons constaté que le nombre de cellules vivantes ne diminuait pas de facon
significative avec la mutation. Or, I'affinité des peptides d’OVA pour le TCR semble

diminuer ce pourcentage.

Tandis que nous avons utilisé les peptides SIINFEKL, Q4 et T4, une autre étude, a utilisé
les peptides V4, S4, G4 et D7 (par ordre d’affinité décroissant)[44]. Notre fourchette de
concentrations se situait entre 0.005 uM et 5 pM tandis qu’eux, ont utilisé les
concentrations 0.1 pg/ml, 0.001 pg/ml et 0.00001 pg/ml (UM et pg/ml étant similaire
pour les peptides d’OVA). Malgré ces différences de méthodologie, nous avons trouvé des
résultats similaires aux leurs. Aprés 24h, plus I'affinité du peptide était faible plus le
nombre de cellules vivantes décroissait. Aprés 48h, nous avons observé le méme
phénoméne. Pour expliquer ces évenements, ils ont divisé la mort cellulaire en deux
composantes : le taux de mort initiale et le taux de mort subséquent[44]. Nos résultats
prouvent que la survie des cellules aprés 48h ne dépend pas de la mutation SLP-76 K56E,
ni de la concentration du peptide, mais plutét de I'affinité du peptide. Notre approche
montre I'influence des parameétres concentrations et mutation sur la viabilité cellulaire. Il
aurait été aussi intéressant de montrer comment le facteur temps influence la survie des

cellules, ce qu’a montré le groupe de Mirja Hommel[44].




L’ovalbumine est une protéine, provenant du blanc d’ceuf, qui a été tres bien caractérisé
et utilisé dans de nombreux modéles comme antigéne. Dans la littérature, I'induction

immunologique par I'antigéne OVA peut se faire de différentes manieres[45-51].

Activer des cellules T avec un antigéne se rapproche plus d’'un mécanisme physiologique
gu’une activation avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Malgré une activation in vitro,
il aurait été intéressant d’essayer de mimer encore plus des conditions physiologiques
comme |'on fait le groupe de Thaddeus C. George[50] et le groupe de Leandro J.
Carreno[52]. L'une des limites de notre méthode est qu’elle est peu semblable a la réalité
du vivant. Incuber les cellules T avec des CPA présentant le peptide OVA, nous aurais
permis d’observer le comportement des cellules dans des conditions plus physiologiques.
Finalement, au niveau de la survie cellulaire, la mutation n’agit pas préférentiellement au
peptide a forte affinité ou a faible affinité. Ce résultat était inattendu. Le transport du
cytoplasme au noyau étant régulé a la baisse par la mutation, nous nous attendions a voir
une diminution de la survie chez les KOT1. |l serait envisageable de dire que la mutation
n’affecte pas directement les mécanismes de survie de la cellule, bien qu’elle ralentisse

le transport de facteur de transcription.

Aprés avoir observé la viabilité cellulaire, nous avons procédé a une analyse de la
prolifération des cellules OT1 et KOT1. Pour cela, nous avons activé les cellules pendant
48h en les marquant au préalable avec un marqueur de prolifération. Par la suite, nous
avons procédé a I'analyse par cytométrie de flux. La mutation K56E diminue le transport
de NFAT et NFkB selon I’étude du laboratoire Rudd. Ces derniers étant impliqués dans la
prolifération cellulaire, les résultats obtenus étaient attendus. Nous avons pu constater
gue la mutation K56E diminuait la prolifération des cellules T sans influence de la
concentration ou de |'affinité du peptide. Grace au logiciel FlowJo, nous avons pu intégrer
a nos résultats, lI'indice de prolifération (IP). L'IP nous donne une information
supplémentaire sur la capacité proliférative de la cellule T[53]. Ce dernier appuie notre
propos, car il montre que les cellules OT1 répondent mieux a 'activation, en termes de
prolifération. Ainsi, cela confirme que la mutation réduit la capacité proliférative des

cellules T suite a leur activation. Pourtant, la viabilité des cellules OT1 et KOT1 in vitro est




similaire. Ce constat a été quelque peu surprenant. Les cellules KOT1 sont aussi viables
que les OT1, mais se divisent moins que ces derniéres. Une hypothése serait que la
mutation accélere le processus de sénescence, ainsi, bien que les cellules soient viables,
elles ne se diviseraient pas. De plus, nous avons remarqué que plus I'affinité et la
concentration de peptide sont faibles, meilleure est la prolifération. Or, la plus faible
viabilité est celle des cellules activées avec le peptide de faible affinité T4. Ce résultat a
été trés surprenant et inattendu. Mon hypothése est qu’avec le peptide a faible affinité,
bien que les cellules ne soient pas activées suffisamment pour rester en vie, le peu de
cellules activées I'est suffisamment pour proliférer. En poussant la réflexion, on pourrait
se demander si la mutation K56E SLP-76 n’agirait pas sur le temps de division des cellules.
Une étude faite in vivo a aussi montré que les cellules T, provenant des ganglions
lymphatiques, activés avec un peptide OVA de faible affinité, proliféraient plus que celles
activées avec un peptide de haute affinité[54]. Pourtant, le pourcentage de cellules non
divisées était plus grand chez les cellules T, activées avec le peptide de faible affinité. Ils
ont émis une hypothese intéressante. Selon eux, il y aurait une fenétre critique de force
du signal au TCR permettant de maintenir les fonctions intrinséques de la cellule, sans
effet antitumoral. Ces résultats sont en accord avec les nétres puisque la cytotoxicité des
cellules activées avec un peptide OVA de faible affinité est diminuée par rapport a celle
de cellules activées avec un peptide de forte affinité. Les résultats in vitro du groupe du
Dr Labrecque et du groupe du Dr Sanchez ont aussi montré qu’il y avait une fenétre de
faibles concentrations de peptides OVA, auxquelles il y avait un pic de prolifération[55,
56]. Sortie de cette fenétre, la prolifération diminuait. L’explication du groupe du Dr
Sanchéz pourrait aussi nous aider a expliquer nos résultats. Dans leur étude, ils ont activé
les cellules T avec des macrophages préalablement incubés avec différentes
concentrations de peptides OVA. Seuls les macrophages exposés avec une faible
concentration de peptides ont pu induire la prolifération des cellules T. IIs ont montré que
la prolifération des cellules T est dépendante de |’activation des macrophages[56]. Basé
sur cette étude, il serait possible d’expliquer les résultats obtenus dans ce mémoire. En

effet, 'accroissement de la prolifération avec de faibles concentrations de peptides




d’OVA, pourrait étre di a la présence de CPA dans le milieu, qui aurait une meilleure
capacité d’activation. Finalement, ces résultats suggérent que la force du signal ainsi que
I'affinité du peptide, au niveau du TCR, influe grandement sur les fonctions intrinséques

des cellules T.

D’autre part, il aurait été intéressant de poursuivre ses recherches afin de savoir le temps
de liaison entre le peptide et le récepteur, mais aussi le nombre de fois qu’il y a contact
entre les deux. Cela nous aurait permis d’avoir une autre perspective du réle de I'affinité

du peptide.

Par la suite, nous avons voulu identifier I’effet de la mutation sur les fonctions effectrices
des cellules T. Toujours apres 48 heures d’activation avec différents peptides (SIINFEKL,
Q4 et T4), les cellules ont été marquées avec différents anticorps couplés avec différents
fluorophores. Les résultats ont montré que la population de cellules OT1 et KOT1
exprimant la cytokine IFNy était dépendante de I'affinité du peptide et de sa

concentration.

Une autre étude a démontré le méme résultat. Dans cette étude, des souris de type
sauvage ont subi un transfert adoptif de cellules OT-1 aprés avoir été inoculées avec un
immunostimulant. Suite a cette inoculation, les splénocytes ont été isolés et stimulés ex
vivo avec des peptides a affinité différente. Tout comme moi, ils ont analysé le
pourcentage de cellules exprimant IFNy. Bien que les cellules OT-1 n’aient pas été activées
in vitro directement, plus I'affinité du peptide était faible plus le pourcentage de cellules
exprimant IFNy diminuait[57]. Il aurait été intéressant de faire une activation de cellules
OT1 et KOT1 in vivo, avec différents peptides et d’en analyser les splénocytes. Une autre
étude, a la méthodologie plus proche de la mienne, a aussi montré des résultats
similaires. Aprés avoir incubé des cellules péritonéales avec le peptide OVA, ces derniéeres
ont été mises en contact avec les OT-1 pendant 24h. La quantité d’IFNy en ng/ml a été
mesurée et ils ont observé une corrélation positive entre la production d’IFNy et la
concentration de peptide OVA[46]. Cette étude ne se concentre que sur la quantité d’IFNy

produite et non sur le nombre cellules en produisant. Malgré cette différence, il serait




possible de dire que la concentration du peptide OVA impacte le pourcentage de cellule
T produisant de I'IFNy, mais aussi sa production. Plusieurs autres études ont montré une
corrélation positive entre I'affinité des peptides d’OVA, leur concentration et la
production d’IFNy ou de cellules en produisant[58-64]. Cette observation est constante
malgré les différentes méthodes d’activation. Ces résultats suggerent que pour une
activation complete des fonctions effectrices, les cellules T ont besoin d’un signal
suffisamment puissant. Pourtant, plus I'affinité et la concentration sont faibles, plus les
cellules T proliféerent. Ces résultats suggerent qu’il y a une concentration et affinité
optimale différente pour une meilleure prolifération ou activation compléte des fonctions

effectrices des cellules T.

En faisant I’évaluation de la réponse de I'lIFNy, nous avons remarqué une tendance dans
I'effet de la mutation qui était plus important en réponse a SIINFEKL que le peptide Q4
(affinité intermédiaire) et T4 (affinité faible). Systématiquement, les cellules KOT1
démontraient une réponse plus faible apres activation au SIINFEKL. Cela avait plus
tendance a étre observé a de faibles concentrations de peptide SIINFEKL (soit 0.05 uM)
et non aux concentrations élevées (soit 0.5 UM et 5 uM). Malgré de |légéres variations
entre les expériences, cette tendance était générale. Ces résultats suggerent que I'effet
inhibiteur de K56E peut étre corrigé lorsque les récepteurs de surface sont plus occupés
a cause des concentrations élevées de peptide. Donc, nous pouvons supposé que cet effet
est d0 au titrage de peptides et non spécifiquement a la force du signal, lui-méme. Notre
hypothése est que si la force du signal primait sur les concentrations, nous aurions
observé une différence significative entre les OT1 et les KOT1, avec le peptide SIINFEKL, a
toutes les concentrations. Ce qui n’est pas le cas, ici. L'impact de K56E sur les cellules T
activées par Q4 et T4 s’est observé sur des souris plus jeunes. En effet, alors que chez des
souris plus agées, la concentration élevée de peptide corrige I'effet de la mutation, il en
est autrement chez les souris plus jeunes. Aux concentrations 0.5 uM et 5 uM, nous avons
observé une diminution du pourcentage de cellules KOT1 IFNy*. Ainsi, chez les jeunes
souris, malgré I'augmentation de la concentration de peptides, |'effet de K56E reste

dominant. Ces résultats suggerent que la mutation agit préférentiellement sur les cellules




KOT1 plus jeunes en réduisant leurs fonctions effectrices. Selon la littérature, la force du
signal au TCR est un élément décisif dans |’activation et la différenciation des cellules T et
donc dans I'immunothérapie[54]. Bien que le modele de force du signal ne soit pas en
tous points compris, il suggere que I'activité des cellules T dépend de I'affinité du ligand
au TCR[65]. Lorsque nous avons comparé les peptides de différentes affinités, nous avons
pu constater que la force du signal influencait le pourcentage de la population produisant
de I'lFNy. Il y a donc, une corrélation positive entre I'affinité du peptide et la production
d’IFNy. Cette observation suggere qu’indépendamment de la mutation, la production
d’IFNy suit le modeéle de force du signal au TCR. De plus, la réponse IFNy est importante a
soulever étant donné le role crucial de cette cytokine dans les fonctions immunitaires,
telle que la destruction des cellules tumorales. Nous avons également évalué I'effet de
I'affinité des peptides, ainsi que celui de la mutation sur la production de granzyme B. Les
résultats ont été volontairement omis, car ils étaient treés divergents et ne permettaient
pas d’établir une conclusion. Cependant, basé sur les résultats de la production d’IFNy et
de la cytotoxicité des cellules, nous nous attendrions a une augmentation de la
production de Granzyme B suivant I'affinité du peptide. Deux études confrontent cette
hypothése, I'une la confirmant[63], tandis que I'autre la réfute[57]. Cette divergence au
niveau de la littérature rend d’autant plus I'analyse des résultats. Néanmoins, une
corrélation positive entre I'affinité du peptide et la production de granzyme B pourrait
expliquer la corrélation entre la cytotoxicité des cellules T et I'affinité du peptide. De
méme, l'analyse de perforine aurait été pertinente afin de vérifier s’il y avait une

corrélation avec la cytotoxicité des cellules T.

Fait intéressant, la mutation K56E ne semble pas affecter, de maniere constante, le
pourcentage de cellules exprimant PD-1. De méme, I'expression en surface de PD1 ne
semble pas étre affectée (résultats non montrés). Ce résultat est surprenant puisque nous
nous attendions a une augmentation du pourcentage de cellules exprimant PD1 chez les
cellules KOT1 par rapport aux cellules OT1. Pourtant, malgré une différence de
pourcentage entre les expériences, une légere tendance a été observée dans cette

population suivant I'affinité du peptide. Ces résultats suggerent que la mutation K56E ne




controle pas I'expression de PD1, que les souris soient jeunes ou agées. Nous avons aussi
analysé le pourcentage de la population des cellules T exprimant CD69 a la surface
(annexe 1). Il a été possible d’observer que cette population ne dépendait ni de I'affinité
du peptide ni de la mutation. Il y avait une augmentation de la population exprimant
CD69, en fonction de la concentration du peptide, seulement chez les cellules T activées
par OVA-SIINFEKL. Ce résultat était surprenant. En effet, selon la littérature, non
seulement la population exprimant CD69 varie en fonction de I'affinité du peptide, mais

aussi son expression a la surface des cellules T[45, 60, 66].

En revanche, I'effet sur le récepteur de I'lL-2, CD25 et le point de contréle CTLA-4 est bien
plus évident a chaque peptide. Finalement, ces données suggerent que K56E régule
difféeremment les différents points de contréle des lymphocytes T. Dans une étude faite
in vivo, les données sur PD-1 montraient une corrélation positive, statistiquement
significative entre les peptides de différentes affinités[54]. Ce qui vient confronter nos
résultats. A contrario, plusieurs études ont conforté nos résultats sur CD25 et CTLA-4. En
effet, ces études ont montré que le pourcentage de cellules exprimant CD25 et CTLA-4
dépend non seulement de I'affinité du peptide, mais aussi de sa concentration[50, 56, 60,
62, 67]. Peu de recherches sont faites sur I'impact de la force d’activation du TCR sur les
différents points de controle immunologique. Cela laisse place a un nouveau champ de
recherches ouvert par notre étude. Néanmoins, les résultats de ce mémoire suggerent
que les marqueurs tels que IFNy, CTLA-4, CD25 et PD-1 suivent le modele de force du
signal au TCR. Plus haute est I'affinité, plus grande est la population exprimant ces

marqueurs.

L'aspect intéressant de mon travail était de connaitre les effets de la mutation K56E sur
les différentes fonctions de la cellule. L'un des effets importants de cette mutation était
la diminution de la fonction cytotoxique de la cellule T. Les peptides a différentes affinités
ont montré des dissimilitudes dans leur capacité a induire des lymphocytes T cytotoxique.
Néanmoins, une corrélation positive se définit entre I'affinité du peptide et ces fonctions
cytotoxiques. Nous avons pu observer que le ratio effector : target contribuait a I’effet de

K56E. Aux ratios 5: 1, I'effet inhibiteur de K56E est statistiquement significatif avec




presque tous les peptides d’OVA. Cette différence est plus évidente avec SIINFEKL. Avec
le peptide T4, de faible d’affinité, la mutation semble ne pas réduire la cytotoxicité des
cellules T. En revanche, I'effet inhibiteur de K56E était retrouvé seulement avec les
peptides de forte et moyenne affinité, SIINFEKL et Q4 au ratio 10 : 1. Etonnement, K56E
renverse la tendance en augmentant la capacité cytotoxique des KOT1 au ratio 10 : 1.
L'augmentation du ratio semble couvrir petit a petit I’effet de la mutation pour SIINFEKL
et Q4. Ces résultats suggerent que K56E diminue le potentiel cytolytique des cellules T
préférentiellement avec SIINFEKL a un ratio faible. En revanche, avec le peptide T4,
I"augmentation du ratio augmente significativement le potentiel cytotoxique de la cellule
T. Nous ne pouvons pas expliquer ces résultats cependant nos données soutiennent l'idée
que K56E est davantage impliquée dans la réponse avec les peptides a forte affinité et
moyenne affinité. Une autre étude ou les cellules T ont été activées aussi pendant deux
jours avec les peptides SIINFEKL (N4) et T4 et maintenu quatre jours avec de I'IL-2 ont
montré des résultats similaires. En effet, eux aussi ont observé une réponse cytolytique
diminuée avec le peptide a faible affinité. D’autre part, a de faibles ratios E : T, les cellules
activées avec T4 semblent aussi avoir des fonctions cytotoxiques similaires a celles de
SIINFEKL (N4). En revanche, avec un peptide a plus faible affinité (V4) la réponse
cytolytique est diminuée de maniere bien plus évidente par rapport au N4[61]. Ces
résultats soutiennent les nétres, en montrant cette corrélation positive entre I'affinité du
peptide et la capacité cytolytique des cellules T. D’autres études montrent aussi cette

méme corrélation[68, 69].

L'un des effets les plus impressionnants de la mutation K56E était sur la glycolyse, un
processus important pour I'activation des cellules T. Cette régulation a la baisse de la
glycolyse pourrait étre la cause de certains effets inhibiteurs liés a la fonction cytotoxique
de la cellule, par exemple. Apres avoir été activé, avec de I’'anti-CD3 ou le combo (anti-
CD3 + anti-CD28), les cellules T de type sauvage ont montré un métabolisme plus actif
qgue les cellules K56E. En effet, le taux glycolytique ainsi que la production d’ATP via la
glycolyse sont plus élevés chez les cellules WT que chez les cellules K56E. Cela suggéere

gue la mutation agit préférentiellement sur le processus de la glycolyse. En revanche, la




mutation ne semble pas affecter le processus métabolique mitochondrial. Le niveau basal
de la glycolyse ainsi que la compensation glycolytique et la production glycolytique d’ATP
semblent étre affectées par la mutation. L'induction de la respiration maximale par le
FCCP couvre les effets de la mutation pour les cellules WT et K56E activées avec le combo.
Cependant, cet effet couvrant du FCCP, est plus faible chez les cellules WT et K56E
activées seulement de I’'anti-CD3. Aussi, au niveau de la production d’ATP mitochondriale,
la mutation n’a d’effet que sur la production basale d’ATP des cellules WT et K56E activées
avec de I'anti-CD3. Ces résultats montrent que le métabolisme mitochondrial est sensible
au degré d’activation de la cellule. De plus, la mutation K56E ne semble agir sur le
métabolisme de la mitochondrie que lorsque la cellule est stimulée avec de I'anti-CD3.
Cela suggeére aussi que I'impact de la mutation est dépendant de CD28 en ce qui concerne

la mitochondrie.

Pour aller plus loin, nous avons utilisé des cellules OT1 activées avec les peptides d’OVA,
SIINFEKL et T4. Nous cherchions a observer les effets de la force du signal sur le
métabolisme de cellules transgéniques reconnaissant spécifiquement les peptides de
I'ovalbumine. Au niveau de la glycolyse, deux expériences sur trois ont montré une
réduction de métabolisme d0 a l'activation au T4, peptide de faible affinité. Cette
tendance avait aussi été observée avec l'activation a I'anti-CD3 et I'anti-CD28. En
revanche, le taux glycolytique des cellules KOT1 semble ne pas étre affecté par la
mutation, mais seulement par la force du signal. Une tendance s’est aussi observée au
niveau du test du stress de la glycolyse ou il y a eu une réduction du métabolisme
glycolytique entre les OT1 et les KOT1 activées avec T4. Pareillement, deux expériences
sur trois ont montré une réduction du métabolisme mitochondrial avec I'activation au T4.
L'effet de K56E sur n’a pu étre observé que sur les groupes de cellules activées avec T4
apres I'ajout de FCCP. Les résultats sur la production d’ATP mitochondriale et glycolytique
sont moins concluants. Finalement, ces résultats suggerent que la force du signal au
niveau du TCR peut influencer le métabolisme de la cellule OT1 indépendamment de la
mutation et que pour certains processus, la mutation agit préférentiellement sur un signal

faible dans les cellules transgéniques.




Une autre observation trés intéressante était que les cellules T WT comparées aux cellules
T OT-1 avaient un métabolisme glycolytique plus important. A contrario, les cellules T OT-
1 avaient un métabolisme mitochondrial plus élevé que celui des cellules WT. Les résultats
d’une étude sur I'effet de I'dge des souris sur I'immunité antitumorale ont démontré que
les souris OT-1 plus agées sont moins sensibles a I'antigene spécifique OVA. Ainsi, leur
métabolisme s’en trouvait diminué[47]. Nous avons observé ce phénomene avec la
production d’IFNy. Elle était plus élevée chez les souris de moins de 10 semaines. Ceci
révele que si les fonctions antitumorales sont affectées alors hypothétiquement le
métabolisme aussi. |l aurait été donc intéressant de comparer |'effet de K56E sur le
métabolisme sur des souris jeunes versus des souris agées. D’autre part, les fonctions
mitochondriales augmentaient avec le nombre de jours d’activation in vitro[70]. Des
études plus approfondies sur ce point permettraient de connaitre I’effet de la mutation

dans le temps et de déterminer la fourchette dans laquelle I'effet serait maximal.

Nous avons aussi observé une différence entre le métabolisme des cellules de type
sauvage et les cellules mutantes. En effet, I'analyse de seahorse comparant les cellules
WT et K56E, a été faite aprés 24h d’activation. Or, celle comparant les cellules OT1 et
KOT1 a été faite apres 72h. Aprés 24h d’activation, nous avons pu voir une différence
marquée entre le métabolisme des WT et K56E. En revanche, aprés 72h d’activation cette
différence est moins perceptible. Il serait intéressant de pousser I'étude dans ce sens, car
ce résultat est étonnant. En effet, cette différence de métabolisme pourrait prendre son
origine dans le nombre de jours d’activations ou encore la facon dont ont été activées les
cellules. De plus, le défi serait de savoir ce qui influence quoi en premier. Est-ce
I'activation qui influence le métabolisme ou un métabolisme endommagé qui influence
I'activation de la cellule? La question reste en suspens et ouvre a la réflexion. Une
hypothése serait que cette différence proviendrait de I'environnement dans lequel se
trouvent les cellules aprés 24h puis aprés 72h. Par exemple, le pourcentage de cellules

mortes ou de CPA pourrait éventuellement influencer ou biaiser les résultats de seahorse.

Rappelons-nous que la protéine SLP-76 joue un role dans le développement des

thymocytes et que sa délétion provoque une lymphopénie[27, 30]. A travers les différents




stades du développement thymique, la cellule T passe par de multiples réarrangements
métaboliques. Notre étude était focalisée sur les LT CD8*, cependant étudier I'impact de
la mutation K56E sur les différents stades du développement de la cellule T permettrait
de mieux comprendre l'effet de la mutation, lors des différents réarrangements

métaboliques.




Chapitre 5 — Conclusion

Jusqu’ici, peu d’études ont été faites sur la mutation de SLP-76 K56E. Cela en fait un sujet
de choix puisque cette protéine est impliquée dans la réorganisation du cytosquelette, la
mobilisation du calcium, I'activation et la translocation de facteurs de transcription, dont
NFAT et NFkB[4, 20, 21]. Son role s’étend jusqu’a la maturation des thymocytes[26]. Dans
ce mémoire, nous avons montré la portée de I'impact de cette mutation. Bien qu’au
niveau de la viabilité, I’effet inhibiteur de la mutation soit trés faible, voire inexistant, il
en est autrement au niveau de la prolifération. Nos études ont montré que la mutation
K56E réduisait les capacités de la cellule en termes de prolifération, de production de
cytokines, d’expression de récepteurs de surface, de cytotoxicité et de métabolisme.
D’autre part, nous avons pu constater que I'effet de cette mutation était conditionné par
I’age des souris, mais aussi a la force du signal du TCR. En effet, sur divers processus tels
qgue la production de cytokine ou encore la glycolyse, les cellules T mutantes ou non,
étaient beaucoup plus affectées par la force du signal au TCR que par la mutation.
Finalement, nos résultats se sont limités a des tests in vitro. Cela ouvre la voie a d’autres
expériences plus approfondies in vitro, mais aussi in vivo. Ainsi, en connaissant les effets
de cette mutation sur les cellules tumorales, il serait possible de déterminer si nos

recherches seront applicables du point de vue clinique.






Chapitre 6 — Perspectives

Jusqu’a présent, trés peu d’études sont faites sur la mutation SLP-76 K56E. Cela permet
d’avoir le loisir d’explorer un nouveau champ de recherche. De méme, les études faites
sur I'effet de I'affinité des ligands au TCR, sur les points de contréles immunologiques,

sont peu nombreuses.

En effet, la mutation joue un roéle au niveau du NPC, mais aussi au niveau du
développement thymique. Ce mémoire n’est qu’un petit pas vers ce champ méconnu. Il
serait donc pertinent de continuer plus loin les recherches. D’une part, il serait intéressant
de voir si d’autres facteurs de transcription, autre que NFAT ou NFkB, sont impactés par
cette mutation. Si tel est le cas, quelles en seraient les conséquences sur les propriétés
des cellules T CD8* ? Quant au développement thymique, des analyses plus poussées, sur
I'effet de K56E, au niveau des différentes étapes du développement, pourraient nous

donner plus de renseignements sur la spécificité de I'effet de cette mutation.

Pareillement, nos études pourraient étre couplées avec des études enzymatiques. En
effet, elles permettraient de mesurer le temps de liaison de différents peptides au TCR et
nous informeraient davantage sur la raison pour laquelle avec un peptide de faibles

affinités engendrent plus de prolifération qu’un peptide a haute affinité.

Au niveau métabolique, il serait pertinent de tester les effets de la mutation et/ou de

I'affinité des peptides OVA dans le temps (aprés un, deux, trois jours par exemple).

Pour finir, ce mémoire s’est spécifiquement concentré sur I'analyse des LT CD8* in vitro,
cependant il serait excitant de connaitre la porter de cette mutation sur les différents

types de cellulaires immunitaires et dans des conditions plus physiologiques.
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Annexe 1. — L'expression en surface du récepteur CD69 est indépendante de la force du
signal du TCR et de I'effet de la mutation K56E. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (7-10
semaines) ont été isolées a partir de splénocytes et activées pendant deux jours avec
différentes concentrations de peptides (0; 0.005; 0.05; 0.5; 5 uM). Les peptides suivants,
ayant différentes affinités pour le récepteur T, ont été utilisés pour I'activation : SIINFEKL
(haute affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, I'expression de
CD69 a la surface des cellules CD8* a été détectée par cytométrie de flux, au moyen d’un
marquage de surface. (A) Pourcentage de la population CD69* suivant la concentration
croissante du peptide OVA SIINFEKL. (B) Pourcentage de la population CD69" suivant la
concentration croissante du peptide OVA Q4. (C) Pourcentage de la population CD69*
suivant la concentration croissante du peptide OVA T4.
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Annexe 2. — L'expression de PD1 est contrblée par I'affinité des peptides au TCR des
cellules OT1 et KOT1. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (7-10 semaines) ont été isolées
a partir de splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de
peptides (0 ; 0.005 ; 0.05; 0.5 ; 5 uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités
pour le récepteur T, ont été utilisés pour I'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4
(moyenne affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, 'expression de PD1 a la surface des
cellules CD8* a été détectée par cytométrie de flux, au moyen d’un marquage de surface.
(A) Pourcentage de la population PD1* suivant la concentration croissante du peptide OVA
SIINFEKL. (B) Pourcentage de la population PD1* suivant la concentration croissante du
peptide OVA Q4. (C) Pourcentage de la population PD1* suivant la concentration
croissante du peptide OVA T4.




FSC-H

FSC-H

FSC-H

FSC-H

FSC-H

0o uM

0.005 pM

0.05 uM

0.5 uM

5uM

200K 7]

50K

IFNg, FSC-H subset

IFNg, FSC-H subset.
92,0 )

Mg, FSC-H subset__

Ng, FSC-H subset
98,

4lFNg, FSC-H subset.”
99,0

150K 7]

100K 7]

50K

IFNg, FSC-H subset

e

Ng, FS‘C'H subset
056

it

0pM

0.005 pM

0.5 uM

5uM

oT1

KOT1

200K 7]

50k 7]

IFNg, FSC-H subset

IFNg, FSC-H subset
669

IFMg, FSC-H subset
8

200K =]

150K 7

100K 7

IFNg, FSC-H subset
20

0opuM

0.005 uM

0.5 uM

5uM

IFNg, FSC-H subset

952

'Ng, FSC-H subset
509

Ng, FSC-H subset

IFNg, FSC-H subset

073

FNQ, FSC-H subset
%3

FNg, FSC-H subset
389

Mg, FSC-H subset
46,3

86,7
2

FNg. FSC-H subset

3
3

oT1

KOT1

oT1

KOT1




Annexe 3. — La production de la cytokine IFNy est controlée par la force du signal au TCR
chez les souris OT1 et KOT1. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (7-10 semaines) ont été
isolées a partir de splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes
concentrations de peptides (0 ; 0.005 ; 0.05; 0.5 ; 5 uM). Les peptides suivants, ayant
différentes affinités pour le récepteur T, ont été utilisés pour I’activation : SIINFEKL (haute
affinité), Q4 (moyenne affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, la production
intracellulaire d’IFNy chez les cellules CD8* a été détectée par cytométrie de flux. (A)
Pourcentage de la population IFNy* suivant la concentration croissante du peptide OVA
SIINFEKL. (B) Pourcentage de la population IFNy* suivant la concentration croissante du
peptide OVA Q4. (C) Pourcentage de la population IFNy * suivant la concentration
croissante du peptide OVA T4.
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Annexe 4. — L'expression de CTLA-4 et CD25 est contrblée par I'affinité des peptides
d’OVA. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (7-10 semaines) ont été isolées a partir de
splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides (0
;, 0.005 ; 0.05; 0.5, 5 uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le
récepteur T, ont été utilisés pour I'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne
affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, I’'expression de CTLA-4 et CD25 a la surface des
cellules CD8* a été détectée par cytométrie de flux, au moyen d’un marquage de surface.
La population d’intérét est la population double positive CTLA-4* CD25* (carré supérieur
droit). (A) Pourcentage de la population CTLA4*CD25" suivant la concentration croissante
du peptide OVA SIINFEKL. (B) Pourcentage de la population CTLA4*CD25* suivant la
concentration croissante du peptide OVA Q4. (C) Pourcentage de la population
CTLA4*CD25* suivant la concentration croissante du peptide OVA T4.
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Annexe 5. — L'expression de la cytokine IFNy est controlée par I'affinité des peptides
d’OVA. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (20-30 semaines) ont été isolées a partir de
splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides (0
;, 0.005 ; 0.05; 0.5; 5 uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le
récepteur T, ont été utilisés pour I'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne
affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, la production intracellulaire d’IFNy chez les
cellules CD8* a été détectée par cytométrie de flux. (A) Pourcentage de la population IFNy*
suivant la concentration croissante du peptide OVA SIINFEKL. (B) Pourcentage de la
population IFNy* suivant la concentration croissante du peptide OVA Q4. (C) Pourcentage
de la population IFNy* suivant la concentration croissante du peptide OVA T4.
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Annexe 6. — L'expression de PD1 est contrélée par I'affinité des peptides d’OVA chez les
OT1 et KOTL1. Les cellules T de souris OT1 et KOT1 (20-30 semaines) ont été isolées a partir
de splénocytes et activées pendant deux jours avec différentes concentrations de peptides
(0, 0.005; 0.05; 0.5, 5 uM). Les peptides suivants, ayant différentes affinités pour le
récepteur T, ont été utilisés pour I'activation : SIINFEKL (haute affinité), Q4 (moyenne
affinité), T4 (faible affinité). Par la suite, I'expression de PD1 a la surface des cellules CD8*
a été détectée par cytométrie de flux, au moyen d’'un marquage de surface. (A)
Pourcentage de la population PD1* suivant la concentration croissante du peptide OVA
SIINFEKL. (B) Pourcentage de la population PD1* suivant la concentration croissante du
peptide OVA Q4. (C) Pourcentage de la population PD1* suivant la concentration
croissante du peptide OVA T4.
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