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RESUME

4-1BB (CD137) est un membre de la superfamille TNFR qui est impliqué dans la transmission des
signaux de survie aux lymphocytes. TRAF1 est une protéine adaptatrice qui est recrutée par 4-1BB et
autres TNFRs et est caractérisée par une expression tres restreinte aux lymphocytes, cellules dendritiques
et certaines cellules épithéliales. TRAF1 est nécessaire pour I’expansion et la survie des cellules T
mémoire en présence d'agonistes anti-4-1BB in vivo. De plus, TRAF1 est requise en aval de 4-1BB pour
activer (phosphoryler) la MAP kinase Erk impliquée dans la régulation de la molécule pro-apoptotique
Bim. Suite a I’activation du récepteur 4-1BB, TRAF1 et ERK sont impliqués dans la phosphorylation de
Bim et la modulation de son expression. L’activation et la régulation de TRAF1 et Bim ont un réle
important dans la survie des cellules T CD8 mémoires. Dans cette étude, nous avons utilisé une approche
protéomique afin de pouvoir identifier de nouveaux partenaires de liaison de TRAF1. Utilisant cette
stratégie, nous avons identifié que LSP1 (Leukocyte Specific Protein 1) est recruté dans le complexe de
signalisation 4-1BB de maniére TRAF1 dépendante. Une caractérisation plus poussée de I’interaction
entre TRAF1 et LSP1 a montré que LSP1 lie la région unique N-terminal de TRAF1 de fagon
indépendante de la région conservée C-terminal. A D’instar des cellules T déficientes en TRAF1, les
cellules T déficientes en LSP1 ne sont pas capables d’activer ERK en aval de 4-1BB et par conséquent
ne peuvent pas réguler Bim. Ainsi, TRAF1 et LSP1 coopérent en aval de 4-1BB dans le but d’activer
ERK et réguler en aval les niveaux de Bim dans les cellules T CDS. Selon la littérature, le récepteur 4-
IBB n’est pas exprimé a la surface des cellules B murines, mais le récepteur 4-1BB favorise la
prolifération et la survie des cellules B humaines. Cependant, il est important d'étudier l'expression du
récepteur 4-1BB dans les cellules B murines afin de disposer d'un modele murin et de prédire la réponse
clinique a la manipulation de 4-1BB. En utilisant différentes stimulations de cellules B murines
primaires, nous avons identifié que le récepteur 4-1BB est exprimé a la surface des cellules B de souris
suite a une stimulation avec le LPS (Lipopolysaccharides). Une caractérisation plus poussée a montré
que le récepteur 4-1BB est induit dans les cellules B murines d'une maniére dépendante de TLR4 (Toll
Like Receptor 4). Collectivement, notre travail a démontré que la stimulation avec le LPS induit
I’expression du récepteur 4-1BB a la surface des cellules B murines, menant ainsi a 1'induction de
TRAF1. De plus, TRAF1 et LSP1 coopérent en aval de 4-1BB pour activer la signalisation de la Map
kinase ERK dans les cellules B murines de maniére similaire aux cellules T. Les cellules B déficientes
en TRAF1 et les cellules B déficientes en LSP1 ne sont pas en mesure d'activer la voie ERK en aval de
4-1BB et montrent un niveau d’expression du récepteur significativement diminué comparé aux cellules
B d’une souris WT. Ainsi, TRAF1 et LSP1 sont nécessaires pour une expression maximale du récepteur
4-1BB ala surface cellulaire de cellules B murines et coopérent en aval de 4-1BB afin d'activer la cascade
ERK dans les cellules B murines.

Mots clés : 4-1BB(CD137), survie des lymphocytes sains et malignes, co-stimulation, lymphocytes T et
B, TRAFI1, LSP1, leucémie



ABSTRACT ii

4-1BB (CD137) is a member of the TNFR superfamily, which is involved in the transmission of survival
signals in lymphocytes. TRAF1 is an adapter protein that is recruited by 4-1BB and other TNFRs and is
characterized by a very restricted expression in lymphocytes, dendritic cells and some epithelial cells.
TRAF]1 is necessary for the expansion and survival of memory T cells in the presence of anti-4-1BB
agonist in vivo. Also, TRAF1 is required downstream of 4-1BB to activate (phosphorylate) the MAP
kinase ERK involved in the regulation of the proapoptotic molecule Bim. Upon activation of 4-1BB,
TRAF1 and ERK are involved in the phosphorylation of Bim and modulation of its expression. The
activation and regulation of TRAF1 and Bim have an important role in the survival of CD8 memory T
cells. In this study, we used a proteomic approach in order to identify new TRAF1 binding partners.
Using this strategy, we have identified that LSP1 (Leukocyte Specific Protein 1) is recruited to the 4-
1BB signaling complex in a TRAF1-dependent manner. It has been shown that LSP1 is a target protein
for signaling ERK / MAP kinase. Further characterization of the interaction between TRAF1 and LSP1
has shown that LSP1 binds the N-terminal unique region independently of the conserved C-terminal of
TRAF]1. Like the T cells deficient in TRAF1, T cells deficient in LSP1 are not capable of activating ERK
downstream of 4-1BB and therefore cannot regulate Bim levels in T cells. Thus, TRAF1 and LSP1
cooperate downstream of 4-1BB in order to activate ERK and regulate Bim levels in murine CD8 T cells.
According to the literature, the 4-1BB receptor is not expressed on the surface of murine CD19* B cells,
but 4-1BB activation promotes the proliferation and survival of human CD19'B cells. However, it is
important to study the expression of 4-1BB receptor in murine B cells to have a murine model and predict
the clinical response to the manipulation of 4-1BB. Using different stimulation of primary murine
CD19'B cells, we have found that the 4-1BB receptor is expressed on the surface of murine B cells in
response to LPS (lipopolysaccharide) stimulation. Further characterization showed that the 4-1BB was
induced in murine CD19B cells in a TLR4-dependent manner (Toll like Receptor 4). Collectively, our
work has shown that the stimulation with LPS induces the expression of 4-1BB on the surface of murine
B cells leading to the induction of TRAF1. Also, TRAF1 and LSP1 cooperate downstream of 4-1BB to
activate the signaling of the Map kinase ERK in murine B cells similarly to T cells. Similarly, as for the
T cells, TRAF1”" B cells or LSP17- B cells are not able to activate the ERK pathway downstream of 4-
1BB. In addition, the B cells deficient in either TRAF1 or LSP1 show a level of expression of the 4-1BB
receptor significantly decreased compared to B cells from a WT mouse. Thus, TRAF1 and LSP1 are
required for maximal expression of the 4-1BB receptor on the cell surface of murine B cells and
cooperate downstream of 4-1BB to activate the ERK cascade in the murine B cells.

Keywords: 4-1BB (CD137), survival of healthy and malignant cells, co-stimulation, lymphocytes T and
B, TRAFI1, LSP1, leukemia
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

1. Le systéme immunitaire

1.1 Le systéme immunitaire inné et adaptatif

Le systéme immunitaire joue un rdle clé dans la protection du corps contre des agents
pathogénes étrangers, les cancers ainsi que contre les différentes substances toxiques présentes
dans la vie quotidienne. Les mécanismes bien controlés permettent a 1’organisme de se protéger
contre des virus et des microorganismes infectieux qui nous entourent afin de garder 1’équilibre
et le bon fonctionnement du corps. Différents types des cellules participent a la protection contre
les agents pathogenes, dont la plupart proviennent de cellules souches hématopoiétiques de la
moelle osseuse et sont collectivement nommeées les leucocytes. Ces cellules peuvent entrer dans
les deux voies de différentiations, soit la voie my¢éloide impliquant les monocytes/macrophages,
cellules dendritiques, les granulocytes, les plaquettes et les érythrocytes, ou la voie lymphoide,
ce qui donne lieu a des cellules NK (Natural killer) et les lymphocytes (cellules T et B) (Delves,
P., 2007).

Pour étre activées, les cellules du systéme immunitaire doivent détecter la présence d’un
agent pathogene étranger (un antigene) dans 1’organisme, ce qui va déclencher une réaction
connue comme la réponse immunitaire (Delves, P., 2007). Le systéme immunitaire peut étre
divisé en systeme de I’immunité naturelle ou inné et le systéme immunitaire adaptatif (Figure
1). Le systéme inn¢é est composé de cellules phagocytaires et les cellules NK qui sont capables
de reconnaitre des motifs moléculaires spécifiques des antigenes. De plus, le systeme inné est
toujours prét a réagir immédiatement apres la détection d’une grande diversité de pathogenes
étrangers, mais la réponse suivie n’est ni caractérisée par une persistance ni par une spécificité
contre aucun pathogéne spécifique. Par contre, une réponse adaptative prend du temps a se
développer et est caractérisée par une spécificité contre un antigene donné. Cette réponse assure
une protection de longue durée contre un pathogene spécifique car les cellules impliquées dans
la réponse adaptative sont capables de générer une mémoire immunologique spécifique, suite a

la premiére réponse immunitaire (Delves, P., 2007).
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Figure 1. Le systéme immunitaire inné et adaptatif. Le systeme immunitaire inné représente la
premiere ligne de défense contre l'infection. Le systéme inné est composé des cellules phagocytaires
(macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques), des granulocytes (mastocytes, éosinophiles et
basophiles) et des cellules NK. La réponse du systéme inné est rapide et de courte durée. La réponse
immunitaire adaptative est plus lente a se développer, mais elle est caractérisée par une spécificité
antigenique et par la mémoire immunologique. La réponse immunitaire adaptative est médiée par les
lymphocytes B et les lymphocytes T CD4" et T CD8". Les cellules NK-T et les cellules T yd sont des
lymphocytes cytotoxiques qui chevauchent l'immunité innée et adaptative (Modifié d’Ehrlich, E., 2011).

Les principaux joueurs clés de la réponse immunitaire adaptative sont les lymphocytes
T et les lymphocytes B qui, en fait, sont spécifiques pour des antigénes individuels. Lorsqu’ils
rencontrent leur antigene spécifique pour la premiere fois, ils induisent une réponse immunitaire
primaire en produisant non seulement les cellules et molécules pour traiter la menace, mais aussi
des cellules mémoires spécifiques. Ces cellules spécifiques représentent une population de
lymphocytes qui sont développés en nombre et ont la capacité de générer une réponse
immunitaire qualitative et quantitative secondaire supérieure lors d’une nouvelle agression par
ce méme antigéne. L’efficacité et la spécificité de cette réponse repose sur I’existence de
différentes sous-populations préexistantes de lymphocytes, chacune étant capable de reconnaitre
un antigene spécifique. Ce répertoire trés ¢levé de motifs qui peuvent étre reconnus permet
d’enclencher une réponse dite humorale dans laquelle les lymphocytes B sont impliqués dans la
production des anticorps ainsi qu’une réponse dite cellulaire assurée par les lymphocytes T, qui
expriment un récepteur spécifique a leur surface nommé le récepteur des cellules T (TCR).

L’anticorps ou le TCR exprimé par une cellule dite naive peut reconnaitre spécifiquement un
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seul antigéne. Apres la reconnaissance de son antigeéne, chaque population sera amplifiée par
la prolifération et ensuite activée pour la production des anticorps (dans le cas des lymphocytes
B) ou devient effectrice (dans le cas des lymphocytes T) afin de détruire les cellules porteuses
de I’antigéne en question. Aprés I’¢limination de I’antigene, la plupart des cellules de la sous-
population amplifiée meurent par apoptose (mort cellulaire programmée), mais quelques
cellules survivent et assurent la mémoire immunologique. Ces cellules sont prétes a agir plus
vite et plus efficacement lors d’une nouvelle rencontre du méme antigéne en induisant a nouveau
leur activation et prolifération et ce processus est connu comme la réponse immunitaire
secondaire (Delves, P., 2007). En effet, les deux réponses du systéme inné ou adaptatif sont
responsables d’un systéme de défense efficace et remarquable. L’activation du systéme inné se
faisant de maniere immédiate va permettre la défense de 1I’hote contre différents agents
infectieux. En parall¢le de la réponse innée, avec quelques jours de délai, c’est le systeme
adaptatif qui va s’activer par le systtme immunitaire inné permettant I’amplification de la
réponse immunitaire, induisant a la fois une réponse spécifique a l'antigéne et une réponse
mémoire assurant une clairance plus efficace du méme pathogéne si I'organisme y est de

nouveau confronté.

1.2. L’origine et le développement des lymphocytes T et B

Toutes les cellules du systeme immunitaire, dont les lymphocytes, proviennent des cellules
souches hématopoiétiques (HSC pour Hematopoietic Stem Cells) de la moelle osseuse. Ces
cellules donnent la naissance a deux types des cellules souches soit un progéniteur myéloide
commun ou un progéniteur lymphoide commun (Figure 2).

Le progéniteur myéloide commun mene au développement des cellules de la lignée
my¢loide dont les érythrocytes (les globules rouges), les plaquettes, les neutrophiles,
¢osinophiles, basophiles, mastocytes, les monocytes et macrophages. In vivo, les précurseurs
lymphoides communs qui proviennent des HSC se caractérisent par la capacité a reconstituer de
facon restreinte la lignée lymphoide dont les cellules T, B et NK (Natural Killer cells). Le
précurseur lymphoide commun donne aussi la naissance a une petite population des cellules

dendritiques (Figure 2) (Baldridge, M.T., et al, 2011).
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Figure 2. Les cellules du systéeme immunitaire proviennent des précurseurs communs de la moelle
osseuse. La plupart des cellules du systeme immunitaire inné et adaptatif proviennent des cellules
souches hématopoiétiques (HSC pour Hematopoietic Stem Cells) de la moelle osseuse. Deux lignées
principales de cellules immunitaires sont connues : la lignée lymphoide et la lignée myéloide. Le
précurseur lymphoide donne naissance aux cellules du systéme adaptatif, notamment les lymphocytes T,
B ainsi qu’aux cellules NK (Natural Killer Cells) du systeme inné alors que le progéniteur myeloide
commun donne naissance aux cellules du systeme immunitaire inné, dont les érythrocytes (les globules
rouges), les plaquettes, les neutrophiles, éosinophiles, basophiles, les monocytes, macrophages et les
cellules dendritiques (Modifié de Morgan, M.E.).

1.2.1. L’origine et le développement des lymphocytes B

Durant le développement des lymphocytes B on peut distinguer deux phases principales
a savoir : dépendante ou indépendante de la présence d'antigene. La phase de différenciation et
de maturation des lymphocytes B indépendante de I’antigene se déroule dans la moelle osseuse
et aboutit a la génération de lymphocytes B immatures exprimant des immunoglobulines de
surface qui sont capables de reconnaitre un antigéne donné. La phase d’activation et de
différentiation qui dépend de I’antigéne (du soi ou du non-soi) meéne a la formation de
plasmocytes et de cellules B mémoires spécifiques a cet antigéne. En fait, les étapes qui menent
a la différenciation de la cellule souche hématopoiétique a cellule B immature se déroulent dans
la moelle osseuse en absence d’une stimulation antigénique. Lors de la différenciation des
cellules B dépendante de I’antigene, les cellules B immatures (ou naives) qui ont quitté la moelle
osseuse passent par un stade intermédiaire caractérisé par la sélection périphérique. Ensuite, les

cellules B qui ont survécu la sélection périphérique expriment a la surface des IgD et des IgM



et se différencient soit en lymphocytes B conventionnels impliqués dans les réponses humorales
dépendantes des cellules T, soit en lymphocytes B de la zone marginale qui sont impliqués dans
les réponses humorales indépendantes de lymphocytes T (4bbas, A.K. Et al, 2007).

Dans une rate adulte, il y a environ 80% de lymphocytes B folliculaires capables de
coloniser les ganglions lymphatiques qui seront activés apres la rencontre avec leur antigéne
correspondant. En fait, les lymphocytes B peuvent se différentier en plasmocytes (a IgM)
caractérisées d’une courte durée de vie ou peuvent subir les processus d’hyper mutation
somatique et de commutation isotypique et ensuite se différencier en plasmocytes ou en cellules

B mémoires d’une longue durée de vie (Figure 3) (Abbas, A.K. Et al, 2007).
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Figure 3. Les stades du développement des lymphocytes B. Les lymphocytes B proviennent de cellules
souches hématopoiétiques (Hematopoietic Stem Cells) se caractérisant par la présence a leur surface
du marqueur CD34. Le stade pro-B se caractérise par les réarrangements des genes
d'immunoglobulines, I’apparition du marqueur spécifique de surface CD19 et la synthése d'une chaine
lourde u intra cytoplasmique. Dans le stade pré-B, le complexe pre-BCR est formé permettant ainsi a la
cellule de passer au stade ultérieur de la différenciation et d'entrer dans une phase d’expansion clonale.
Puis, dans le stade B immature, une chaine légere classique remplace le pseudo chaine légere et donne
naissance a des IgM de surface conférant a la cellule sa spécificité de reconnaissance de l'antigene. Les
cellules B immatures (ou naives) coexpriment les deux types d’immunoglobulines avec la méme
spécificité et sont sujets a un processus de sélection négative. Au cours de la phase de sélection négative
toutes les cellules qui possédent des immunoglobulines membranaires spécifiques pour les antigenes du
soi sont éliminées et les cellules qui survivent peuvent quitter la moelle osseuse (IgM" IgD") afin de se
rendre dans les organes lymphoides secondaires ou ces lymphocytes vont subir les derniéres étapes de
maturation (Modifié d’Edwards et al, 2006).



Les lymphocytes B mémoires représentent une petite population de cellules capables de
persister sans proliférer jusqu’a plusieurs années chez I’homme. D’ailleurs, les cellules B
mémoires se caractérisent par la capacité de répondre trés rapidement a des pathogénes, de
présenter efficacement I’antigéne aux lymphocytes T lors d’une réponse secondaire ainsi que de
se différencier en plasmocytes. Ces dernicres sont des cellules effectrices de la réponse
immunitaire humorale se caractérisant par une durée de vie courte ou longue selon le type de
signaux recus lors de la stimulation antigénique ainsi que 1’expression a leur surface cellulaire
des marqueurs CD38 et CD138. Les plasmocytes sont impliqués dans la production et la

sécrétion des anticorps pour I’ensemble de I’organisme (4bbas, A.K. Et al, 2007).

1.2.2. L’origine et le développement des lymphocytes T

Les lymphocytes T, comme les lymphocytes B, proviennent des cellules souches
hématopoiétiques qui se différencient dans la moelle osseuse en précurseurs lymphoides
communs. Les précurseurs des lymphocytes T, contrairement aux lymphocytes B, ont besoin de
quitter la moelle osseuse pour se rendre jusqu’au thymus ou ils peuvent atteindre leurs maturité
(Figure 4). Le role principal du thymus est la génération d’un répertoire spécifique de
lymphocytes T capables de reconnaitre tous les antigenes étrangers et bien distinguer les
¢léments du soi (Germain, R.N., 2002).

Le développement des lymphocytes T a lieu dans le thymus. A leur arrivée dans le
thymus, les précurseurs des cellules T nommées "progéniteurs lymphoides thymiques"
n’expriment pas les molécules de surface spécifiques caractéristiques notamment les molécules
CD4 ou CD8. Les lymphocytes passeront par différentes étapes de différenciation menant a
I’expression des molécules de surface spécifiques CD4 et CD8, soit doubles négatives (DN :
CD4°CDS8"), doubles positives (DP :CD4"CD8") et finalement simples positives (SP : CD4" ou

CDS8") avant de devenir matures et migrer vers la périphérie (Figure 4).
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Figure 4. Représentation schématique de différents stades du développement des lymphocytes

T humains et murins et leurs marqueurs correspondants. La migration des précurseurs lymphoides
communs se fait a partir de la moelle osseuse vers le thymus ou les thymocytes terminent leur maturation. Ces
cellules sont appelées thymocytes doubles négatifs (DNI jusqu’a DN4) parce qu ’elles n’expriment pas un récepteur
des cellules T (TCR) fonctionnel ainsi que corécepteurs CD4 ou CDS8, caractéristique des lymphocytes T. Pour
atteindre le stade double positif ou les lymphocytes expriment le TCR et les corécepteurs CD4 et CD8 a leur
surface, les thymocytes doivent passer a travers 4 étapes de maturation pour réarranger les chaines a et  du TCR.
Ensuite, les thymocytes doubles positifs (DP) vont entrer en contact avec les cellules présentatrices d’antigene qui
expriment le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH classe I ou II) en présentant différents peptides
antigéniques du soi. Les thymocytes qui ne répondent pas suffisamment ou réagissent fortement a la présentation
antigénique vont mourir par l’apoptose (sélection négative). Les thymocytes DP qui répondent correctement a la
présentation antigénique du CMH classe Il deviendront lymphocytes T CD4 simples positifs alors que ceux qui
répondent au CMH classe I vont devenir les ymphocytes T CD8 simples positifs. Les lymphocytes T simples positifs
(CD4* ou CD8*) vont quitter le thymus et vont migrer vers la périphérie (Modifié de Weerkamp, F., et al, 2006).

Le stade DN peut étre divisé en quatre étapes de maturation (DN1 a DN4). Les
"progéniteurs lymphoides thymiques" (stade DN1) expriment des niveaux élevés des molécules
de surface CD44 et CD117 (stem-cell factor receptor), alors qu’elles n'expriment pas le CD25
(chaine a du récepteur de l'interleukine-2 (IL-2)). Les cellules dans cet état représentent les
thymocytes immatures qui ont la capacité de générer des cellules NK (Natural Killer), des
lymphocytes B, des cellules dendritiques thymiques ainsi que des lymphocytes T (4rdavin, C.
et al, 1993), (Weerkamp, F., et al, 2006). L’¢étape de développement DN2 est caractérisée par
I’apparition de la molécule de surface CD25 et les cellules ont le phénotype suivant : CD47/
CD8/CDI117"/ CD447/CD25". Ces cellules peuvent générer les deux types de lymphocytes T
(a/B et v/0) ainsi que les cellules dendritiques. Par contre, elles ne peuvent plus se différencier

en cellules B ou NK. Le passage de DN1 a DN2 est accompagné d’une prolifération cellulaire



marquée. Puis, le développement se poursuit par la diminution de I’expression des molécules de
surface CD117 et CD44. Alors, les cellules au stade DN3 sont CD4" /CD8 /CD117 /faible
CD44"/ faible CD25". A cette étape, quatre événements surviennent et marquent le
développement des cellules T, a savoir : le réarrangement des chaines B, y et 6 du récepteur de
surface des lymphocytes T (T Cell Receptor), I’engagement des cellules dans la voie de
maturation exclusive au lymphocyte T (perte de la pluripotence), la sélection B et I’exclusion
allélique (Ardavin, C. et al, 1993), (Weerkamp, F., et al, 2006), (Germain, R.N., 2002). Le
réarrangement des chaines [, y et 6 du TCR est un processus caractérisé par un rapprochement
physique des geénes des différents segments des chaines du TCR, (région constante (C), variable
(V), de diversité (D) ou de jonction (J)) situés a des endroits éloignés, par 1’action sur ’ADN de
recombinases et par épissage de I’ARN. Ce processus menera a I’expression d’un TCR
fonctionnel. Les TCRs de spécificité différente sont générés par les différentes combinaisons
des régions V, D et J. Cependant un des deux loci hérités de la chaine B est réarrangé
fonctionnellement et exprimé sur un lymphocyte T donnée. Ce phénomene survient car le
réarrangement productif d’un locus TCR sur un chromosome inhibe le réarrangement du locus
allélique correspondant sur I’autre chromosome. Le phénomeéne est connu sous le nom
d’exclusion allélique (Uematsu, Y., et al, 1988). Finalement, les lymphocytes qui auront
réarrangé de fagon adéquate la chaine B du TCR vont poursuivre leur maturation, un processus
nomm¢ la sélection . Ainsi, les lymphocytes vont entrer dans une phase de prolifération. La
perte d’expression de CD25 et le commencement du réarrangement de leur loci de la chaine o
du TCR est une caractéristique des cellules au stade DN4. Les dimeres formés de la chaine 3
réarrangée et de la chaine pre-Ta permettront la transduction de signaux pour la maturation au
stade double positif. Dans ce stade, la sélection thymique va prendre place (Uematsu, Y., et al,

1988).

1.2.2.1. La sélection thymique

Le systeme immunitaire efficace permet a son hdte d’éliminer des agents étrangers (les
antigénes) sans réagir contre lui-méme et engendrer 1’auto-immunité. Une telle distinction est
rendue possible grace a la sélection thymique au cours du stade de développement double positif

des cellules T. En effet, la sélection thymique va permettre le passage du stade Double positif
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(DP) au stade Simple positif (SP) exclusivement si le TCR d’un lymphocyte T donné reconnait
les molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢) de I’hote (restriction par le
CMH) et n’a aucune spécificité pour un antigéne du soi. Par contre, si le TCR d’un lymphocyte
reconnait un antigéne du soi avec le CMH de I’héte, ce lymphocyte auto-réactif sera éliminé par
la sélection négative. De plus, si le TCR est incapable de reconnaitre le CMH, la cellule va
mourir. Les thymocytes immatures ne réussissent la sélection positive que dans une proportion
de 5%. Cette sélection positive va permettre d’éliminer par apoptose les cellules n’ayant pas
répondu aux molécules du CMH ou ayant montré une affinité trop élevée pour un complexe
antigéne/CMH, et de sélectionner les précurseurs des cellules T ayant un réarrangement du TCR
correct. Les thymocytes ayant survécu a la sélection positive progresseront vers un stade simple
positif (SP) exprimant soit le corécepteur CD4" ou CD8" selon que le TCR se lie a des
complexes CMH classe II ou CMH classe I respectivement. Les lymphocytes dont le TCR
reconnait les molécules du CMH de classe II deviendront CD4", alors que les cellules T
possédant un TCR reconnaissant les molécules du CMH de classe I deviendront des cellules
CDS8" (Figure 4). Puis, les lymphocytes vont quitter le thymus afin de se rendre dans la
circulation sanguine pour pouvoir circuler jusqu’aux organes lymphoides secondaires, la rate ou
les ganglions lymphatiques ou ils pourront rencontrer leurs antigénes afin d’initier une réponse
immunitaire primaire. Il existe deux types de lymphocytes T : les les lymphocytes T CD4 et les
lymphocytes T CD8 (Germain, R.N., 2002).

La fonction de lymphocytes T CD4" appelés aussi Tu (lymphocytes T « helper »), est
d’activer les lymphocytes T CD8" ainsi que d’autres cellules immunitaires en sécrétant des
protéines solubles (les cytokines) nécessaires pour une réponse immunitaire adéquate. Les
cellules T CD4" sont impliquées dans la reconnaissance des complexes peptides
antigéniques/CMHII présentés a la surface des cellules présentatrice d’antigénes, permettant
ainsi la prolifération des lymphocytes B et la sécrétion d’anticorps. Les deux catégories les plus
importantes de lymphocytes T CD4", se caractérisant par des roles différents dans la réponse
immunitaire, sont les lymphocytes Tui et Tu2 (Romagnani, S., 2000).

Les cellules Tui sont impliquées dans les réponses contre les infections bactériennes
intracellulaires et produisent des cytokines pro inflammatoires comme I’IFNy, I’IL-2 et le TNFa

qui ont un effet sur la fixation des anticorps par les cellules B, sur I’activation des macrophages

10



et des neutrophiles ainsi que sur 1’activation de lymphocytes T CDS8 cytotoxiques (Romagnani,
S., 2000). Les cellules Tz sont impliquées dans la production de 1’IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10,
et IL-13, qui induisent des réponses d'anticorps fortes, y compris les IgE, favorisant la
différenciation et l'activation des éosinophiles. En fait, les cellules T CD4" stimulent
principalement les lymphocytes B afin de produire des anticorps spécifiques.

Une autre sous-population de lymphocytes T CD4, les cellules Thi7, représentent la
premicre sous-population des lymphocytes T effecteurs qui sont générés en réponse a une
infection. Suite a la rencontre avec le pathogene, les cellules dendritiques synthétisent 1’IL-6 et
le Transforming growth factor beta (TGF-B). En absence de I'll-4, d’IFNy ou I'IL-12 les
cytokines suppressives 1I’IL-6 et le TGFf agissent sur le statut de cellules T CD4 naives en les
orientant vers les cellules Tui7 et non Tui ou Tho. Lorsque les cellules Tui7 rencontrent
I’antigéne du pathogéne, elles synthétisent et libérent les cytokines I’'IL-17, I’'IL-21 et I’IL-22.
L’action importante de 1’IL-17 est I’induction de la sécrétion de cytokines et chimiokines par
les cellules environnantes en attirant ainsi les neutrophiles. En effet, la population de cellules
Tui7 est importante pour 1’amplification de la réaction inflammatoire démarrée par le systéme
inné dans le site d’infection (Janeway et al, 2009).

Il y a une petite sous population de lymphocytes T CD4" auxiliaires qui exprime, en plus
du corécepteur CD4, le CD25 ainsi que le facteur de transcription nucléaire Forkhead box
protein 3 (Foxp3) et sont nommées les cellules T régulatrices (Treg). Le facteur de transcription
Foxp3 est essentiel au développement des cellules T reg. La molécule CD25 est la sous-unité
alpha du récepteur a l'interleukine-2 (IL-2). Les cellules T reg sont impliquées dans la
production des cytokines a I’action immuno-régulatrice dont I’IL-10 et le TGF-f ainsi que
dans le contrdle de I’auto-immunité (Romagnani, S., 2000). Une réduction du nombre des
cellules T reg ou une altération de leur fonction méne a certaines maladies auto-immunes comme
le mélanome ou le carcinome a cellules rénales. Un exces des lymphocytes T reg mene a
I’inhibition de 'immunité anti-tumorale (Berger, C.T. et al, 2015). De plus, dans plusieurs
études il a été démontré que dans le sang périphérique, dans les tumeurs primaires et dans les
métastases de patients atteints du mélanome, les lymphocytes T reg sont présents d’un nombre
massif (Jacobs, JFM. et al, 2012). 11 a été démontré que les cellules T reg qui possedent

’activité immunosuppressives peuvent changer leur type et devenir des cellules effectrices.
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Les cellules T reg sont capables de tuer directement les cellules présentatrices d’antigeénes
ou des lymphocytes T effecteurs a 1’aide des granzymes et des perforines. Les cellules T reg
expriment fortement la molécule CTLA4 connue avec son effet inhibiteur. L’interaction de
CTLA4 exprimée a la surface des cellules T reg et les molécules CD80 ou CD86 exprimées a
la surface des cellules présentatrices d’antigéne va mener a I’inhibition de la fonction de CPA
et a ’inhibition de ’expression des molécules co-stimulatrices, ainsi que des cytokines pro-
inflammatoires comme TNFa et IL-6. De plus, les cellules T reg elles-mémes sécrétent des
cytokines inhibitrices comme TGFf et I’IL-10 en inhibant I’activité des CPA et des autres
lymphocytes T (Kindt, T.J. et al, 2008). 11 existe des lymphocytes T CDS8 régulateurs qui
expriment Foxp3 et peuvent étre induites en présence de 1’antigéne et TGFB. En effet le
phénotype de cette population est compliqué et les marqueurs de surface cellulaire comme les
récepteurs de basse et de haute affinité pour I’'IL-2 (CD122 et CD25), le marqueur des cellules
dendritiques (CD11c) ainsi que le régulateur transcriptionnel Foxp3 peuvent étre présentes
(Owen, J.A. et al, 2014).

Les lymphocytes T CD8" (CTL pour Cytotoxic T Lymphocytes) activés se caractérisent
par une activité cytolytique et sont capables d’éliminer différents antigénes étrangers ou des
cellules infectées. Leur activité cytotoxique est le résultat de la production des cytokines pro-
inflammatoires comme le TNFa et la sécrétion des différentes molécules cytotoxiques dont
I’IFNYy, perforine et le granzyme B. Au cours d’une infection par un pathogene, I’activation, la
prolifération et la différentiation des cellules T CD8" naives spécifiques ménent a la génération
d’un grand nombre des cellules T effectrices cytotoxiques (lymphocytes T cytotoxiques). Les
lymphocytes T sont capables d’éliminer le pathogene a 1’aide de leurs molécules cytotoxiques
sécrétés ou I’expression de FasL (CD95). Apres I’élimination de I’antigene, la contraction
clonale permettra 1’élimination par apoptose de la majorité de ces cellules T (environ 95%)
activées par ’antigéne (Zamoyska, R., 1998 ; Germain, R.N., 2002). A la fin de la réponse
primaire, seulement une petite population des lymphocytes T activés se différencie en
lymphocytes a mémoires spécifiques contre ce méme antigene. Cette population de cellules T
mémoires survit et persistera afin de protéger 1’hote contre une réinfection par le méme antigene.
De plus, elle est nécessaire pour permettre une réponse immunitaire plus efficace lors d’une
réexposition du méme antigéne. La réponse secondaire nécessite le recrutement d’un nombre

beaucoup plus élevé et plus réactif de cellules T spécifiques d’un antigéne donné. La réponse
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immunitaire secondaire dépend des lymphocytes T mémoire qui possedent un TCR de haute
affinité pour I’antigéne. Ils sont caractérisés par des marqueurs membranaires spécifiques. La
présence ou I’absence du récepteur de chimiokines (CCR7), de CD62L (ou L-Sélectine) ainsi
que CD45RA permet de distinguer deux types de lymphocytes T mémoire, les lymphocytes T
de mémoire centrale et lymphocytes T mémoire effecteurs. Les lymphocytes T de mémoire
centrale se caractérisent par le phénotype CCR7" /CD45RA™ exprimant aussi CD62L, alors que
le phénotype de lymphocytes T mémoire effecteurs est de CCR7- /CD45RA™ et généralement,
il n’exprime pas CD62L. Les lymphocytes T mémoire effecteurs sont capables de réagir
immédiatement suite & une réexposition a ’antigéne. De plus, ils proliférent rapidement et
secretent vite aprés leur activation de cytokines. Les lymphocytes T de mémoire centrale
constituent plutdt une réserve pour la génération de lymphocytes T effecteurs en cas de
réexposition. Les cytokines IL-7 et IL-15 sont essentielles pour la prolifération, la différentiation
et la survie des lymphocytes T mémoire (Janeway et al, 2009, Zamoyska, R.1998,; Germain,
R.N.2002).

1.3. Reconnaissance des antigenes par des récepteurs des cellules immunitaires

Pour induire une réponse immunitaire, les cellules du systéme immunitaire ont besoin
de détecter un antigéne donné. Les cellules utilisent les différents récepteurs a la surface
cellulaire qui peuvent €tre divisés en deux groupes, soit des récepteurs largement réactifs et

des récepteurs antigénes-spécifiques (Delves, P., 2007).

1.3.1. Reconnaissance des antigénes par des récepteurs largement réactifs

Le systtme immunitaire inné est hautement conservé parmi les
especes et offre la premiere ligne de défense de 1'hote contre les agents pathogenes envahisseurs.
Les cellules impliquées dans la réponse du systeme immunitaire inné sont équipées de nombreux
types de récepteurs a la surface cellulaire afin de discriminer le soi du non-soi. Chacun de ces
récepteurs est codé par des genes séparés. Ces récepteurs sont capables de reconnaitre

directement des structures moléculaires communes conservés de plusieurs pathogenes. Lorsque
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les cellules sont infectées par des agents pathogeénes infectieux, les récepteurs cellulaires
(Figure 5) tels que les récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs de type NOD (NLRs,
nucleotide oligomerization domain receptors), les récepteurs RIG-I (Retinoic acid-Inducible
Gene 1) ainsi que des récepteurs de lectine de type C (C-type lectin receptor, CLR),
reconnaissent des structures moléculaires de micro-organismes pathogeénes connus comme
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns). Les PAMPs sont des molécules qui sont
largement distribués parmi les différentes espéces d'agents pathogeénes mais absents chez les
cellules de I’hote (Delves, P., 2007, Jounai N., et al, 2013). La liaison des composants du
pathogene avec les PRR (Pattern Recognition Receptors) provoque une réponse trés rapide.

Une fois que ces récepteurs reconnaissent les structures moléculaires en provenance de
PAMPs, diverses réponses physiologiques, y compris 1'inflammation, sont activées. Grace a la
reconnaissance de molécules PAMPs, les réponses immunitaires innées sont induites, et les
cytokines inflammatoires sont produites dans le but d’éliminer les agents pathogénes.
Cependant, 1'hote souffre parfois d'une infection ou des blessures chroniques ce qui peut
entrainer la mort de la cellule héte, conduisant a la libération des composants cellulaires de I'hote
dans 'environnement extracellulaire et la production des auto-molécules contenant des motifs
moléculaires associés aux dommages. Ces composants cellulaires pourraient étre considérés
comme des « messagers » pour le danger et sont connues comme DAMPs (Danger-Associated
Molecular Patterns). DAMPs peuvent inclure des lipides, des métabolites et des acides
nucléiques tels que I’ARN et I'ADN (Jounai, N., et al, 2013).

Un lipide connu pour I'induction de réponses inflammatoires est le LPS
(Lipopolysaccharide), un PAMP présent dans les bactéries gram-négatives. Lors de la
reconnaissance par TLR4, un membre de la famille TLRs, le LPS favorise la production de
diverses cytokines inflammatoires suite a une infection bactérienne (Jounai N., et al, 2013).
Parmi tous les TLRs (10 TLRs chez la souris et 11 chez I’homme), le récepteur TLR4 est un
récepteur important impliqué dans la réponse contre les infections bactériennes. Le TLR4 seul
ne peut pas reconnaitre le LPS, car deux autres protéines de surface cellulaire sont nécessaires,
notamment CD14 et MD2. En effet, CD14 lie le LPS et le complexe formé s’avere étre le ligand
de TLR4. Par la suite, le complexe TLR4/MD?2 interagit avec le LPS déja li¢ a CD14 suivi d’un

signal envoyé au noyau de la cellule ce qui mene a 1’activation du facteur de transcription NF-
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kB impliqué dans I’activation de I’expression de différents génes nécessaires pour une réponse
immunitaire adéquate (Jounai N., et al, 2013).
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Figure 5. Les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires en provenance des pathogénes,
(PAMPs : Pathogen Associated Molecular Patterns et DAMPs : Danger-Associated Molecular
Patterns).  Afin de détecter des agents pathogenes, tels que les bactéries et les virus, le systéeme
immunitaire est équipé de récepteurs, appelés récepteurs spécialisés de reconnaissance des structures
moléculaires conservées de micro-organismes pathogenes PRR (Pattern Recognition Receptors). Ces
récepteurs sont un élément clé du systeme immunitaire inné. Ils sont principalement exprimés par les
cellules présentant l'antigene telles que les cellules dendritiques et les macrophages, mais ils sont
également présents dans d'autres cellules immunitaires et non immunitaires. PRR sont divisés en quatre
familles: soient : les récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs nucléotidiques d'oligomérisation
(NLR), les recepteurs de lectine de type C (CLR) et les récepteurs tels que RIG-1 like receptors (RLR).
Ces récepteurs sont responsables de la détection des produits microbiens ou de signaux de danger
endogeénes pour déclencher les voies de signalisation en aval, ce qui entraine la production d'IFN de
type I et les cytokines pro-inflammatoires (Modifié de Lee, TH., et al, 2014).

En effet, ’activation de NF-kB méne a I’induction de la transcription de divers genes
codant des cytokines, des chimiokines et des molécules co-stimulatrices membranaires comme
les protéines de la famille de B7 qui sont nécessaires a 1’induction des réponses immunitaires
adaptatives face a Dl’infection. Les TLRs jouent un rdle clé dans les réponses induites
responsables de 1’inflammation et son controle ainsi que pour le recrutement des cellules
effectrices afin de pouvoir déclencher une réponse adaptative adéquate (Jounai N., et al, 2013).
D’ailleurs, dans certaines conditions, les récepteurs de la famille TLRs sont exprimés a la
surface de lymphocytes, les cellules du systéme adaptatif (Chiron, D, et al, 2008), (Shin, H. et
al, 2009), (Bourke, E. et al, 2003), (Muzio, M. et al, 2000), (Ganley-Leal, L.M. et al, 2010).
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1.3.2. Reconnaissance des antigénes par des récepteurs spécifiques aux antigénes

Au début d’une infection c’est le systéme immunitaire inné qui s’occupe de la premicre
défense de I’organisme, mais les réponses induites ne sont pas tres efficaces car 1’issu de cette
réponse n’est pas caractérisée par une spécificité contre un pathogene spécifique. Par contre,
les cellules principales du systéme immunitaire adaptatif, les lymphocytes T et les lymphocytes
B, possedent des récepteurs hautement spécifiques a la surface cellulaire capables de

reconnaitre différents antigénes provenant de bactéries, de virus et d’autres pathogenes.

1.2.2.1. Le récepteur des lymphocytes B (BCR ou B Cell Receptor)

Les lymphocytes B reconnaissent les antigénes par les molécules de reconnaissance de
I’antigéne nommées les immunoglobulines (Ig). Les immunoglobulines sont des protéines
produites par les cellules B elles-mémes et jouent le rdle de récepteur spécifique pour I’antigéne
(B Cell Receptor). IIs sont fixés a la membrane cellulaire et se caractérisent par une énorme
gamme de spécificité antigénique. Chaque lymphocyte B produit des immunoglobulines d’une
spécificité unique. Les BCR procurent aux cellules B la propriété de reconnaitre directement
des peptides antigéniques d’un agent pathogéne (un antigéne) de maniere spécifique. En fait,
les immunoglobulines représentent des hétérodimeres protéiques, composées de deux chaines
légeres L (pour Light) identiques et deux chaines lourdes H (pour Heavy) identiques liées entre
elles de maniere covalente par des ponts disulfures. Chaque chaine est composée d’une région
variable (V) et d’une région constante (C). L’association entre les domaines variables des
chaines légeres et les domaines variables des chaines lourdes détermine le site de fixation a
I’antigene. De plus, les BCR sont associés a un dimere Iga-IgP (les chaines Iga ou CD79a et
IgB ou CD79b) (Figure 6). Les BCR et les anticorps ont une forme de « Y » et possédent deux
sites de liaison a I’antigéne. Le BCR ne peut pas transmettre le signal car il possede une trés
courte région intra-cytoplasmique. La transmission du signal se fait par 1’association BCR et le
dimere Iga-Igp. Ce dernier posseéde une plus longue partie intra-cytoplasmique permettant la
transmission du signal apres I’activation du BCR, grace a des motifs Immunoreceptor Tyrosine-

based Activation Motif (ITAM) se trouvant sur les deux chaines du dimére. En réalité, le
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dimere Igo-IgB n’intervient pas dans la reconnaissance de [’antigéne car le site de
reconnaissance d’antigéne se trouve sur le BCR, et lui-méme va activer le dimére par des
kinases au niveau de ses motifs ITAM. Aprés 1’activation, les lymphocytes B se transforment
en plasmocytes sécrétrices des anticorps de la méme spécificité¢ que leur BCR (Janeway et al,
2009).

La diversité est une caractéristique du BCR et est le résultat de recombinaisons des
différents segments de génes codant les chaines 1égeres est les chaines lourdes qui le composent.
L’énorme répertoire de spécificité des récepteurs d’antigénes de cellules B peut étre expliqué
par la variation de la séquence en acides aminés dans le site de liaison a 1’antigéne qui est
composé¢ par des régions variables (V). La région variable de la chaine lourde et la chaine 1égere
est liée a la région constante (C) qui, en assurant la signalisation lors d’une réponse
immunitaire, exerce des fonctions effectrices (Janeway et al, 2009).

Dans les cellules B, les segments d’ADN génomique dans les génes d’immunoglobulines
sont réarrangés par un mécanisme appelé la recombinaison somatique. En fait, la
recombinaison somatique de segments géniques séparés meéne a la génération des genes
complets codant la région variable des immunoglobulines. La région variable d’une chaine
l1égere est codée par deux segments séparés d’ADN. Le premier segment est le segment génique
variable (ou VL) qui code pour la plus grande partie de la région variable alors que le deuxieme
segment appelé segment génique de jonction (ou J.) code le reste de la région variable.
L’association entre un segment génique variable (Vi) et un segment de jonction (J1) d’ADN
génomique mene a la formation d’un exon complet codant la totalité de la région variable de la
chaine légére. Normalement, les segments géniques variables (VL) dans un ADN non réarrangé
se trouvent a une longue distance par rapport aux segments géniques qui codent pour la région
constante (C). Par contre, les segments géniques (JL) se trouvent a une distance plus proche de
segments codant la région constante (C). L’association d’un segment Vr et un segment Ji
rapprochera le géne variable (VL) de la séquence de la région constante (C). Apres le
réarrangement, le segment Ji de la région variable est séparé par un seul intron de la région
constante (C). Finalement, apres la transcription, 1’exon de la région variable est reli¢ a la région
constante (C) par épissage d’ARN afin d’aboutir a I’ARN messager complet de la chaine 1égere
d’immunoglobulines.

Trois segments codent pour la région variable de la chaine lourde des immunoglobulines.
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Entre les segments géniques Vu et Ju (afin de différentier les segments géniques de la chaine
légere Vi et JL) se trouve un troisiéme segment appelé segment génique de diversité ou Du. La
recombinaison menant a la production d’une région variable de la chaine lourde des
immunoglobulines se déroule en deux étapes. Dans un premier temps, le segment génique Dy
est relié a un segment génique Ju. Puis, le segment Vy s’ajoute au segment déja formé DJy dans
le but de crée I’exon complet qui va coder la région Vu de la chaine lourde. Finalement,
I’épissage de I’ARN va permettre la jonction de la séquence codant la région variable au géne
de la région constante (Janeway et al, 2009).

Dans le génome d’un individu, plusieurs segments géniques sont présents et contribuent
a une base héréditaire riche de diversité. Les protéines RAG (Recombination-Activaiting
Genes), recombinasses propres aux lymphocytes, sont essentielles pour ces réarrangements. Le
processus de jonction lui-méme contribue a la diversité aussi. De plus, I’insertion aléatoire de
différents nucléotides et la délétion de certains nucléotides aux extrémités de certains segments
mene a la génération de la variabilité aux jonctions entre les segments géniques. Finalement,
I’association de différentes régions variables de chaines légeres et lourdes méne a la formation
du site de la liaison a 1’antigéne d’une molécule d’immunoglobulines contribuant également a
la diversité. En effet, la combinaison de toutes les sources mentionnées plus haut contribue a la
génération d’un vaste répertoire de spécificité d’anticorps (Janeway et al, 2009).

La région constante (C), qui est impliquée dans 1’engagement des fonctions effectrices
du systéme immunitaire (Figure 6), reste insérée dans la membrane des cellules B, ce qui
explique pourquoi le récepteur de cellules B, qui est en fait fix¢ a la membrane cellulaire, ne
possede pas des fonctions effectrices, mais dont la principale fonction est de reconnaitre et de
lier un antigéne donné a I’aide de ses régions variables afin de transmettre un signal qui va mener
a I’activation des cellules B. Ceci va résulter en expansion clonale et a la production des
anticorps spécifiques. Effectivement, la principale fonction effectrice des lymphocytes B est la

sécrétion des anticorps qui vont reconnaitre et lier les pathogeénes (Janeway et al, 2009).
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Figure 6. Représentation de récepteur de lymphocytes B (BCR). Le récepteur des lymphocytes B
représente une forme membranaire des immunoglobulines (Ig). Les BCR sont des tétrameéres tres
polymorphique qui sont composées de deux chaines légeres L (pour Light) identiques et de deux chaines
lourdes H (pour Heavy) identiques, reliées entre elles par des ponts disulfures. Chaque chaine lourde
est liée a une chaine légere par des ponts disulfures et les deux chaines lourdes sont reliées entre elles
aussi par des ponts disulfures. Les deux chaines contiennent des régions constantes C (extrémité C-
terminale) et des régions variables V (extrémité N-terminale). Les régions variables sont différentes
pour chaque lymphocyte B et a ['intérieur de ces régions se retrouvent des régions hypervariables. Les
regions hypervariables lient la portion de I’antigene nommée [’épitope. De plus, le BCR est associé a
des chaines Igaou CD79a et Igfiou CD79b responsables de la transduction du signal aprés contact avec
I"antigene (Modifié de Choi, M.Y., et al, 2012).

Le récepteur BCR est généré par la recombinaison génétique d’un gene unique et les
genes g subissent une recombinaison dans les précurseurs de lymphocytes B (Delves, P., 2007).
Dans chaque lymphocyte se produit une recombinaison différente avec une variété de
mécanismes moléculaires supplémentaires ce qui augmente la diversité et conduit a la

génération d’une variété immense des récepteurs antigéniques spécifiques.

1.3.2.2. Le récepteur des lymphocytes T (TCR ou T Cell Receptor)

Les récepteurs caractéristiques des lymphocytes T, TCR (T Cell Receptor), représentent
des protéines membranaires fournissant aux lymphocytes T la propriété de reconnaitre des
fragments antigéniques peptidiques conservés et associés aux molécules du CMH (Complexe

Majeur d’Histocompatibilité¢) de maniere spécifique. Le TCR est un hétérodimere composé
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d’une chaine alpha et une chaine beta (TCRaf) pour environs 95% des lymphocytes T et pour

environ 5% des lymphocytes T une chaine gamma et une chaine delta (TCRyd) (Delves, P.,
2007).

Figure 7. Le complexe TCR/CD3 des lymphocytes T. La structure d’'un TCR ressemble aux
immunoglobulines. Le récepteur est composé d’une chaine a et d’une chaine 3 comportant chacune un
domaine constant et un domaine variable. La région variable assure la diversité des lymphocytes T car
chaque TCR est différent d’un lymphocyte T a l'autre. Les chaine a et d’'une chaine [ sont reliées par
un pont disulfure. Le récepteur TCR posséde aussi une courte partie intra cytoplasmique COOH
terminale. Le TCR reconnait un antigene en association du complexe CD3 qui est composé des chaines
% 0, & et ¢ Les chaines v, , € du complexe CD3 possédent une queue intra-cytoplasmique un peu plus
longue alors que la chaine { comporte une longue portion intra cytoplasmique avec plusieurs motifs de
type ITAM (Immuno-receptor Tyrosine Activation Motif). Les ITAM possédent plusieurs résidus tyrosine
qui sont cibles de phosphorylation par différentes protéines kinases spécifiques menant ainsi a la
transduction d’un signal d’activation des lymphocytes T. De plus, il y a des ITAM sur les autres chaines
du CD3. Les molécules CD4 ou CD8 sont des déterminants majeurs des lymphocytes T qui stabilisent
linteraction TCR/CMH en recrutant des kinases de type Lck. Ces corécepteurs permettent de distinguer
les lymphocytes auxiliaires exprimant la molécule CD4 et les lymphocytes cytotoxiques exprimant la
molécule CDS8 (Modifié de Siggs, O., et al, 2013).

Les TCR sont des hétéro-dimeres trés polymorphiques et sont caractérisés par différentes
régions présentes au niveau des deux chaines associées 1’'une a 1’autre par un pont disulfure
(Figure 7). Les chaines du récepteur TCR sont membres de la famille des immunoglobulines
(Ig), possédant un domaine constant (C), un domaine variable (V), un domaine
transmembranaire et un court domaine cytoplasmique C-terminal (Figure 7). En fait, la structure

des récepteurs TCR est similaire a celle des immunoglobulines de maniere a ce que les
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récepteurs TCR soient codés par des génes homologues assemblés par la recombinaison
somatique a partir des segments géniques de maniere semblable aux segments géniques des
immunoglobulines. Par contre, il y a une petite différence quant a la distribution de la diversité.
Par exemple les locus des TCR possédent plus des segments J résultant a une plus grande
diversité des jonctions entre les segments géniques lors de réarrangements. Comparativement
aux cellules B ou la diversité des BCR est basée sur la hypermutation somatique des génes V
réarrangés, la diversité des TCR chez les cellules T ne semble pas déterminée par ce processus
(Janeway et al, 2009).

Les segments géniques du TCR sont disposés et réarrangés par les mémes enzymes
comme les immunoglobulines. Le locus du TCRa ressemble largement a celui des chaines
légéres des immunoglobulines et contient des segments géniques V et J (Va et Ja), alors que le
locus du TCRPB comme celui des chaines lourdes des immunoglobulines, en plus des segments
géniques V et J (VB et JB), contient des segments géniques de diversité (D). Le réarrangement
des segments géniques du TCR se produit pendant le développement des lymphocytes T dans
le thymus afin de former des exons du domaine V complet. Les mécanismes de réarrangement
génique sont semblables pour les cellules B et T, et les défauts dans le control de la
recombinaison V(D) J touchent a la fois les lymphocytes T et B, menant a un déficit des deux
types de cellules. Une autre ressemblance entre les immunoglobulines et le TCR est la présence
des nucléotides a la jonction entre les segments V, D et J du géne du TCRp réarrangé (Janeway
et al, 2009).

La structure du site de reconnaissance d’antigene du récepteur TCR ressemble fortement a une
molécule d’anticorps. Dans un anticorps, les régions hypervariables appelés aussi CDRs
(Complementarity determining regions) des chaines légeres et lourdes forment le site de liaison
a ’antigéne. La région hypervariable CDR3 des chaines a et f du récepteur TCR forment le
centre du site de liaison a I’antigene, alors que la périphérie est composée par les régions CDR1
et CDR2 des chaines a et . Les régions CDRs sont codées par les segments géniques V. Le
ligand d’un TCR principal (TCR af}) représente un peptide li¢ a une molécule du CMH. La
variabilit¢ de TCR est concentrée sur le site de liaison du peptide antigénique ou la région
CDR3. De plus, le TCR possede une région treés courte intra-cytoplasmique qui est composée
d’acides aminés basiques, autrement dit chargés positivement, ce que permet au TCR de

s’associer avec les protéines du complexe CD3 qui est composé de la chaine { et de trois chaines
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différentes (y, 6 et €). En fait, la région transmembranaire du complexe CD3 est chargée
négativement et est requise pour la transduction de signaux. L’assemblage du TCR avec les
molécules CD3 forme le complexe TCR/CD3 qui fonctionne pour la signalisation des
lymphocytes T ainsi que pour leur activation (Delves, P., 2007).

A la différence des cellules T conventionnelles qui possédent des TCR hautement
polymorphiques il existe une sous-population des cellules T appelée « invariant natural killer T
cells» ou iNKT qui expriment a leur surface un récepteur TCRaf} réarrangé au moyen du géne
TCRa et une combinaison trés limitée des genes V. Ainsi, ces cellules iNKT ne peuvent
reconnaitre que des lipides exprimés a la surface des molécules CD1d. Outre 1’existence de ces
cellules, il existe aussi des cellules «mucosa-associated invariant T cells » ou MAIT, ainsi que
des sous-populations des cellules Tyo qui possédent des TCR soumis a de trés limités
réarrangements (Lanier, L.L. 2013).

Le TCR differe de BCR car il ne reconnait pas et ne peut pas fixer un antigéne directement,
mais il est capable de reconnaitre de courts fragments peptidiques en provenance des antigeénes
protéiques qui sont liées aux molécules du CMH et présentées a la surface cellulaire des cellules
présentatrices d’antigénes (Bouvier, M., et al, 1994). La liaison du complexe CMH/peptide a
un corécepteur spécifique (CD4 ou CD8) exprimé a la surface des cellules T meéne a
I’amplification du signal transduit par le complexe TCR/CD3. Les cellules T CD8" peuvent lier
les molécules du CMH classe I alors que les cellules T CD4 peuvent lier les molécules du CMH
classe II. Les corécepteurs CD4 et CD8 sont impliqués dans la prolongation et I’amplification
d’interaction entre les cellules T et les cellules présentatrices d’antigene. Il est important a noter
que le récepteur TCR permet la reconnaissance de 1’antigéne alors que le complexe TCR/CD3
assure la transduction d’un signal. Les molécules CD3 et chaines { associées au TCR
contiennent dans leur région cytoplasmique un motif nommé Immunoreceptor-based tyrosine
activation motif (ITAM). Un motif ITAM se retrouve dans chacune des chaines du CD3 alors
que les chaines { en contiennent trois exemplaires. Les résidus tyrosines des motifs ITAMs
deviennent phosphorylés suite a I’engagement du TCR et cette phosphorylation est a la base
de I’initiation d’une série d’événements de signalisation permettant I’activation de lymphocytes
T (Smith-Garvin, J.E. et al, 2009; Delves, P., 2007; Davis, M.M. et al, 1998, Hennecke, J., et
al, 2002; Luz, JG., et al, 2002).
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1.4. Mécanismes impliqués dans la survie des lymphocytes T et lymphocytes B

1.4.1 Activation des lymphocytes B

Les cellules B représentent environ 5 a 15 % des lymphocytes du sang. Chez ’humain, on peut
distinguer deux sous-populations de cellules B : soit les lymphocytes B naifs (60 %) et les
lymphocytes B mémoires (40 %) (Klein, U., 1998). Les lymphocytes B sont les seules cellules
capables de se différencier en cellules sécrétrices d’anticorps. L’activation de ces cellules peut
se faire de deux maniéres : indépendante ou dépendante de lymphocytes T. Il existe deux
catégories d’antigénes impliqués dans [’activation indépendante de lymphocytes T. Les
antigénes indépendants de cellules T peuvent agir indépendamment du BCR en induisant la
prolifération et la différenciation des cellules B (Figure §). Le LPS (Lypopolysaccharide), le
composant majeur de la membrane externe des bactéries a Gram négatif fait partie de ce groupe
d’antigenes. La reconnaissance de LPS se fait par le récepteur TLR4 se trouvant a la surface des
lymphocytes B et méne a I’activation des cellules B (Figure 8) (Vos, Q. et al, 2000). La
deuxieme catégorie d’antigénes indépendants de cellules T agissent a travers le BCR et
représentent des molécules d’un haut poids moléculaire comme les polysaccharides en
provenance de la paroi cellulaire de bactéries encapsulées. Un exemple est le Streptococcus
pneumonia (Weintraub, A., 2003). Les antigenes indépendants de cellules T nécessitent
plusieurs signaux et la multimérisation du BCR afin d’induire la différentiation des cellules B.
Ces antigenes sont capables d’induire de facon indépendante de lymphocytes T 1’activation des
lymphocytes B, ainsi que d’induire la sécrétion de cytokines par d’autres cellules de
I’environnement de cellule B qui vont agir sur la prolifération et la différenciation de la cellule
B.

En effet, les cellules B naives vont rencontrer ces types d’antigénes et vont proliférer
rapidement en se différencient rapidement en cellules sécrétrices d’anticorps, les plasmocytes,
ce qui représente le stade final de différenciation des cellules B. La plupart de
plasmocytes qui ont été générés dans la rate et les ganglions pénetrent dans la moelle osseuse
en libérant leurs anticorps dans le courant sanguin, alors qu’une petite population des
plasmocytes reste dans les organes lymphoides périphériques ou ils secrétent leurs anticorps.

Les anticorps secrétés par les plasmocytes dans le cadre de ’activation T-indépendante, ont une
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courte durée de vie et sont surtout de type IgM, ayant une faible affinité pour I’antigéne et
seulement une petite population de ces plasmocytes sécréte des 1gG (LeBien T.W., et al, 2008).
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Figure 8. L’activation des lymphocytes B dépendante et indépendante des cellules T. Deux différents types
d’activation de lymphocytes B sont connus. Le premiere type, indépendante de lymphocytes T, se fait par des
antigenes thymoindépendants indépendamment du BCR ou via le BCR par les molécules en provenance d’antigenes
d’un haut poids moléculaires. Le deuxiéeme type d’activation des lymphocytes B fait appel aux antigeénes
thymodépendants et implique les interactions cellules T activées/cellules B via le couple de récepteur/ligand
CD40/CD40L. La présence de I'IL-2 et de I'IL-4 dans I’environnement est requise pour une activation compléte
des cellules B (Modifié de Casali, Xu & Zan Lab).

La plupart des antigénes menant a la production d’anticorps par les plasmocytes ont
besoin de la collaboration de lymphocytes T. Les lymphocytes B peuvent étre activés dans les
follicules par la présentation antigénique par les macrophages des ganglions lymphatiques
(Batista, F.D. et al, 2009) ou par les cellules dendritiques qui sont capables aussi de présenter
des antigenes aux lymphocytes B naifs (Qi H., et al, 2006).

L’activation de lymphocytes B qui répondent aux antigénes thymodépendants nécessite
trois types de signaux. Le premier signal est un résultat de la liaison de I’antigéne présenté aux
cellules T par les molécules du CMH classe II. Un deuxiéme signal de co-stimulation en
provenance de I’interaction entre CD40 exprimé a la surface de cellules B et CD40L (CD154)
exprimé a la surface de cellules T activées est nécessaire pour I’activation de cellules B (Figure

8). L’interaction entre les molécules CD40 et CD40L est trés importante pour I’activation des

lymphocytes B naifs ainsi que celle de cellules mémoires. Au cours de cette interaction, la

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=LeBien%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18725575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16778060

cellule B regoit de la part de la cellule T des signaux nécessaires a sa prolifération et sa
maturation, comme 1’'IL-2 et I’'IL-4, ce qui représente le troisieéme signal pour I’activation de

cellules B (Elgueta, R., et al, 2009).

1.4.2 Activation des lymphocytes T

L’activation des lymphocytes est un processus complexe et dépendant des interactions
entre les lymphocytes et les autres cellules du systéeme immunitaire. De plus, 1’activation
nécessite une rencontre du lymphocyte avec son antigéne correspondant. En fait, pour activer
les lymphocytes, un signal résultant de la liaison de 1’antigéne aux récepteurs spécifiques est
requis, ainsi qu’un deuxieme signal en provenance d’une autre cellule a ’aide des molécules de
co-stimulation. Les lymphocytes T naifs ont besoin d’étre stimulés par les cellules présentatrices
d’antigene, les cellules dendritiques activées. De plus, les lymphocytes T naifs peuvent étre
activés par les macrophages et les cellules B qui sont aussi capables de présenter un antigene
étranger a sa surface dans le contexte du CMH, en exprimant les molécules co-stimulatrices
(Janeway, et al, 2009). En réalité, pour le déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative,
I’induction des molécules co-stimulatrices est indispensable car seulement un contact avec le
complexe antigéne/CMH n’est pas suffisant. L’absence de signaux de co-stimulation de
lymphocytes mene a I’inactivation des lymphocytes naifs et en conséquence, le lymphocyte est
soit inactivé (anergie), soit le clone est supprimé par la délétion clonale.

Parmi tous les lymphocytes circulants, il y a toujours une petite sous-population qui est
capable de se lier a un antigéne spécifique, mais cette petite population est insuffisante pour
réagir a un pathogeéne donné et combattre une infection. Pour répondre de fagon adéquate a un
antigene donné, il faut que cette petite population lymphocytaire spécifique prolifere et lorsque
le nombre des clones identiques est augmenté considérablement, ces lymphocytes vont se
différencier en cellules effectrices capables de déclencher une réponse immunitaire adaptative
efficace (Janeway, et al, 2009). Dans le cas des lymphocytes T, les cellules effectrices sont soit
les lymphocytes T cytotoxiques (T CD8") qui sont capables de détruire les cellules infectées,
soit les lymphocytes T auxiliaires (T CD4") qui sont chargées d’activer d’autres cellules du
systeme immunitaire. En fait, ces cellules T effectrices détectent les sites d’infection et migrent

vers ces sites a partir du sang, alors que d’autres restent dans les tissus lymphoides afin d’activer
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les lymphocytes B. Suite a DP’activation des lymphocytes T naifs, environs 5 jours sont
nécessaires avant que 1’expansion clonale ait lieu et les lymphocytes naifs deviennent effecteurs,
ce qui explique pourquoi la réponse immunitaire adaptative primaire prend un peu plus du temps
a se développer. Apres 1’¢élimination de 1’antigéne, la plupart de ces lymphocytes générés vont
mourir par la mort cellulaire programmeée (apoptose), mais un petit nombre de lymphocytes T
(5-10%) vont persister. Cette petite population de cellules spécifiques a un antigene donné sont
appelées cellules mémoires et vont survivre afin d’assurer le déclenchement d’une réponse
immunitaire secondaire plus rapide et plus efficace suite a une deuxiéme rencontre avec le méme

antigéne en assurant ainsi une protection immunitaire permanente (Janeway, et al, 2009).

1.4.3. Reconnaissance et la présentation antigénique

Pour détecter et détruire les pathogenes internes ou externes, la défense de 1’hote a besoin
de plusieurs stratégies de reconnaissance ainsi que de plusieurs mécanismes afin de répondre
efficacement. En fait, la détection et la reconnaissance d’un antigéne étranger par les
lymphocytes se fait dépendamment du type de pathogeéne a étre détecté, extracellulaire ou
intracellulaire.

Les lymphocytes T expriment des récepteurs a leur surface qui peuvent reconnaitre des
fragments peptidiques en provenance de pathogénes intracellulaires qui sont dégradés a
I’intérieur de la cellule. Ces fragments peptidiques sont pris en charge, transportés et exposés a
la surface cellulaire par les molécules du CMH des cellules présentatrices d’antigene. Il existe
deux types de molécules du CMH, a savoir CMH de classe I et CMH de classe II. (Wang, J.H.,
et al, 2002). Les deux classes des molécules du CMH diffeérent par 1’origine des peptides
antigéniques captés et transportes a la surface cellulaire. Les molécules de CMH de classe [
captent des peptides en provenance des protéines synthétisées dans le cytosol comme les
protéines virales par exemple, alors que les molécules du CMH de classe II lient les peptides en
provenance d’antigenes exogeénes. De plus, la reconnaissance de deux classes de molécules de
CMH se fait par différents types de cellules T. Le corécepteur CD8 de cellules T lie
sélectivement les molécules de CMH de classe 1, alors CD4 lie de fagon préférentielle les

molécules de CMH classe 11 (Bouvier, M., 2003; Fremont, DH., et al, 1992).
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Les molécules de CMH de classe I sont exprimées par toutes les cellules donc toutes les
cellules infectées par un virus seront reconnues et tuées par les lymphocytes T CDS8
cytotoxiques. Les molécules du CMH de classe II sont exprimées par les macrophages, les
cellules dendritiques et les cellules B qui, en fait, vont étre activées par les cellules T CD4.

Les macrophages sont capables d’ingérer les antigénes comme les bactéries et présenter
a la surface cellulaire a I’aide des molécules de CMH classe II et par conséquence d’acquérir
une activité stimulatrice. Les cellules B elles-mémes, possédent une capacité unique de capter
et d’internaliser les antigénes solubles de nature protéique et présenter les peptides a 1’aide des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité en activant ainsi les cellules T. En effet,
une réponse immunitaire adaptative sera déclenchée dans les organes lymphoides périphériques
lorsque les cellules T naives vont entrer en contact avec les cellules présentatrices d’antigene
matures et activées, présentant les antigénes spécifiques sous forme peptidique a 1’aide des
molécules du CMH (Smith-Garvin, J. E., et al, 2009; Davis, M. M. ,et al, 1998; Hennecke, J.,
etal, 2002; Luz, J.G., et al, 2002; Van Endert, P.,2006).

Les lymphocytes T CD8 cytotoxiques jouent un rdle crucial et sont a la base d’une
défense immunitaire de I’organisme vis-a-vis des cellules malignes et des agents pathogénes.
Ils reconnaissent et éliminent les cellules présentant des fragments peptidiques issus de
pathogeénes ou de protéines associées a une transformation maligne, et considérés comme
antigenes étrangers par I’organisme. Cette surveillance immunitaire est rendue possible grace a
un systeme d’apprétement (processing) des protéines cellulaires, fournissant des peptides aux
molécules de CMH de classe I exprimées a la surface de cellules présentatrices d’antigenes. Un
élément clé du métabolisme des protéines cellulaires est le protéasome, la principale protéase
du cytosol. Le protéasome étant une protéase multicatalytique, sa fonction est de dégrader des
antigenes, ainsi que plusieurs protéines de type chaperon du réticulum endoplasmique (RE),
ayant pour role d’assurer le repliement correct des molécules de classe 1. Ce processus ne
concerne pas uniquement les protéines cytosoliques. En fait, le protéasome est capable de
dégrader des protéines en produisant des fragments d’une longueur allant de 4 a 15 résidus. Un
grand nombre de protéines mal repliées ou mal assemblées dans le RE sont expulsées dans le
cytosol pour y étre aussi dégradées. En fait, I’appareil protéolytique du cytosol ne fait pas la
différence entre les protéines issues de pathogenes infectant la cellule et les protéines qui sont

codées par le génome cellulaire. Les deux types de protéines sont traités comme « endogénes
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». La trés grande majorité des peptides produits par le protéasome sont décomposés en acides
aminés recyclés pour la synthése de protéines (Van Endert, P. ,2006). Généralement, les
peptides présentés par les molécules du CMH de classe I sont issus de la dégradation des
protéines endogenes qui sont synthétisées par la cellule présentatrice d’antigénes. Toutefois, les
cellules dendritiques, qui sont les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles, peuvent
activer une voie de « processing » supplémentaire, permettant de présenter aussi des antigénes
internalisés, appelée la présentation croisée, (ou cross-presentation). Celle-ci permet la
dégradation des antigénes et assure le transport et assemblage des peptides issus de dégradation
avec les molécules du CMH-I (Van Endert, P., 2006).

Les cellules T naives repassent constamment par les organes lymphoides afin de
détecter les antigenes présentés par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) en provenance
de différents sites d’infection. Dés qu’un lymphocyte T CD4 ou CD8 mature et naive rencontre
une cellule présentatrice d’antigéne qui présente le ligand approprié peptide/CMH, ¢a méne a
I’induction de réponses des cellules T. L’activation et la différentiation des cellules T CDS8
naives meéne a la génération des lymphocytes T cytotoxiques qui peuvent éliminer directement
les cellules infectées par un pathogene, alors que les lymphocytes T CD4 se développent selon
les signaux regus lors de 1’activation et la différentiation des cellules T CD4 naives. De plus, ce
ne sont pas toutes les rencontres entre les cellules T naives et les cellules présentatrices
d’antigénes qui menent a I’activation, la prolifération et la différentiation de lymphocytes T, car
trois signaux différents sont requis (Smith-Garvin, J. E., et al, 2009).

L’interaction spécifique entre le complexe TCR/CD3 présent a la surface des
lymphocytes T et le complexe CMH/peptide présent a la surface des cellules présentatrices
d’antigéne meéne a la génération du premier signal. Lorsqu’une cellule T naive rencontre une
CPA exprimant le complexe CMH/peptide auquel elle se lie, cela meéne a ’initiation de son
activation. Cette interaction entre les TCR/CD3 et CMH/peptide donne un signal spécifique
puisque seuls les lymphocytes T présentant un TCR donné seront activés. Une réorganisation
du cytosquelette permettra la formation d’une zone de contact entre le lymphocyte T et la cellule
présentatrice d’antigene appellée la synapse immunologique. L’issue de 1’activation de
lymphocyte T dépendra de 1’organisation des molécules de signalisation dans la synapse
immunologique. De plus, I’affinité d’un TCR pour un complexe CMH/peptide est faible, mais

d’autres molécules vont également intervenir dont 1’ensemble de ces molécules permet
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I’augmentation et la stabilisation de I’interaction entre les lymphocytes T et les CPA. Les
corécepteurs CD4 et CD8 stabilisent I’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide en
liant les molécules de CMH-II et CMH-I respectivement. La transduction du signal est encore
améliorée par des interactions entre les molécules d’adhésion et leur ligand (par exemple LFA-
a/ICAM-I), ce qui mene a la prolongation du temps du contact entre les CPA et lymphocytes T
(Kindt, T.J. et al, 2008).

Cependant, le premier signal n’est pas suffisant pour une activation compléte des
lymphocytes T. Le deuxiéme signal nécessaire pour I’activation et la prolifération des cellules
T fait appel aux interactions entre les molécules co-stimulatrices exprimées a la surface de
lymphocytes T (comme CD28) et leurs ligands exprimés a la surface de CPA (comme
CD80/CD86). Alors, la co-stimulation est requise afin de stabiliser I’interaction entre le
lymphocyte T et la CPA et d’assurer une activation compléte des lymphocytes, et prévient ainsi
un état d’anergie ou d’apoptose des lymphocytes T.

Le signal délivré par les voies de co-stimulation peut étre de deux types, soit un signal
activateur qui contribue a I’activation compléte des cellules, ou inversement, qui pourrait
correspondre a un signal de type inhibiteur impliqué dans un phénoméne de régulation de
I’activation cellulaire. Un bon exemple de type activateur est I’activation induite par la molécule
CD28 exprimée a la surface du lymphocyte T, et le signal d’inhibition délivré par la molécule
CTLA-4 également exprimée par le lymphocyte T. En fait, les deux protéines CD28 et CTLA4
lient le méme ligand (CD80 et CD86) exprimé a la surface des CPA dépendamment du signal
recu, activateur ou inhibiteur. Les molécules des voies de co-stimulation sont exprimées par les
cellules du systéme immunitaire comme les lymphocytes T et B, les CPA et les monocytes, soit
aprés activation, ou de facon constitutive (Smith-Garvin, J. E., et al, 2009, Kindt, T.J. et al,
2008). Alors, la costimulation est importante aussi pour I’induction de la différenciation des
lymphocytes T en cellules effectrices ou mémoires et va contribuer a une réponse lymphocytaire
lors de la phase d’amplification de la réponse immunitaire avec la coopération entre les
lymphocytes T et B en permettant une coopération cellulaire bidirectionnelle (Smith-Garvin, J.
E., et al, 2009). La molécule CD28 est une molécule de costimulation « positive » car elle
augmente la signalisation du TCR, et CTLA4 est une molécule de costimulation «négative »

car elle est impliquée dans I’inhibition de I’activation des lymphocytes T. Effectivement,
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I’expression et 1’activation de ces molécules co-stimulatrices doivent étre hautement régulées
afin d’empécher une prolifération incontrolée des lymphocytes ou un épuisement.

Finalement, les cytokines solubles produites a la fois soit par les cellules T elles-mémes
ou par les cellules présentatrice d’antigene fournissent le troisiéme signal requis pour une
activation complete des lymphocytes T. Les cytokines lient leurs récepteurs exprimés a la
surface des lymphocytes T en activant une cascade de signalisation intracellulaire agissant a la
fois sur la prolifération et/ou la survie cellulaire. L’interleukine-2 (IL-2) en est un exemple. La
transcription des genes de I’IL-2 et de la chaine alpha du récepteur de haute affinité¢ de 1’IL-2
(CD25) est induite par les signaux de co-stimulation menant a 1’accroissement de la production
de I’IL-2 par les cellules T activées. La sécrétion d’IL-2 et la liaison a son récepteur induisent

une forte prolifération des cellules T naives activées (Kindt, T.J. et al, 2008)

1.4.4. Les molécules de co-stimulation impliquées dans la survie des lymphocytes

L’activation du systéeme immunitaire est hautement régulée par les signaux positifs ou
négatifs en provenance de certains récepteurs exprimés a la surface des cellules du systéme
immunitaire. Les molécules co-stimulatrices positives sont impliquées dans 1’amplification du
signal, I’activation et la régulation de la survie des lymphocytes, alors que les molécules co-
inhibitrices diminuent ou empéchent I’activation. Les couples récepteur/ligand co-stimulateur
ou co-inhibiteur appartiennent soit a la famille des immunoglobulines, soit a la superfamille de
TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) /TNFRL (Tumor Necrosis Factor Ligand).

Les molécules co-stimulatrices les plus étudiées appartenant & la famille B7 sont
CD28/B7-1(CD80), B7-2(CD86). En fait, la voie de co-stimulation 1a mieux connue, et dont le
role dans I’activation lymphocytaire est bien établi, est la voie CD28 / B7-1, B7-2. Les
molécules CD28 sont exprimées par les lymphocytes T et leurs interactions avec les molécules
membres de la famille B7 exprimées a la surface de CPA, soit B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86)
apres le premier signal d’activation, seront responsables du déclenchement du deuxieme
signal. Cet événement menera a la synthese et a I’accumulation intracellulaire des facteurs de
transcription AP-1, NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) et NF-xB, promouvant la
production du facteur de croissance des cellules T, I’interleukine 2 (IL-2) et d’autres cytokines,

ainsi qu’a la division cellulaire et la prolifération des lymphocytes (Olive, D., 2006). La
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molécule CD28 exprimée a la surface des lymphocytes T partage ces ligands CD80 et CD86
exprimés a la surface des cellules présentatrices d’antigénes avec la molécule CTLA4. En effet
les ligands CD80 et CD86 peuvent lier CD28 et CTLA4, mais avec des affinités différentes. La
molécule CTLA4 n’est pas exprimée a la surface des cellules au repos, mais son expression est
induite par I’activation du TCR. Elle entre en compétition pour la liaison de ces ligands CD80
et CD86 avec CD28, mais CTLA4 possede une affinité plus importante que CD28.

Les exemples des couples récepteur/ligand co-stimulateurs appartiennent a la
superfamille de TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) /TNFRL (Tumor Necrosis Factor
Ligand) sont les couples récepteur/ligand comme CD40/CD40L(CD154), OX40(CD134)
/OX40L, 4-1BB(CD137) / 4-1BBL(CD137L), CD27 / CD70 et d’autres (Olive, D., 2006 ;
Cannons, J.L., et al, 2001).

L’une des voies bien étudiées est la voie de CD40/CD40L(CD154). CD40L est une
glycoprotéine membranaire principalement exprimée sur les cellules T CD4" rapidement aprés
I’activation via le TCR, alors que CD40 est exprimé de fagon constitutive a la surface des
lymphocytes B, les macrophages et les cellules dendritiques. L’expression de CD40L est régulée
par la liaison du TCR a I’antigéne et par d’autres molécules de co-stimulation, notamment le
CD28. L’issu de I’interaction entre CD40L exprimé a la surface des lymphocytes T et son
récepteur CD40, exprimé a la surface des CPA, est a ’origine d’un signal d’activation des
lymphocytes et cette interaction meéne a I’induction de fonctions effectrices telles que la
production des cytokines pro-inflammatoires par les cellules présentatrices d’antigene, la
régulation de I’expression des molécules impliquées dans 1’adhésion cellulaire, la différentiation
de cellules B ainsi qu’a la conversion (switch) des immunoglobulines et la formation des cellules
B mémoires (Elgueta, R., et al, 2009).

Un autre membre de la famille de TNF est le récepteur 4-1BB(CD137) qui est exprimé
par les lymphocytes T CD4" et CD8" activés (Cannons, J.L., et al, 2001), mais aussi par les
lymphocytes B humaines (Zhang, X., et al, 2010), les macrophages, les cellules dendritiques et
les cellules NK. Son ligand, CD137L (ou 4-1BBL), est retrouvé a la surface des CPA, apres
I’activation cellulaire. Effectivement, ils sont impliqués dans des signaux des types activateurs
en association avec CD28 ou indépendamment de CD28, et coopérent de maniére séquentielle
dans les différentes étapes de I’activation des lymphocytes. En réalité, ces différentes voies co-

stimulatrices montrent des niveaux d’expression variés et possedent des effets différents sur
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I’activation des lymphocytes. Cependant, le dysfonctionnement des voies co-stimulatrices peut
favoriser différentes pathologies comme les maladies auto-immunes, les infections ainsi que le
développement de tumeurs. En fait, ce dysfonctionnement des voies co-stimulatrices meéne a un
déséquilibre qui peut résulter de différents mécanismes ; par I’expression anormale de fagon
constitutive des molécules co-stimulatrices sur certaines cellules qui normalement ne les
expriment pas, ou par 1’inhibition de I’expression des molécules de co-stimulation ayant une
fonction inhibitrice. De plus, ce déséquilibre peut résulter d’une augmentation de 1I’expression
des molécules qui vont favoriser la réponse immunitaire (Elgueta, R., et al, 2009).

En réalité, les connaissances sur I’implication des certaines voies co-stimulatrices dans
certaines pathologies comme le cancer sont treés limitées. Alors, il est important de connaitre
I’implication des voies de co-stimulation dans la régulation des réponses des cellules T afin de
développer de nouvelles stratégies basées sur I’immunothérapie qui visent a renforcer
I’immunité anti-tumorale en bloquant les voies inhibitrices, telle CTLA-4/ B7 ou PD-1/PD-L1,
et/ou en stimulant les voies co-stimulatrices comme CD40L/CD40, 4-1BB/4-1BBL ou
0X40/0X40L (Olive, D., 2006). Plus encore, certaines cascades menant a la survie des
lymphocytes pourraient étre impliquées dans la survie des cellules malignes si elles sont activées
de fagon constitutive, et il est essentiel de les comprendre, car cette connaissance va permettre
la modulation de certaines molécules aidant ainsi & un bon fonctionnement du systéme

immunitaire et a 1’élimination des cellules tumorales.
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1.5.Les TNFRs et leur role dans la survie cellulaire

1.5.1. Les TNFRs (Tumor Necrosis Factor Receptors)

Les TNFRs font partie d’une famille de récepteurs impliqués dans la transmission des
signaux menant a la survie ou la mort des lymphocytes (Figure 9). L’équilibre entre les signaux
de survie et la mort des lymphocytes joue un réle critique dans 1’issue de la réponse immunitaire.
Les TNFRs se caractérisent par une large distribution dans les tissus et régulent diverses
fonctions biologiques, notamment les réponses immunitaires, 1'inflammation, le développement
des organes lymphoides et du cerveau, ainsi que 1’homéostasie tissulaire. La structure
intracellulaire des TNFRs permet de les diviser en deux groupes. Le premier groupe de
récepteurs est connu sous le nom des récepteurs de la mort cellulaire. Ces derniers contiennent
un domaine de mort dans la région intracellulaire comme par exemple TNFR1, TNFR2,
Fas(CD95), TRAIL-R1, R2 and R3 et d’autres. Par contre, les TNFRs qui se retrouvent dans le
deuxieme groupe n’ont pas un domaine de mort, mais contiennent des motifs d’interaction avec
des TRAF (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor) dans leur région intracellulaire
et sont impliqués dans la survie cellulaire. Les récepteurs comme CD40, OX40, CD27, CD30
et CD137 (4-1BB) sont un exemple pour le deuxieme groupe de TNFRs. Ces récepteurs sont
tous des molécules co-stimulatrices et agissent a des différentes étapes dans l'activation de
lymphocytes T et B afin de moduler la réponse immunitaire. De plus, TNFR2 est aussi capable
de lier les TRAFs et induire ainsi un siganl de survie (Ha, H., et al, 2009, Muppidi, J.R., 2004,
Twohig, J.P., 2011).

Les récepteurs de cette famille n'ont pas 1'activité kinase et leur activation dépend de la
liaison de protéines adaptatrices comme TRAFs pour assembler des complexes de signalisation
en aval afin d’activer les différentes cascades importantes (Figure 10). La liaison de TRAFs a
des TNFRs induit généralement 1’activation des cascades de signalisation menant a I’activation
du facteur nucléaire NF-kB et MAPKSs, incluant ERK, p38 et INK, impliquées dans la régulation
de la survie cellulaire. De plus, les TNFRs jouent un role critique dans le destin des cellules T
effectrices ainsi que dans le maintien de cellules T mémoires. En effet, la prolifération et la

survie des cellules immunitaires sont hautement contrdlées a chaque étape de la réponse
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immunitaire afin de garder ’homéostasie du systeme immunitaire (Elgueta, R., et al, 2009, Xie,

P., 2013).
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Figure 9. La famille TNFR/TNF-L. La superfamille des TNF comprend 32 récepteurs et 19 ligands
(solubles et membranaires). Les récepteurs et les ligands de la famille TNF sont impliqués dans la
régulation des réponses cellulaires, y compris l'activation, la prolifération, la différenciation et
l'apoptose. La signalisation du TNF est également impliqué dans la tumorigenése, le rejet de greffe, la
réplication du virus, et d’autres maladies ce qui conduit a l'apparition de nombreux TNF cibles
thérapeutiques pour le cancer et maladies auto-immunes (modifié d’Aggarwal, B.B. et al, 2003).
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Figure 10. Les cascades de signalisations des TNFRs dépendantes de TRAFs (Tumor Necrosis
Receptor Assiciated Factror). Les récepteurs de la superfamille de TNFR jouent un réle essentiel dans
des nombreux événements biologiques. L engagement des récepteurs spécifiques de la famille TNFR par
les ligands TNF-L correspondants provoque le recrutement des protéines adaptatrices intracellulaires
TRAFs qui activent de multiples voies de transduction du signal. Chez [’homme, 29 membres de la famille
des récepteurs du TNF ont été identifiés. Les TNFR2, CD40, CD30, CD27, TNFR2-RP, LT-BetaR,
0X40(CD134), 4-1BB(CD137), BAFFR, BCMA, TACI, RANK, HVEM (Herpes Virus Entry Mediator),
GITR et autres contiennent un ou plus TIM (TRAF Interacting Motifs) dans leurs queues cytoplasmiques.
L'activation de récepteurs TNFR contenant motifs TIM conduit au recrutement de membres de la famille
TRAF, et l'activation de multiples voies de transduction du signal telles que NF-KappaB (Nuclear
Factor-Kappa B), p38, ERK (Extracellular Signal Regulated Kinase), JNK (Jun N-terminal Kinase) et
PI3K (Phosphoinositide 3-kinase). TRAFs sont une famille de protéines adaptatrices intracellulaires qui
se lient directement ou indirectement a de nombreux membres de la superfamille de TNFR et peuvent
induire l'activation des plusieurs cascades kinases qui conduisent finalement a l'activation des voies de
transduction de signaux, tels que NF-kB, JNK, ERK, p38 et PI3K, ce qui mene a [’activation des
différents processus cellulaires allant de la prolifération et la différenciation cellulaire ou a l'apoptose
(Modifie de Qiagen).
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1.5.2. Le récepteur 4-1BB (CD137) et son role dans la survie cellulaire

Parmi les membres de la superfamille TNFRs, 4-1BB (CD137, tnfrsf9), un récepteur
inductible a la surface des cellules T est un médiateur important impliqué dans la survie
cellulaire. 4-1BB est également un régulateur hautement important pour les réponses antivirales
de cellules T CD8". Le récepteur 4-1BB existe a la fois en tant que monomére de 30 kDa et de
55 kDa sous la forme de dimere (Vinay, D.S. et al, 2014).

Le récepteur 4-1BB a été découvert dans les années 80 a la surface des cellules activées.
Il est exprimé par multiples cellules des lignées myéloide et lymphoide incluant les cellules
activées T CD8" effectrices, T CD4", les cellules NK (Natural killer cells), les cellules NK/T,
les cellules dendritiques (DCs), les macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles (i, L. et
al, 2014). Cependant, des études ultérieures ont montré que le récepteur 4-1BB est
constitutivement exprimé a la surface d'un certain nombre de cellules, mais a de faibles niveaux,
y compris cellules Foxp3™ Treg, cellules dendritiques (DCs) et les neutrophiles. Le récepteur est
maintenant reconnu comme étant exprim¢ sur un spectre de cellules beaucoup plus large,
notamment, les cellules T CD8", T CD4" (Cannons, J.L., et al, 2001), cellules B humaines
(Zhang, X., et al, 2010), cellules T régulatrices (Treg) (Zheng, G. et al, 2004), cellules
dendritiques (DCs) (Choi, B.K., et al, 2009), les monocytes, les neutrophiles (Nguyen, Q.T., et
al, 2013), les cellules NK activées (Natural Killer cells) et les cellules NKT (Natural Killer T
cells) (Baessler, T., et al, 2010; Marvel, J.. et al, 2010).

Dans une étude faite chez la souris, les auteurs démontrent que la signalisation en aval
du récepteur 4-1BB n’est pas impliquée dans la maturation des cellules dendritiques et
n’influence pas I’expression des molécules impliquées dans la présentation antigénique, mais
qu’elle est trés importante pour leur survie. Dans ces travaux, les auteurs démontrent que les
cellules dendritiques en provenance d’une souris 4-1BB” subissent une maturation normale,
mais apres la maturation, se caractérisent par un niveau de survie trés faible comparé aux cellules
dendritiques en provenance d’une souris 4-1BB** di ala faible expression des molécules anti-
apoptotiques comme Bcl-2 et Bel-xi. en absence de 4-1BB. De plus, dans ses études in vivo, ils
démontrent que la déficience de 4-1BB dans les cellules dendritiques méne a une diminution
de I’expansion clonale des cellules T CD4" antigéne-spécifiques ainsi qu’a la formation des

cellules T mémoires(Choi, B.K., et al, 2009).
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Il est a noter que des études récentes ont démontré que le récepteur 4-1BB est aussi
exprimé a la surface des lymphocytes B humains suite a une stimulation via le BCR et CD40
(a-CD40/a-1g) et que cette expression favorise la prolifération et la survie des lymphocytes B
humaines (Zhang, X., et al, 2010). Par contre, une telle stimulation n’ameéne pas a 1’induction
de [I’expression du récepteur 4-1BB a la surface des cellules B murines, mais plutdt a
I’expression de son ligand physiologique 4-1BBL (Futagawa, T., et al, 2002).

La stimulation du récepteur 4-1BB par son ligand naturel ou par des anticorps agonistes
anti-4-1BB améliore I’activation de certaines cellules du systéme immunitaire incluant
lymphocytes T, lymphocytes B humains, cellules dendritiques, les monocytes et les
neutrophiles. De plus, la signalisation via 4-1BB mene a la co-stimulation des cellules T d’une

manic¢re CD28 indépendant (Saoulli, K., and al, 1998).

1.5.3. Le role des interactions 4-1BB/4-1BBL dans la survie de lymphocytes T

Le récepteur 4-1BB n'est pas exprimé a la surface des cellules T non activées, mais il
est induit suite a 1’activation des cellules. In vivo, le récepteur 4-1BB est exprimé d’une fagon
transitoire similairement au marqueur de I’activation précoce CD69. 1l est a noter que, les études
faites sur les cellules T in vitro ont démontrés que I’expression du récepteur 4-1BB peut étre
induite en absence de I’antigéne est en présence des interleukines IL-2 et IL-15 dans les cellules
T CD8" mémoires, mais non pas dans les cellules T CD8" naives. L’induction de I’expression
du récepteur 4-1BB a la surface des cellules T CD8 mémoires contribue a leur survie apres la
clairance de I’antigéne (Wang, C., et al, 2009; Pulle, G., et al, 2000).

Dans une étude (Pepa, D. et al, 2013) il a été reporté que ’infection par le virus
d’hépatite B mene a I’épuisement des lymphocytes T CD8 spécifiques au virus. Il a été démontré
que les cellules NK sont capables de limiter ou inverser les réponses antivirales par une
suppression ou ’inhibition des cellules T CD8" spécifiques au virus. En réalité, différentes
¢tudes ont été faites afin de bien comprendre les mécanismes impliqués dans la survie des
lymphocytes T CD8" dans le but de pouvoir restaurer la population indispensable pour la
clairance virale. Une étude a démontré qu’avec un blocage des interactions PD-1/PD-L1, il est

possible de récupérer les cellules T CD8" spécifiques au HBV montrées étre épuisées par le
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virus (Fisicaro, P., et al, 2010). Plus encore, avec la combinaison d’une stimulation anti-4-
IBB il est possible de restaurer la population des lymphocytes T CD8" spécifiques au HBV,
une population cellulaire trés importante impliquée dans la clairance virale efficace (Fisicaro,
P, etal 2012).

Différentes ¢études montrent, que le systéme immunitaire utilise les couples des
molécules inductibles, comme le couple 4-1BB/4-1BBL afin de réguler la durée de la réponse
des lymphocytes T CD8" en réponse a des infections qui prennent plus de temps pour éliminer
I’antigéne persistant (Wang, C., et al, 2009). De plus, certaines études (Cannons J.L. et al,
2001) ont démontré que la stimulation des cellules T par 4-1BBL joue un réle trés important
dans la division cellulaire, I’activation de la fonction effectrice et la survie cellulaire.

L’expression du récepteur 4-1BB a la surface des cellules T est dépendante de
I’activation et de I’interaction avec 4-1BBL, exprimé par les cellules présentatrices d’antigene

(CPA). De plus, l'activation d'un certain nombre d'agonistes, tels que les cytokines (IL-2, IL-
4), les activateurs polyclonaux (Con A et PHA) et les molécules de la surface cellulaire (CD3
et CD28), améliorent encore 1'expression de 4-1BB a la surface des lymphocytes T (Vinay, D.S.,
etal, 2014; Wang, C., et al, 2009). L’engagement du récepteur 4-1BB améliore la prolifération
des lymphocytes T, I’activation de leur fonction effectrice, leurs survie et établit la mémoire
immunologique (Sabbagh, L. et al, 2006) (Zhu, Y., et al, 2007). En effet, le récepteur 4-1BB
est une molécule co-stimulatrice qui prolonge la survie de lymphocytes T CD8" et favorise la
réponse des cellules T par I’activation de PI-3-kinase et Akt/PKB menant ainsi a I’augmentation
de I’expression des genes anti-apoptotiques comme Bcel-xp et Bfl-1 (Lee, HW. Et al, 2002). La
signalisation en aval du récepteur 4-1BB joue un rdle critique dans la prévention de 1’induction
de la mort cellulaire et I’amélioration de la fonction T cytotoxique ainsi qu’a la production de
I’IFNy (interféron gamma) (Hurtado, J.C., et al, 1997 ; Shuford, W.W., et al, 1997). Dans une
étude précédente, il a été démontré dans le modele murin que, I’engagement du récepteur 4-
1BB est impliqué dans la régulation négative de la molécule pro-apoptotique Bim promouvant
la survie des lymphocytes T CD8 mémoires (Sabbagh, L., et al, 2006).

Dans certaines €tudes in vitro, il a ét¢ démontré, que 4-1BBL ou I’anticorps anti-4-1BB
peut activer les lymphocytes T CD4" et T CD8" de fagon égale (Cannons, J.L., et al, 2001), quoi
que, dans d’autres modeles, le récepteur 4-1BB est montré d’étre induit & un niveau plus échez

les lymphocytes T CD8" (Wen, T., et al, 2002). Bien que le récepteur 4-1BB est reconnu d’étre
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impliqué dans la prolifération et la survie des lymphocytes T, paradoxalement, les cellules T en
provenance des souris déficientes en 4-1BB (4-1BB”") montrent une hyper prolifération et une
diminution de la production des cytokines (IL-2 et IL-4) (Kwon, B.S., et al, 2002). De plus, une
¢tude démontre que [’anticorps agonistique anti-4-1BB augmente les réponses antivirales et
anti-tumorales des cellules T CD8" alors que en méme temps bloque les réponses des cellules
B et cellules T CD4" auto-réactives (Wang, C., et al, 2009).

Le ligand physiologique de 4-1BB, 4-1BBL (ou CD137L), membre de la famille TNF-
Ligands, est une protéine inductible dans les CPA et les lymphocytes B activés. Non seulement
il meéne a la co-stimulation de cellules T via I’activation du récepteur 4-1BB, mais il passe aussi
les signaux aux cellules présentatrices d’antigéne induisant ainsi leur prolifération, prolongeant
leur survie et méne a I’augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (Palma,
C., et al, 2004). Par exemple, les cellules B murines expriment 4-1BBL suite a une stimulation
a-CD40/a-1gM (Futagawa, T., et al, 2002) et dans les macrophages 4-1BBL est induite par la
présence de LPS (Lypopolysaccaride bactérienne) de maniere TLR4 dépendante. Dans les
macrophages, son expression est trés rapide et transitoire avec un pic d’ARNm a 4h apres la
stimulation et revient au niveau basal 12 heures aprés. Dans les cellules B et les cellules
dendritiques (DCs), I’expression de 4-1BBL est régulée par CD40. D’ailleurs, 1’expression de
4-1BBL a la surface cellulaire diminue en présence de son récepteur et est sujet du clivage par
les métaloprotéinases (Salih, H. R. et al, 2001). La forme soluble de 4-1BBL peut étre détectée
dans plusieurs états pathologiques (Wang, C., et al, 2009; DeBenedette, M. A., et al, 1997; Salih,
H. R. etal, 2001). En effet, 4-1BBL joue un role trés important dans la génération d’une réponse
T CD8 antivirale (Tan, J.T., et al, 1999).

Le récepteur 4-1BB appartient au TNFRs qui ne possedent pas le domaine de la mort
(Death Domain) dans leur queue cytoplasmique, mais ils contiennent des motifs d’interaction
avec des molécules adaptatrices TRAFs (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor).
Suite a I’activation, le récepteur 4-1BB recrute les molécules adaptatrices comme TRAF1 et
TRAF2 afin d’assembler des complexes en aval et activer les cascades des signalisations
impliquées dans la survie cellulaire (Figure 11). Dans une étude il a été démontré que 4-1BB
murin possede seulement deux sites de liaison de TRAFs dans sa queue cytoplasmique et est
capable de recruter directement TRAF1 et TRAF2 comparé au récepteur humain montré d’étre

capable de recruter en plus le TRAF3 (Wang, C., et al, 2009, Jang, LK. et al, 1998). 1l est
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intéressant de noter que récemment, Yi, L. et al. ont étudi¢ le site de la liaison de 4-1BB sur 4-
I1BBL afin de comparer les CRDs (Cysteine Rich Domain) de 4-1BB murin et humain et de bien
comprendre les CRDs impliqués dans la liaison entre 4-1BB et 4-1BBL. Les résultats de leur
¢tude ont démontré que h4-1BBL (human 4-1BBL) peut lier m4-1BB (mouse 4-1BB), mais que
m4-1BBL ne peut pas lier h4-1BB. De plus, ils ont démontré une différence entre les deux
especes indiquant que la liaison de 4-1BB de souris et 4-1BB humain a 4-1BBL implique des
différentes CRDs. Dans la souris, 4-1BBL lie CRDII de 4-1BB, alors que 4-1BBL humain lie
préférentiellement le CRDIII de 4-1BB (Y3, L. et al, 2014).
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Figure 11. Transduction du signal par le récepteur 4-1BB dans les lymphocytes T.
L’engagement du récepteur 4-1BB meéene au recrutement de TRAFI et TRAF2, résultant a
[’activation des cascades du facteur nucléaire kB (NF-xB), ERK (Extracellular signal Regulated
kinase), JNK(c-Jun N-terminal kinase), et p38 MAP kinase (mitogen-associated protein)
favorisants la survie cellulaire. En l'absence de TRAF1, l'activation d’ERK est altérée et les
niveaux de Bim augmentent dans la cellule. (Modifi¢ de Wang, C. et al, 2009).

Les études effectuées dans des souris déficientes en CD28 (CD287) ont démontré que

dans le cas d’une infection virale, une simple dose de 1’anticorps agoniste anti-4-1BB corrige
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I’expansion des lymphocytes T CD8" malgré la déficience en CD28 (Bertram, E.M., et al,
2004). Alors, les interactions 4-1BB/4-1BBL sont trés importantes et peuvent contribuer a la
programmation d’une réponse des lymphocytes T CD8" lorsque les signaux CD28 sont limités
da a une déficience en CD28 ou a des niveaux faibles (Wang, C. et al, 2009; Laderach, D., et
al, 2002; Chu, N.R., et al, 1997; Saoulli, K., et al, 1998). En effet, certains immunogenes
activent faiblement le systétme immunitaire et génerent une trés faible réponse immunitaire
primaire dans le but de limiter I’expression des molécules de la famille B7, comme le CD28,
afin de limiter 1’activation des cellules T. Donc, 1’activation de la cascade en aval du récepteur
4-1BB par son ligand (4-1BBL) est requise pour une activation maximale des cellules T et peut
mener a des changements épigénétiques qui vont contribuer a programmer les cellules T
mémoires pour une deuxiéme expansion. De plus, 1’activation de la cascade va jouer un role
clé dans la maintenance des cellules T CD8" mémoires (Sabbagh, L. et al, 2008). Dans le cas
d’une infection virale sévere lorsque la charge virale persiste, 4-1BBL va soutenir 1I’expression
du récepteur 4-1BB afin de maintenir la fonction cytotoxique de cellules T CD8" au site de

I’infection, menant ainsi a la clairance virale (Wang, C., et al, 2009).

1.5.4. Le role des interactions 4-1BB/4-1BBL dans la survie de lymphocytes B

En réalité, le récepteur 4-1BB a été beaucoup étudié concernant son role dans la survie
de lymphocytes T, mais peu d’études ont été faites chez les cellules B. L’¢tude faite par (Zhang,
X, et al, 2010) a démontré que contrairement aux cellules B murines qui n’expriment pas le
récepteur 4-1BB (Futagawa, T., et al, 2002), le récepteur est exprimé a la surface de cellules
B humaines suite a une stimulation via le BCR (anti-CD40/anti-Ig) et que cette stimulation
favorise la prolifération et la survie des cellules B humaines. D’ailleurs, cette étude démontre
que I’IL-4, IL-10 and IL-21 inhibent I’expression du récepteur. L’engagement du récepteur 4-
1BB dans les lymphocytes B ne résulte pas en une augmentation de la production d’IL-4, -6, -
10 ou I'IFNy, mais la stimulation anti-4-1BB méne a une augmentation significative de la
sécrétion de TNFa et B. Dans leur étude, les auteurs démontrent que le récepteur 4-1BB est
exprimé préférentiellement, mais non exclusivement, par les cellules B naives apres une
stimulation anti-CD40/anti-Ig. Ceci démontre que le récepteur est trés important pour la

régulation de cellules B humaines naives car les cellules B naives et mémoires ont besoin de
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différents signaux pour I’activation et la différentiation (Zhang, X., et al, 2010). Par contre,
aucune ¢tude ne démontre les molécules de signalisation impliquées apres 1’engagement du

récepteur 4-1BB dans les cellules B humaines.

1.6. Les molécules adaptatrices TRAFs (Tumor necrosis factor Receptor

Associated Factor)

Les TRAFs sont reconnus comme des transducteurs du signal d'une grande variété
d'autres familles de récepteurs, y compris les récepteurs immunitaires innées (Toll-like
Receptors (TLRs), les NLRs (NOD-like receptors), les récepteurs immunitaires adaptatifs (les
TNFRs), les récepteurs de cytokines et les récepteurs de lectines de type C (Xie, P. 2013). A
I’exception de  TRAF4, tous les membres de cette famille sont des protéines cytosoliques
(Bradley, J.R., 2001) et leur expression est régulée de manicre spécifique selon le type cellulaire
(Zapata, J.M., et al, 2000).

Les TRAFs représentent une famille de protéines adaptatrices impliquées a la liaison
entre les membres de la famille de TNFRs et les cascades de signalisation en aval. Cette famille
de protéines intracellulaires lie directement la région cytoplasmique des récepteurs TNFRs et
active différentes voies de signalisations intracellulaires. La famille est composée de sept
membres distincts (Figure 12) (Ha, H., et al, 2009; Wajant, H., et al, 2001).

Il est a noter que certains virus et bactéries ont développés une variété de stratégies pour
cibler ou détourner la formation de complexes de TRAFs afin d’échapper a la réponse
immunitaire de 1'hdte et de promouvoir leur propre propagation ou la persistance. Le meilleur
exemple est Latent Membrane Protein I (LMP1) du virus d'Epstein-Barr, qui séquestre le
TRAF3 cellulaire, et détourne TRAF1, 2, 5 et 6 pour imiter la signalisation de CD40
constitutivement activée. De plus, il existe des virus qui régulent l'expression des miARN

(micro ARN) spécifiques pour cibler les TRAFs (Mishra, R., et al, 2012).
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Figure 12. La représentation schématique de membres de la famille TRAFs. La famille est
composée de sept membre distinctes, chacune contenant un domaine RING (sauf TRAF1), motifs doigt
de zinc, un N-terminal du domaine TRAF et un C-terminal TRAF domaine. La moitié de la partie C-
terminale du domaine TRAF (TRAF-C) est hautement conservée parmi les membres de la famille TRAF
et permet [’homo- et hétérooligomérisation des TRAFs et [’association des TRAFs avec différents
récepteurs de surface cellulaire, alors que la partie N-terminale du domaine TRAF (TRAF-N) est moins
conservée (Modifié de Ha, et al, 2009).

Les TRAFs sont des protéines adaptatrices trés importantes pour l'immunité de I'hote,
comme le démontre leur utilisation partagée par les récepteurs de 1'immunité innée (comme les
TLRs, NLRs, RLRs et les cytokines) et de I’immunité adaptative (comme CD40, BAFF-R,
0X40, 4-1BB et TCR). Les voies de signalisation dépendantes de TRAFs meénent généralement
a l'activation du facteur nucléaire NF-kB, des protéines kinases activées par les mitogenes
(MAPK), ou des facteurs de régulation de l'interféron (IRF). Agissant seul ou en combinaison,
les TRAFs sont des régulateurs trés polyvalents qui contrdlent divers processus cellulaires, y
compris la prolifération, la survie, la différenciation, l'activation ainsi que la production de
cytokines. En effet, une altération des fonctions de TRAFs peut contribuer a une pathologie
menant a des maladies importantes comme le cancer, I’immunodéficience ainsi qu’a des

maladies auto-immunes (Inoue, J., et al, 2000).
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1.6.1. TRAF1 (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 1)

Parmi les membres de la famille TRAF, TRAF1 est unique parce qu’elle ne posseéde pas
de domaine RING trouvé dans la région N-terminale des autres TRAFs qui est nécessaire pour
I’activation du facteur nucléaire NF-kB, ainsi que pour le fait d’avoir seulement un doigt de Zn.
En effet, TRAF1 était connue comme la forme dominante négative de TRAF2 (Tsitsikov, E. et
al, 2001).

A la différence d’autres TRAFs, TRAF1 est une protéine inductible et est caractérisée
par une expression treés restreinte aux lymphocytes, cellules dendritiques et certaines cellules
¢épithéliales. Les analyses de différents tissus humaines en provenance des personnes saines ont
révélé que les quantités les plus abondants de TRAF1 sont détectées dans le thymus, la rate, les
testicules et I’épiderme, comparé aux autres tissus ou cette protéine est moins répandue (Zapata,
J.M. et al, 2000). Parmi tous les membres de la famille TRAF, c’est ’expression de TRAF1 qui
est la plus hautement régulée. Bien que dans la plupart des cellules I’expression de TRAF1 est
trés faible ou non détectable, son expression est rapidement induite en réponse a 1’activation de
NF-kB et AP-1 par un large spectre de médiateurs inflammatoires comme TNF-a, CD40, LPS
et d’autres (Caprpentier, I, et al, 1999 ; Dunn, I, et al, 2000, Wang, C., et al, 1998 ;
Schwenzer, R., et al, 1999).

TRAF]1 peut s’associer avec plusieurs membres de la famille TNFRs et peut également
lier plusieurs protéines kinases et des protéines adaptatrices, ce qui suggere que cette protéine
posséde de multiples fonctions dans différentes voies de signalisation. TRAF1 est recrutée en
réponse a la co-stimulation de plusieurs membres de la famille TNFRs notamment CD30, CD40,
0X40, 4-1BB(CD137), LMP1 (Latent membrane proteinl) e¢ BCMA (B cell maturation
protein) (Bradley, J.R., 2001). TRAF1 peut étre recruté indirectement par TNFR1 et TNFR2 via
TRAF2 et TRADD. Certaines études montrent qu’en aval de CDA40, les effets de TRAF1
dépendent de la stoechiométrie de TRAF1 et TRAF2. En effet, en aval de CD40, TRAF1 est
capable de maintenir JNK, D’activation de NF-kB ainsi que de stabiliser TRAF2 par son
relachement de radeau lipidique et ainsi de le protéger de la dégradation (4Arron, JR. et al, 2002
; Xie, P., et al, 2006). Par contre, en aval de CD40, la surexpression de TRAF1 provoque
I’inhibition de TRAF2 (Fotin-Mleczek, M., et al, 2004). De fagon similaire, TRAF1 est requis

dans les cellules T afin de protéger TRAF2 de la dégradation suite a 1’activation de la cascade
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en aval du récepteur 4-1BB (Sabbagh, L.,et al, 2008). Fait intéressant, TRAF1 a été toujours
identifi¢ avec TRAF2, cIAP1 et cIAP2 qui peuvent former un complexe protéique capable de
bloquer directement la caspase 8 activée par TNFR1. En effet, TRAF1 lie le domaine BIR de
protéines cIAPs (The cellular inhibitor of apoptosis), comme cIAP1 et cIAP2, et le complexe
formé est impliqué dans 1’inhibition de certaines caspases activant 1’apoptose cellulaire (Leo,
E., et al, 2001). Une étude a été faite (Zheng, C., et al, 2010) sur les interactions et la structure
cristalline du complexe TRAF1/TRAF2/cIAP2. Selon cette ¢tude, I’homo trimére de TRAF1
est capable simultanément de réagir avec trois molécules de cIAP2, mais avec une trés faible
affinité, comparé au TRAF2 trimérique. Par contre, le complexe hétéro trimérique formé
TRAF1 : (TRAF2), montre une affinité beaucoup plus élevée pour cIAP2 et la stoeechiométrie
de I’oligomere formé est suivante : TRAF1/ (TRAF2), /cIAP2. En effet, I’hétéro trimere formé
entre TRAF1 et deux TRAF2 posséde une affinité beaucoup plus élevée pour cIAP2 comparé a
I’homo trimere formé par trois TRAF2. De plus, le site de liaison de cIAP2 sur I’hétéro trimere
TRAF1 : (TRAF2), est composé d’une chaine TRAF1 et une de TRAF2 et les analyses plus
approfondies faites par la cristallographie démontrent que c’est le TRAF1 qui contribue avec
les majorités de résidus dans les interactions avec cIAP2, et non TRAF2 (Zheng, C., et al, 2010).
Ceci suggere que TRAFI1 joue un rdle trés important dans la régulation de la fonction de TRAF2
ainsi que dans la protection de sa dégradation. En effet, la perte de I’expression de TRAF1 en
aval de CD40 mene a la dégradation de TRAF2 et TRAF3 dans les lignées cellulaires de nature
B (Wicovsky, A., et al, 2009 ; Wicovsky, A., et al, 2009 ; Xie, P., et al, 2006). De plus, TRAFI,
TRAF2, cIAP1 et cIAP2 sont tous nécessaires pour réprimer 1’apoptose induite par TNF dans
les lignées cellulaires déficientes en NF-xB (Wang, C., et al, 1995). 1l semble que les
interactions TRAF1/2 et cIAP1/2 jouent un role critique entre les signaux de survie et de la
mort cellulaire. En effet, cIAP1/2 sont souvent surexprimées dans les différents cancers tout
comme TRAF1/2 qui sont montrés surexprimés anormalement dans un large spectre de cancers
impliquant les lymphocytes B (Zheng, C., et al, 2010 ; Zapata, C., et al, 2000 ; Zapata, C. et al,
2007). 1l est a noter que certaines études ont démontré le réle pro-apoptotique que TRAF1 peut
jouer car il est la cible du clivage de différentes caspases, comme la caspase 8 par exemple, et
le produit du clivage mene a I’inhibition du facteur nucléaire NF-kB, menant ainsi a la limitation
de D’expression de TRAFI1 lui-méme. Effectivement, la caspase 8 clive TRAF1 en deux

fragments TRAF1-C et TRAF1-N. La surexpression de fragment TRAFI1-C, mais non de
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TRAF1-N, méne a une augmentation de I’induction de I’apoptose induite par TNFR1 et Fas
ligand (Henkler, F., et al, 2003 ; Irmler, M., et al, 2000 ; Leo, E., et al, 2001).

Afin de bien comprendre le role de TRAF1, une souris TRAF17" a été créée par Tsitsikov
et al. (Tsitsikov EN. et al, 2001). Les analyses faites ont démontré que les souris déficientes en
TRAF1 sont nées avec apparence normale, comparées aux souris TRAF2”- et TRAF3™" car les
genes de TRAF2 et TRAF3 sont impliqués dans la survie, leur déficience est 1étale et les souris
TRAF27 (Yeh, W.C., et al, 1997) et TRAF3™ (Xu, Y., et al, 1996) meurent prématurément. Par
contre, les études plus approfondies (7sitsikov, E.N., et al, 2001) ont révélé un développement
normal de lymphocytes T et B dans la souris TRAF17", aucune différence dans le nombre des
molécules de CD4, CD8, TCRaf}, TCRys et CD3 dans les thymocytes positives en provenance
des souris WT et TRAF 17 et un nombre normal de lymphocytes B IgM* dans la moelle osseuse,
indiquant que I’expression de TRAF1 n’est pas requise pour le développement des lymphocytes
T et B. De plus, I’étude sur la réponse proliférative de cellules B TRAF17 suite 4 une stimulation
a-IgM ou a-CD40 a démontré une prolifération normale de lymphocytes B, une activation
normale de facteurs de transcriptions NF-kB et AP-1 aprées I’engagement de CD40 ainsi qu’une
commutation isotypique d'immunoglobulines intacte dans les cellules B déficientes en TRAFI.
En effet, dans cette étude il a ét¢ démontré que les réponses antigéniques spécifiques aux
anticorps ne dépendent pas de TRAF1. Bien que le développement des lymphocytes T et B dans
les organes lymphoides d’une souris TRAF1”- semble normal, de méme la fonction de cellules
B de cette souris, les lymphocytes T montrent une réponse hyper proliférative en réponse a une
stimulation a-CD3 et TNF ce qui suggere que, normalement, TRAF1 est un inhibiteur de
I’activation via TCR/CD3 (Tsitsikov, E.N., et al, 2001). En effet, la dérégulation de 1’expression
de TRAF1 peut mener a une hyper activation des lymphocytes ce qui peut contribuer a la
formation des tumeurs lymphoides malignes. L’étude faite par Speiser, D.E. et al, a démontré
que la surexpression de TRAF1 in vivo inhibe la suppression induite par ’antigene in vivo des
cellules T CDS8" activées (Speiser, D.E. et al, 1997).

Le role important de TRAF1 dans la survie des cellules T CD8" a été reporté dans
plusieurs études. Dans une étude faite sur la dérégulation des cellules T CD8" suite a une
infection virale par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) ou le virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV) clone 13 chez la souris, il a été démontré qu’au cours

de la phase chronique de I’infection, les cellules T CD8" spécifiques au virus perdent
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I’expression de TRAF1 car les niveaux de TRAF1 sont significativement plus faibles dans les
cellules T CD8 spécifiques au VIH en provenance de patients avec une infection chronique par
rapport aux patients infectés récemment ou des contrdleurs viraux (Wang, C., et al, 2012). De
plus, cette étude démontre une corrélation négative entre TRAF1 et PD-1 (Programmed cell
death protein 1) et la charge virale. Les ¢tudes plus poussées ont été effectuées afin de mieux
comprendre si la diminution de l'expression de TRAF1 pourrait jouer un réle dans la perte de
contrdle du VIH. L’expression de TRAF1 a été inhibée dans les cellules T CD8" en provenance
des controleurs du virus ou un donneur non infecté en utilisant des petits ARN d’interférence
(siRNA) dirigé contre TRAF1 ou le contrdle de I'ARN et la fonction des cellules T CD8" a été
¢valuée dans un essai de la suppression virale. Les résultats ont démontré que 1’inhibition de
TRAF1 mene a une augmentation de la fréquence des cellules T CD4 infectées par le VIH
comparé¢ au contrdle, a une diminution de la suppression virale dépendante de cellules T et d’une
altération de réponses spécifiques au VIH des lymphocytes T CDS8 en aval du récepteur de 4-
1BB (Wang, C., et al, 2012). En plus, il a ét¢ démontré que la phase de 1’infection chronique
par le virus VIH est caractérisée par un dysfonctionnement du systéme immunitaire résultant de
la perte post-transcriptionnelle d'un adaptateur de signalisation de cellule T spécifique du virus,
la protéine TRAF1, menant ainsi a la désensibilisation de la voie co-stimulatrice du récepteur
4-1BB impliquée dans la survie des lymphocytes T (Wang, C., et al, 2012).

Les études précédentes faites chez les souris ont 1ié les effets de survie de TRAF1 dans
les cellules T CD8" a la modulation TRAF1-dépendante de la molécule pro-apoptotique Bim
(Sabbagh, L., et al, 2006 ; Wang, C., et al, 2007 ; Sabbagh, L., et al, 2008). Bien que 1’inhibition
de TRAFI dans les cellules T CD8" spécifiques au virus de VIH méne & une perte de control
viral par les cellules T CD8" dans une infection par VIH ex vivo, une inhibition de Bim a un
effet compensatoire (Wang, C., et al, 2012) confirmant ainsi les résultats des études précédentes
(Sabbagh, L., et al, 2006 ; Wang, C., et al, 2007 ; Sabbagh, L., et al, 2008) de la liaison entre
TRAF1 et la modulation de I’expression de la molécule pro-apoptotique Bim promouvant la
survie des cellules T CD8". D’ailleurs, un transfert adoptif des cellules T CD8 mémoires
exprimant TRAF1 au stade chronique de I’infection virale mene a la réduction de la charge
virale comparé aux cellules mémoires déficientes en TRAF1, indiquant ainsi le rdle important
de TRAF1 dans le contrdle des infections virales dans les cellules T CD8" spécifiques (Wang,

C., etal, 2012). La perte de I’expression de TRAF1 a des conséquences fonctionnelles dans le

47



contrle de la charge virale, menant ainsi au dysfonctionnement des cellules T CDS8", une
expansion défective en réponse d’une stimulation a-4-1BB et leur épuisement en conséquence.
En effet, les études plus approfondies ont démontré que le défaut de I’expression de TRAF1 ne
vient pas d’un défaut des niveaux d’ARNm mais plutdt d’un défaut de niveaux de 1I’expression
de la protéine, conséquence d’un controle négatif par le TGFp (Transforming growth factor
beta) car un blocage de TGFpB dans la phase chronique de I’infection virale méne a une
augmentation de 1’expression de TRAF1 in vivo (Wang, C., et al, 2012). 11 est évident que
TRAF]I joue un role clé dans la survie des lymphocytes T CD8", donc il est trés important de
connaitre les mécanismes qui maintiennent la survie des lymphocytes T CD8" et les molécules
impliquées dans les cascades de signalisation cellulaires. Plusieurs études ont été faites sur
TRAF]1 afin de bien comprendre la régulation de son expression, les cascades de signalisation
dans lesquelles la protéine est impliquée, son role dans la survie et la mort cellulaire et la
signification de la surexpression de ce membre de la famille TRAFs dans les différents cancers
de nature de cellules B. Dans une étude précédente (Sabbagh, L., et al, 2006) il a été¢ démontré
le réle clé de TRAF1 dans la survie des cellules T activées et les cellules T CD8 mémoires car
que la déficience en TRAF1 dans les lymphocytes T CD8 mémoires a un effet important sur la
survie de ces derniéres en absence de 1’antigéne in vivo. Les détails de cette cascade de la

signalisation menant a la survie cellulaire seront présentés dans la section 1.6.3.

1.6.2. Les signaux menant a ’induction de P’expression de TRAF1 dans les
lymphocytes

L'expression de TRAF1 dans les lymphocytes peut étre dynamiquement régulée avec
des changements dans l'activation des lymphocytes. Dans une étude qui compare 1’expression
des molécules de la famille TRAFs dans les tissus normaux et maligns, il a ét¢ démontré que les
lymphocytes T isolés a partir de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) des donneurs
sains contiennent peu ou des niveaux non détectables des TRAFs (TRAF1, 2, 5, et 6). Une
stimulation des cellules T avec 1’anticorps monoclonal a-CD3 seul, ou en combinaison avec
PHA (Phytohemagglutinin), ou IL-2 méne a l’augmentation de 1’expression de TRAFs
mentionnées plus haut. En effet, I’expression de TRAF1 peut étre induite par plusieurs stimuli

comme IL-1, TNFa, EBV (Epstein—Barr virus) (Durkop, H., et al, 1999). L’expression de
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TRAFs a été évaluée aussi dans les cellules B du centre germinatif et les analyses ont démontrées
que les cellules B humaines non stimulées, contiennent TRAF2, 3,5 et 6 mais non TRAF1. Par
contre, TRAF1 est fortement inductible par le CD40L(CD154) et anti-IgM dans les cellules B
humaines du centre germinatif en culture, alors que les niveaux d’expression de TRAF2,

TRAF3, TRAFS, et TRAF6 demeurent relativement inchangés (Zapata, J.M., et al, 2000).

1.6.3. La voie de signalisation en aval du récepteur 4-1BB dépendante de TRAF1

4-1BB est un récepteur de liaison a TRAF1 trés important pour la survie des cellules T
CDS8. Comme il a été mentionné, les études précédentes (Sabbagh, L., et al, 2006) ont démontré
que TRAF1 est requis pour la survie et le maintien des cellules T CD8 en absence d’antigéne in
vivo. Selon cette étude, les cellules T spécifiques a I’antigéne et déficientes en TRAF1 ont
montré une récupération diminuée comparé a celle en provenance d’une souris WT (Wild Type).
Les analyses plus poussées ont démontré que la protéine TRAF1 était requise pour les cellules
T afin de réguler en aval les niveaux de la molécule pro-apoptotique Bim, menant ainsi a la
survie des cellules T CD8. En effet, I’activation et la régulation de TRAF1 et Bim ont un rdle
trés important dans la survie des cellules T CD8 mémoires (Sabbagh, L., et al, 2006). Dans les
cellules T activées, le ratio de I’expression relative de la molécule pro-apoptotique Bim, membre
de la famille des protéines BH3-only, et I’expression des molécules anti-apoptotiques comme
Bcl-2 and Bel-xp est un facteur déterminant critique pour leur survie. Dans les cellules, le niveau
de la molécule pro-apoptotique Bim est régulé par la phosphorylation d’ERK. En effet Bim
posséde plusieurs sites qui peuvent étre phosphorylés par ERK car 1’activation d’ERK (sa
phosphorylation) méne a la phosphorylation de Bim, provoquant ainsi sa dégradation par le
protéasome (Ley, R., et al, 2003). En effet, dans I’étude précedent, le réle de TRAFI1 et ERK a
été étudié dans la régulation de niveaux de Bim apres ’engagement du récepteur 4-1BB dans
un modele de souris TCR transgénique (Sabbagh, L. et al, 2008). Dans ce modele transgénique,
les lymphocytes isolés a partir de la rate d’une souris en provenance des souris WT et TRAF1-
" ont été stimulés avec leur peptide antigénique correspondant (peptide OV A-pour ovalbumine)
afin de les activer via le complexe TCR. Puis, les lymphocytes T (splénocytes OT-I) ont été
isolés et étudiés d’abord pour comparer 1’expression du récepteur 4-1BB dans les deux types

des souris WT et TRAF17" afin de bien comprendre si la déficience en TRAF1 influence
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I’expression du récepteur 4-1BB dans les cellules T. Les résultats ont démontré 1’expression
uniforme du récepteur 4-1BB dans les deux génotypes des souris ce qui a démontré que
I’absence de TRAF1 n’influence pas 1’expression du récepteur 4-1BB dans les cellules T apres
une stimulation via le TCR (Sabbagh, L., et al, 2008). Puis, les splénocytes OT-I activés ont
été stimulés avec un anticorps anti-4-1BB. En effet, I’activation de la voie en aval du récepteur
4-1BB mene a ’augmentation de niveau de phosphorylation d’ERK apres 1I’engagement du
récepteur dans les cellules T en provenance de la souris WT. Puis, la phosphorylation d’ERK
dans les cellules T en provenance de souris WT a été inhibée en utilisant un inhibiteur d’ERK
démontrant ainsi I’implication du récepteur 4-1BB dans la phosphorylation d’ERK. En plus, il
a été démontré que les lymphocytes activés OT-1 en provenance d’une souris déficiente en
TRAF1 ne sont pas capables d’activer ERK en réponse a une stimulation anti-4-1BB démontrant
ainsi que TRAFI1 est impliqué dans la liaison entre la phosphorylation d’ERK et la diminution
de niveau de Bim (Sabbagh, L., et al, 2008). Alors, la signalisation en aval du récepteur 4-1BB
menant a la régulation de Bim par I’intermédiaire de la phosphorylation d’ERK a ét¢ démontrée
d’étre TRAF1 dépendant (Sabbagh, L., et al, 2008).

En fait, lorsque les signaux TCR ainsi que la co-stimulation via le récepteur 4-1BB sont

présents, TRAF1 joue un role prédominant comme un médiateur important de signaux de survie
en aval du récepteur 4-1BB dans les cellules T activées. De plus, I’inhibition de I’expression de
TRAF1 par siRNA dans les cellules T meéne a 1’augmentation de niveau de Bim et a la
diminution de I’expansion cellulaire mediée par 4-1BBL (Sabbagh, L. et al, 2006, Wang, C., et
al, 2007).
I1 est peu connu sur les voies de signalisation TRAF1-dépendantes. Les études précédentes ont
démontré des parties distinctes de la cascade TRAF1-dépendante aprés 1’engagement du
récepteur 4-1BB. (Sabbagh, L., et al, 2006, Sabbagh, L., et al, 2008) Par contre, aucune étude
n’a démontré le mécanisme précis par lequel 4-1BB soutient la survie des cellules T CD8" aprés
le recrutement de TRAF1. En effet, le mécanisme par lequel TRAF1 lie ERK est peu clair,
menant ainsi a la réduction des niveaux de la molécule pro-apoptotique Bim apres
I’engagement du 4-1BB dans les lymphocytes T. Les études plus approfondies sont nécessaires
afin de bien comprendre si TRAF1 agit seul dans I’activation d’ERK ou il y a d’autres
partenaires de TRAF1 qui pourraient lier TRAF1 a la voie de la MAP kinase ERK en aval de
4-1BB.
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1.6.4. L’implication du récepteur 4-1BB (CD137) et TRAF1 dans la survie des

cellules malignes

Les lymphocytes jouent un réle crucial dans la réponse immunitaire et la mémoire
immunologique, donc il est trés important de bien connaitre les mécanismes controlant la survie
des cellules saines et malignes afin de nous permettre de développer des stratégies efficaces
basés sur I'immunothérapie. Une approche prometteuse est 1’activation de molécules co-
stimulatrices combinée avec le blocage des cascades co-inhibitrices afin d’améliorer I’immunité
anti-tumorale (Schaer, D.A., et al, 2014).

Dans une étude (Palma, C., et al, 2003) faite sur I’expression du récepteur 4-1BB et son
ligand physiologique 4-1BBL dans les différentes lignées leucémiques, il a ét¢ démontré que
le récepteur et le ligand sont co-exprimées d’une facon constitutive a la surface des lignées
leucémiques de nature T et B. De plus, I’expression constitutive de 4-1BB par les cellules
leucémiques non stimulées B et T présentent quelques différences comparées aux cellules T
leucémiques activées, exprimant 4-1BB aprés une stimulation. Selon cette étude, les cellules
leucémiques de nature T et B expriment le récepteur et le ligand d’un faible niveau mais les
deux molécules soit 4-1BB et 4-1BBL activent des cascades de signalisation menant a la
prolifération et a la survie prolongée. De plus, I’activation du systéme 4-1BB/4-1BBL s’oppose
aux effets cytotoxiques comme la fragmentation de ’ADN par des médicaments anticancéreux
comme doxorubicine et camptothecin, favorisant ainsi la prolifération de cellules leucémique
qui s’échappent de I’action de la drogue (Palma, C., et al, 2003). Alors, il est possible que les
couples de molécules co-stimulatrices comme 4-1BB/4-1BBL puissent conférer un avantage
aux cellules leucémiques promouvant la survie accrue, la croissance cellulaire et contribuent a
la résistance pour les médicaments anticancéreux. Plus encore, il a été report€¢ que
I’administration des médicaments anticancéreux comme la doxorubicin et la bleomycin a des
concentrations subcytotoxiques méne a I’augmentation de 1’expression du récepteur 4-1BB dans
les cellules CEM (cellules T dérivées de la leucémie aigiie) activées et, en conséquence, a
I’amplification des signaux anti-apoptotiques générées par le récepteur 4-1BB (Kim, K-M., et
al, 2002). Une différence est aussi observée quant a I’expression de 4-1BBL entre 1’expression
par les cellules présentatrices d’antigéne et I’expression par les cellules T activées.

Contrairement a 1’action de 4-1BBL par les cellules présentatrices d’antigene, I’expression de
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4-1BBL par les cellules T leucémiques méne a I’inhibition de la prolifération et favorise
I’apoptose (Michel, J., et al, 1999) indiquant ainsi que 4-1BBL exerce son action dépendamment
du type cellulaire. Par ailleurs, un haut niveau de 4-1BBL soluble a été détecté dans le sérum de
patients atteints de lymphome non-Hodgkin’s et la leucémie myéloide aigué (Palma, C., et al,
2003).

Certaines données publiées dans la littérature montrent qu’a part de 4-1BB, TRAFI1 est
surexprimé aussi dans plusieurs tumeurs d’origine de cellules B (leucémie et lymphomes). Il
semble que TRAF1 est un médiateur critique, impliqué dans plusieurs cascades de signalisation
oncogéniques ainsi que dans la survie de lymphocytes malignes (Zapata, J. M., et al, 2000; Lee,
S., et al, 2007). TRAF1 a été montré surexprimé dans une variété de lymphome de nature
cellules B, incluant non Hodgkin lymphoma (NHL) et la leucémie lymphoide chronique (LLC)
(Munzert, G., et al, 2002). Selon une étude, (Zapata, J.M., et al, 2000), une analyse faite sur 83
lignées cellulaires tumorales humaines a révélée 1’expression de TRAFs particuliéres dans
certains types de cancer. Par exemple, I’expression de TRAF1 a été limitée aux leucémie et
lymphomes de nature cellules B exprimant constamment ce membre de la famille TRAFs. Une
analyse immuno-histochimique de 232 échantillons en provenance des patients atteints de
lymphome non-Hodgkin démontre que TRAF1 est surexprimé dans 48% de cas analysés. De
plus, un niveau de I’expression tres élevée de cette protéine a été observé dans les cellules B
circulantes en provenance des patients atteints de la Leucémie Lymphoide Chronique (LLC)
comparé au PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) des donneurs sains. Il est intéressant
de noter que, les patients ayant la LLC dont les cellules expriment les plus hauts niveaux de
TRAF1 sont résistants au traitement, ce qui suggere que les niveaux élevés de TRAF1
donneraient un avantage de survie plus accrue aux cellules. D’ailleurs, la surexpression de
TRAF1 dans les cellules B tumorales est pergue étre a la base de la survie des cellules
cancéreuses (Zapata, J.M., et al, 2000). 1l est a noter que dans un rapport analysant les variations
génétiques communes dans des génes cibles qui sont associés avec I’immunité et I’inflammation
ainsi qu’a la prédisposition au développement du lymphome non-Hodgkin (NHL) en étudiant
les SNP (single nucléotide polymorphisme), il a été¢ déterminé que TRAF1 est fortement associé
avec un risque de développer cette maladie (Cerhan, J.R., et al, 2007). En effet, toutes les études
citées nous font croire que les geénes du récepteur 4-1BB et de TRAF1 pourrait étre impliqués

dans la survie accrue des lymphocytes malignes, promouvant ainsi la formation des cellules
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tumorales s’échappant de la surveillance du syst¢tme immunitaire, menant ainsi a la croissance
et la prolifération incontrolées et en conséquence a des maladies incurables comme la Leucémie
Lymphoide Chronique (CLL) caractérisée par une survie accrue et une accumulation des

lymphocytes B matures mais non fonctionnels dii a un défaut de I’apoptose.
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CHAPITRE 2. PROJET DU RECHERCHE

2.1. Problématique et hypotheses

L’équilibre entre les signaux de survie et de mort des lymphocytes joue un réle critique
dans D’issue de la réponse immunitaire. Plusieurs études ont été consacrées afin de bien
comprendre les mécanismes qui contrdlent la survie de cellules malignes provocants ainsi des
dommages importants dans notre organisme et menant a un cancer et a la mort. Les efforts de
plusieurs groupes de recherche ont permis une meilleure compréhension de la réponse
immunitaire innée et adaptative au cours de développement d’un cancer et les molécules
impliquées dans différentes cascades, qui normalement doivent étre bien controlées. Plusieurs
thérapies ont été développés et employées afin d’aider les patients souffrants du cancer.
Malheureusement, malgré 1’effort de plusieurs groups de recherche dans le domaine du cancer,
nos connaissances sur les mécanismes précis contrélant la survie des lymphocytes malins est
toujours un domaine obscur car les cellules cancéreuses s’échappent a la surveillance de notre
systeme immunitaire. De plus, dans plusieurs cas, les patients démontrent une résistance aux
traitements. En fait, les cellules cancéreuses ont développé une variété de stratégies afin de
cibler certaines molécules impliquées dans les cascades de signalisations favorisant la survie
cellulaires en s’échappant a la réponse immunitaire de I'hdte en promouvant leur propre
propagation ou la persistance en les activant constitutivement. Alors, il est trés important de
bien comprendre, dans le cas d’'une maladie comme le cancer, quels sont les mécanismes qui
gouvernent dans le défaut de cette réponse immunitaire et quelles molécules sont impliquées
afin de pouvoir établir différentes stratégies basées sur I’immunothérapie car chaque molécule
impliquée dans la survie des lymphocytes malins est une cible thérapeutique méritante les études
plus approfondies.

Il est peu connu sur les voies de signalisation TRAF1-dépendantes apres 1’engagement
du récepteur 4-1BB dans les lymphocytes. Les études précédentes ont démontré des parties

distinctes de la cascade TRAF1-dépendante apres 1’engagement du récepteur 4-1BB menant a

54



la survie des lymphocytes T (Sabbagh, L., et al, 2006, Sabbagh, L., et al, 2008). Par contre,
aucune étude n’a démontré le mécanisme précis par lequel 4-1BB soutient la survie des cellules
T CD8" apreés le recrutement de TRAF1. En effet, le mécanisme par lequel TRAF1 lie ERK est
peu clair, menant ainsi a la réduction des niveaux de la molécule pro-apoptotique Bim apres
I’engagement du 4-1BB dans les lymphocytes T. Les études plus approfondies sont nécessaires
afin de bien comprendre si TRAF1 agit seul dans 1’activation d’ERK ou s’il y a d’autres
partenaires de TRAF1 qui pourraient lier TRAF1 a la voie de la MAP kinase ERK en aval de 4-
1BB.

Plusieurs études indépendantes démontrent, que les molécules impliquées dans la
cascade de signalisation en aval du récepteur 4-1BB menant a la survie des lymphocytes T sont
surexprimées dans les différents types de cancers. La surexpression du récepteur 4-1BB (Palma,
C., etal, 2003 ; Kim, K-M. et al, 2002) ainsi que de TRAF1 (Zapata, J.M., et al, 2000 ; Lee, S.,
et al, 2007) donnerait un avantage de survie plus accrue aux cellules qui peut étre a la base de
la survie des cellules cancéreuses.

Le but de ce mémoire a été de mieux comprendre les mécanismes de signalisation en
aval de 4-1BB et leur implication dans la survie des cellules lymphoides (lymphocytes T et

lymphocytes B) saines et malignes.

2.2. Objectifs

1) D’identifier le ou les partenaires de TRAF1 impliqués dans I’activation de la MAP
kinase ERK menant a la modulation des niveaux de la molécule pro-apoptotique Bim
promouvant la survie de lymphocytes T en aval dé récepteur 4-1BB.

2) D’¢étudier la cascade apres I’engagement du récepteur 4-1BB dans les cellules B
murines et humaines et évaluer I’implication du récepteur 4-1BB, de TRAF1 et des partenaires

de signalisation impliqués dans la survie des lymphocytes B.
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CHAPITRE 3. ARTICLES SCIENTIFIQUES

3.1. Articles scientifique 1

Leukocyte-specific protein 1 links TNF receptor-associated factor 1 to
survival signaling downstream of 4-1BB in T cells

Sabbagh L., Andreeva D, Laramée GD, Oussa NA, Lew D, Bisson N, Soumounou Y, Pawson T, Watts TH.

3.1.1. Résumé de ’article 1.

4-1BB est un membre de la superfamille TNFR impliqué dans ’activation des voies de
signalisation menant a la survie des cellules T activées et les cellules T mémoires. Nous avons
montré précédemment que TRAF1, une protéine adaptatrice recrutés par le récepteur 4-1BB, est
requise pour la survie des cellules T CD8" in vivo. En utilisant une approche protéomique dans
les cellules T primaires, nous avons identifi¢ LSP1 comme une nouvelle protéine recrutée au
complexe de signalisation 4-1BB de maniere TRAFI1-dépendante. Une caractérisation plus
poussée de l'interaction entre TRAF1 et LSP1 a montré que LSP1 lie directement le domaine
unique TRAF-N de TRAF1. Similairement aux cellules T déficientes en TRAF1, les cellules T
déficientes en LSP1 ne sont pas capables d’activer la MAP kinase ERK apres une stimulation
anti-4-1BB et, par conséquent, ne sont pas en mesure de moduler I'expression de la protéine pro-
apoptotique Bim. De plus, nous démontrons que l'absence d'expression de LSP1 conduit a
I'expansion et une survie défectueuse des cellules T en réponse a une stimulation anti-4-1BB.
Ainsi, nous avons identifié LSP1 comme un nouveau médiateur impliqué dans la signalisation
4-1BB et la survie des cellules T. Collectivement, notre travail montre que TRAFI1 et LSP1
coopéerent en aval de 4-1BB afin d’activer la cascade de signalisation d’ERK et moduler les
niveaux de Bim conduisant a 'amélioration de la survie des cellules T.

3.1.2. Article scientifique
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Leukocyte Specific Protein 1 links TNF receptor-associated factor 1 to survival signalling

downstream of 4-1BB in T cells
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Oussa, " Déborah Lew," Nicolas Bisson,*? Youssouf Soumounou,” Tony Pawson,** and Tania
H. Watts'
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Summary sentence: TRAF1 and LSP1 are direct binding partners and cooperate to promote
survival of primary T cells in response to 4-1BB co-stimulation.

Running Title: LSP1 signals T cell survival downstream of 4-1BB
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ABBREVIATIONS

-/- = deficient

LSP1 = Leukocyte Specific Protein 1
NHL = non-Hodgkin lymphoma

TCR =T cell receptor

TNFRs = Tumour necrosis factor receptors
TRAF = TNFR-associated factor

WT = wildtype
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ABSTRACT

4-1BB is a member of the tumour necrosis factor receptor (TNFR) superfamily which
contributes to the activation of signalling pathways required for the survival of activated and
memory T cells. We have previously shown that TNFR-associated factor 1 (TRAF1), an adaptor
protein recruited to 4-1BB, is required for 4-1BB-mediated CDS8 T cell survival in vivo. Using
a proteomics approach in primary T cells, we have identified Leukocyte Specific Protein 1
(LSP1) as a novel protein recruited to the 4-1BB signalling complex in a TRAF1-dependent
manner. Further characterization of the interaction between TRAF1 and LSPI1 revealed that
LSP1 requires the TRAF-N domain of TRAF1 for direct association. Similarly, to TRAF1-
deficient T cells, T cells lacking LSP1 exhibit impaired ERK activation following stimulation
through 4-1BB and consequently are unable to downmodulate expression of the pro-apoptotic
Bcl-2 family member Bim. Moreover, we demonstrate that the absence of LSP1 expression
leads to defective expansion and survival of T cells in response to 4-1BB stimulation. Thus, we
have identified LSP1 as a new mediator involved in 4-1BB signalling and T cell survival.
Collectively, our work shows that TRAF1 and LSP1 cooperate downstream of 4-1BB to activate

ERK signalling and downmodulate the levels of Bim leading to enhanced T cell survival.
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INTRODUCTION

Tumour necrosis factor receptors (TNFRs) are a family of cell surface receptors which transmit
survival and death signals in lymphocytes, and as a consequence, play a critical role in the fate
of effector T cells and the maintenance of memory T cells [1-3]. TNFR-associated factors
(TRAFs) are a family of adaptor proteins involved in linking TNFR family members to
downstream signalling pathways [4]. 4-1BB is a member of the TNFR family that recruits
TRAF1 and TRAF?2 to its cytoplasmic tail and in the absence of its ligand (4-1BBL), a 2-3-fold
defect was observed in the maintenance of CD8 memory T cells [5]. Furthermore, the defect in
CDS8 memory T cell recovery from TRAF1”" mice was 5-7-fold lower compared to wild-type
controls[2], suggesting that TRAF1 plays a central role downstream of additional TNFRs in the
maintenance of CD8 memory T cells.

TRAF proteins have in common a conserved TRAF domain at the C-terminus, consisting of
TRAF-N and TRAF-C domains. While TRAF-N domains mediate homotypic and heterotypic
oligomerization, TRAF-C domains associate with the cytoplasmic tails of TNFRs. The N-
terminus region of most TRAF proteins (TRAF2-7) contain a series of Zn fingers and a RING
finger responsible for signalling through the stress activated protein kinase and NF-xB
signalling pathways, respectively [6, 7]. TRAF1 is unique in that it lacks the RING finger
domain present in all other TRAFs and has the most restricted expression pattern, found almost
exclusively in lymphocytes, dendritic cells and certain epithelia [4, 8, 9]. Interestingly,
overexpression of an N-terminus deletion mutant of TRAF1 interfered with TNF-induced
activation of NF-xB and JNK [10], highlighting the importance of the less conserved N-terminus

region of TRAF1 in signal downstream of TNFRs.
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We have previously shown a requirement for TRAF1 in the survival and maintenance of CD8
memory T cells in the absence of antigen in vivo [2]. Antigen-specific T cells deficient for
TRAF1 showed decreased recovery compared to wildtype (WT) T cells, when cells were
allowed to compete for survival signals in vivo. Further analysis revealed that TRAF1 was
required in CD8 T cells to downmodulate the levels of the pro-apoptotic Bcl-2 family member
Bim, thereby promoting cell survival.

4-1BB is a TRAF1-binding receptor which has been shown to be important for CD8 T cell
survival [5, 11, 12]. Additionally, stimulation through 4-1BB of pre-activated T cells was shown
to inhibit activation induced cell death[13]. In investigating the cooperation between 4-1BB and
TRAF1 we demonstrated that TRAF1 is required for the activation of ERK and Bim
downmodulation downstream of 4-1BB. This signalling axis has proven to be required for the
survival and maintenance of activated antigen-specific CD8 T cells [14]. However, how TRAF1
links 4-1BB to survival signalling pathways remains to be determined.

In this report we use immunoprecipitation and mass spectrometry on signalling complexes
isolated from primary antigen specific CD8 T cells to identify novel TRAF1-binding partners
that could link TRAF1 to the ERK pathway downstream of 4-1BB. Initially, we demonstrate
that Leukocyte Specific Protein 1 (LSP1) is recruited to the 4-1BB receptor in a TRAF1-
dependent manner. Furthermore, we confirm the direct association of TRAF1 with LSP1 and
demonstrate that the interaction requires the TRAF-N domain of TRAF1. Interestingly, LSP1
has been shown to associate with MEK1 and activate ERK?2 following the stimulation of B cells
with anti-IgM [15]. Indeed, similar to TRAF17" T cells, ERK activation, Bim downmodulation

and survival are defective in 4-1BB stimulated LSP17 T cells. This study characterizes the novel
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interaction between TRAF1 and LSP1, and identifies LSP1 as a crucial new player in TRAF1-

dependent 4-1BB signalling which is required for survival of primary T cells.
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MATERIALS AND METHODS

Mice. C57BL/6 mice were obtained from Charles River Laboratories (St. Constant, QC,
Canada). OT-I mice [16] were obtained from the Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine,
USA). TRAFI” gene-targeted mice [17] backcrossed onto C57BL/6 background (n=8), as well
as OT-1 TRAF17 mice [2] have been described. LSPI” gene-targeted mice have been described
[18] and were kindly provided by Dr. Jenny Jongstra-Bilen (University Health Network,
Toronto, ON). OT-I transgene expression was assayed using anti-Vo2 and anti-Vf35.1
(eBiosciences, San Diego, CA, USA). Mice were maintained under SPF conditions in sterile
microisolator caging. All studies involving mice were performed in accordance with the

regulations of the Canadian Council on animal care.

Lymphocyte isolation, stimulation and survival assay. Total splenocytes from OT-I1 WT and
TRAF17~ mice were incubated with 0.1pg/ml of SIINFEKL peptide for 18 hours, excess peptide
was washed away and cells were rested for 24 hours. At day 3 post activation, live CD8 T cells
were isolated using Lympholyte-M density separation medium (Cedarlane, Burlington, ON,
Canada). Purified CD8 OT-I cells were then stimulated with 10pug/ml of an agonistic anti-4-
1BB antibody (clone 3H3) or control rat IgG antibody (Sigma, Oakville, ON, Canada). T cells
from C57BL/6 WT, TRAF17~ and LSP1”- mouse spleens and lymph nodes were isolated by
negative depletion using magnetic bead separation (Easy Sep, StemCell, Vancouver, BC,
Canada), purity was >90%. T cells (10°cells/ml) were stimulated with plate bound anti-CD3g

(1pg/ml, clone 145-2C11) and anti-CD28 (10pug/ml, clone 37.51). Activated cells were then
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stimulated with 10pg/ml of an agonistic anti-4-1BB antibody (clone 3H3) or control rat IgG

antibody. The number of live cells in the cultures was determined by Trypan blue exclusion.

Flow cytometry. Cells were surface-stained with anti-CD8a-PerCP (BD Pharmingen,
Mississauga, ON, Canada), anti-CD4-PE, biotinylated anti-4-1BB and streptavidin-APC
(eBioscience). Samples were acquired and analyzed using a FACSCalibur (BD Biosciences,

Mountain View, CA) and FlowJo software (TreeStar Inc., Ashland, OR, USA), respectively.

Immunoprecipitation and Western blot analysis. After stimulation with anti-4-1BB or rat
IgG control, cells were washed in cold PBS, resuspended in lysis buffer (Tris buffered saline
containing 0.4mM EDTA, 1% NP40, and the complete protease inhibitors cocktail (Roche,
Mississauga, ON, Canada)). Protein G-sepharose beads (GE Healthcare Life Sciences, Baie
d’Urfé, QC, Canada) coupled to anti-4-1BB (clone 3H3) or anti-TRAF1 (clone N19; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) antibodies (1 pg of antibody per 30x10° cells) were
used to immunoprecipitate the 4-1BB or TRAF1 complex, respectively, overnight at 4°C.
Immunoprecipitates were washed 4 times in lysis buffer and then subjected to SDS-PAGE, and
then transferred to PVDF membranes (Pall Life Sciences, Mississauga, ON, Canada).
Membranes were probed with antibodies specific for TRAF1 (Santa Cruz Biotechnology),
LSP1, Bim, total and phospho-ERK1/2 (pT202/pY204) (Cell Signaling Technology, Whitby,
ON, Canada), 4-1BB (Alexis Biochemical, Burlington, ON, Canada) or B-actin (Sigma) and
incubated with the HRP-conjugated anti—rabbit or anti-rat Ig antibody (Sigma). Signals were
revealed with the Amersham ECL detection system (GE Healthcare Life Sciences) and digital

images were acquired using the ImageQuant LAS-4000 biomolecular imager (GE Healthcare).
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Exposure times for WT, TRAF17, and LSP1”" blots were identical since images were acquired
at the same time. The intensity of the bands of interest was determined using the Multi Gauge
software version 2.3 (Fujifilm, Tokyo, Japan). Quantification was determined by normalizing
the signal intensity of p-ERK2 to total ERK2, p-Bimgr to Bimgr and Bimgy to actin to account

for possible differences in blotting efficiency.

Mass Spectrometry. Affinity-purified protein complexes were further washed twice in 50 mM
Tris pH 7.4 containing protease inhibitors. Proteins were eluted off protein G sepharose beads
with 100pL of 50 mM H3PO4, pH 1.8 on ice for 10 minutes. The elution was repeated twice; the
eluates were pooled, acidity verified (pH 2) and stored at -80°C until tryptic digestion. Samples
were processed using a solid-phase digest protocol (also known as ‘proteomic reactor’). Briefly,
columns were made with 200 um (internal diameter) fused-silica tubing blocked at one end with
a Kasil 1624 (PQ Corporation, Etobicoke, ON, Canada) frit and pre-washed with methanol.
Columns were packed with 3 cm of PolySulphoethyl A beads (particle size 12 um, pore size
300 A) (Western Analytical, Chino, CA, USA) using a pressure bomb (nitrogen gas, 100-500
psi) and washed with 10 mM potassium phosphate buffer pH 3. The approximate flow rate used
was 5-100 pL/min. Protein samples recovered from elution were loaded on the column and
washed with 30 uL of 10 mM potassium phosphate buffer pH 3 and 15 pL of HPLC grade water.
Bound proteins were reduced in DTT solution (100mM DTT/10mM NH4HCOs3, pH 8) for 30
minutes and washed with 2 uL of HPLC grade water. Reduced proteins were simultaneously
alkylated and trypsin-digested for 1-2 hours in trypsin solution (2mg/ml sequencing grade

porcine trypsin (Promega, Madison, WI, USA)/100mM Tris/10mM iodoacetamide, pH 8).
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Peptides were eluted in 15 pL of 200 puM NH4HCOs3, pH 8 and the solution was acidified by
adding 1 pL of 50% CH2Oa, for a final volume of 16 pL for each sample. A QSTAR Elite
QqTOF mass spectrometer equipped with a nanospray III ion source (AB Sciex, Concord, ON,
Canada), and coupled to an Eksigent 1D+ Nano LC (Dublin, CA, USA) was used. Tandem mass
spectra were extracted, charge state deconvoluted and deisotoped in Analyst version 2.0. All
MS/MS samples were analyzed using Mascot (Matrix Science, London, UK). Mascot was set
up to search the subset of all murine proteins extracted from the ENSEMBL database (Mus
musculus, release 49). Searches were performed with carbamidomethyl (C) set as a fixed
modification and deamidated (NQ), pyro-Glu (N-term Q), pyro-Glu (N-term E), phospho Tyr,
and phospho Ser/Thr set as variable modifications. Trypsin was selected for enzyme digestion
with up to 2 missed cleavages. QqTOF type fragmentation was selected with peptide mass
tolerance set to 80 ppm, and fragment mass tolerance set to 0.15 Da. Scaffold (Proteome
Software Inc., Portland, OR, USA) was used to validate MS/MS based peptide and protein
identifications. Peptide identifications were generally accepted if they could be established at
greater than 95.0% probability as specified by the Peptide Prophet algorithm. Protein
identifications were generally accepted if they could be established at greater than 95.0%
probability and contained at least 1 identified peptide. Protein probabilities were assigned by

the Protein Prophet algorithm.

GST-fusion protein purification and pull down assay. GST-TRAF1 (FL, AC and ANC) was
cloned into the pGEX-5X-1 plasmid, transformed into BL21 ADE3 E. coli, and protein
expression was induced with 1mM IPTG (Sigma) for 2 hours. LSP1 cloned into the pGEX-4T-

1 vector was kindly provided by Dr. Jan Jongstra (University Health Network, Toronto, ON).
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Cultures were harvested, resuspended in PBS and 1% triton and sonicated on ice in short pulses
for 10 min. Supernatants were then clarified and GST-fusion proteins were isolated with
Glutathione Sepharose beads (GE Healthcare Life Sciences). The GST moiety was cleaved from
LSP1 by incubating the purified protein with 8 pg of thrombin for 30 min. at 37°C. Thrombin
protease cleavage site is not present in the pGEX-5X-1 plasmid that contained the TRAFI
cDNA. The purity of the proteins was verified by Coomassie blue staining (Bio-Rad,
Mississauga, ON, Canada). Equimolar amounts of GST-TRAF1 (10uM) or GST bound to
Glutathione Sepharose beads were incubated for 2 hours with 10 pg total lysates of HEK293T
cells transfected with recombinant LSP1. Protein complexes were washed with 1X PBS, isolated

by centrifugation, resolved on SDS-PAGE and analyzed by Western blot analysis.

Statistical analysis. Where indicated, p values were obtained using the Student’s T-test

(unpaired, two-tailed, 95% confidence interval).
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RESULTS

Association of LSP1 with the 4-1BB signaling complex. 4-1BB expression is induced upon
activation through the T cell receptor (TCR) and co-stimulation [19] or in the presence of
cytokines[5, 20]. To identify TRAF1 binding partners which link the ERK pathway downstream
of the 4-1BB receptor, a TCR transgenic model (OT-I) was used where the CD8 T cells have
specificity to an ovalbumin (OVA) epitope (SIINFEKL) presented by the H-2K® major
histocompatibility complex class 1 molecule. OT-1 wild-type (WT) or TRAF1”" splenocytes
were activated with the OVA peptide for 18 hours, and the cells were cultured for 48 hours. At
the end of the activation, CD8 T cells from OT-1 WT or TRAF1"" cultures were found to express
4-1BB uniformly on the cell surface (Fig. 1A). Activated OT-I T cells were then stimulated with
an agonistic anti-4-1BB antibody or a rat IgG control antibody for 15 or 60 min and the 4-1BB
receptor complex was then immunoprecipitated. A fraction of the immunoprecipitation was
used to confirm the presence of 4-1BB and TRAF1 by Western blotting (Fig. 1B). The other
fraction of the immunoprecipitates were subjected to gel-free liquid chromatography coupled
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) using solid phase tryptic digestion. This approach
allowed us to identify LSP1 as a potential molecule that is recruited to the 4-1BB receptor
complex in a TRAF1-dependent manner since we only observed unique peptides corresponding
to LSP1 from immunoprecipitates isolated from OT-I WT cells (Fig. 1C and Table S1).
Furthermore, the levels of LSP1 in OT-I WT and TRAF17" cells were similar following T cell
activation with the OVA peptide demonstrating that the absence of TRAF1 does not affect
endogenous LSP1 levels (Fig. 1D). Although the levels of LSP1 increased when the cells were

kept in culture for an additional day in both OT-I WT and TRAF1™" cells, overnight stimulation
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with anti-4-1BB had no effect on the levels of LSP1 when compared to rat IgG control.
Interestingly, others have shown that LSP1 targets the ERK scaffold protein KSR and the
ERK/MAP kinase pathway components MEK1 and ERK2 to peripheral actin filaments in B
cells stimulated with anti-IgM [15]. This suggests that LSP1 might link TRAF1 to the ERK

signalling pathway downstream of 4-1BB.

TRAF1 co-immunoprecipitates with LSP1. To determine whether LSP1 and TRAF1 are
within the same protein complex, we then directly immunoprecipitated TRAFI from OVA
peptide activated OT-I WT or TRAF1” cells (as a specificity control), following 4-1BB
stimulation for 15 and 60 min, and LC-MS/MS was then performed, as described above (Fig.
2A). Indeed, LSP1 was found to co-immunoprecipitate with TRAF1 based on the unique
peptides identified by MS/MS (Fig. 2B and Table S2). TRAF2, which is known to associate
with TRAF1 through the TRAF domains, was also identified along with cIAP1 and cIAP2, two
proteins that have been previously shown to associate with TRAF1 thereby validating our
experimental approach [21, 22]. Additionally, Western blot analysis on immunoprecipitated
TRAF1 from 4-1BB activated OT-I WT cells revealed that TRAF1 and LSP1 do co-
immunoprecipitate (Fig. 2C). Interestingly, when TRAF1 was immunoprecipitated from OT-I
WT cells, higher levels of LSP1 were observed to be associated with TRAF1 when stimulated
with the anti-4-1BB agonistic antibody in contrast to control rat IgG (Fig. 2C). Although there
is co-association of low levels of LSP1 with TRAF1 in the absence of 4-1BB stimulation,
crosslinking of the 4-1BB receptor appears to enhance or stabilizes the recruitment of the

interacting components.
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LSP1 is a TRAF1 binding protein. The findings from the LC-MS/MS and TRAF1 co-
immunoprecipitation experiments demonstrated that TRAF1 and LSP1 are found within the
same complex in CD8 T cells. To determine whether the interaction between TRAF1 and LSP1
is direct both proteins were fused to GST and purified from E. coli cultures induced with IPTG.
The cDNAs for both proteins were cloned in GST expression vectors with different protease
cleavage recognition sites (see methods) allowing the removal of the GST moiety from the GST-
LSP1 fusion protein with thrombin without compromising the GST-TRAF1 fusion protein (Fig.
3A). GST-TRAF1 or GST purified protein was then incubated with equal amounts of
recombinant LSP1 for 2 hrs and protein complexes were then isolated with Glutathione-
Sepharose beads. Western blotting for LSP1 revealed that LSP1 interacts with GST-TRAF1
significantly compared to GST alone (Fig. 3B). The non-specific binding of LSP1 to the GST
protein alone may be due to improper protein folding or absence of post-translational
modification of LSP1 when produced in E. coli. Therefore, when mapping the interaction
between TRAF1 and LSP1, recombinant LSP1 was overexpressed in HEK-293T cells and total
lysates were used in subsequent GST-pull down assays.

To determine whether the binding of LSP1 to TRAF1 is dependent on the conserved C-terminal
region of TRAF1 consisting of the TRAF-N and -C domains, the TRAF1 lacking the TRAF-C
domain (AC) or both the TRAF-N and —C (ANC) were fused to GST (Fig. 3C) and purified from
E. coli cultures (Fig. 3D). Recombinant LSP1 was then overexpressed in HEK-293T cells and
equal amounts of total lysates were then incubated with the different GST-TRAF1 constructs or
GST alone. Protein complexes were isolated with Glutathione-Sepharose beads and resolved on
SDS-PAGE. Western blotting for LSP1 revealed that LSP1 interacts with GST-TRAF1 in

contrast to GST alone confirming the association of LSP1 with TRAF1 (Fig. 3E). The GST-
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pulldown assay also showed that LSP1 requires the TRAF-N domain for its association with
TRAF1 since LSP1 was capable of binding the TRAF1 AC deletion but not the TRAF1 ANC
deletion (Fig. 3E). These findings demonstrate that LSP1 binds directly to TRAF1 through its

TRAF-N domain.

Defective ERK activation in the absence of TRAF1 and LSP1 downstream of 4-1BB
signalling. LSP1 has been shown to target MEK1 and ERK2 to the actin cytoskeleton [15]. In
addition, LSP1-associated MEK1 was shown to be activated following anti-IgM stimulation of
B cells which subsequently activates ERK2 leading to its dissociation from LSP1. We have
previously shown, that TRAF1 was required downstream of the 4-1BB receptor to mediate ERK
activation in CD8 T cells [14]. Given our current findings that LSP1 is associated with the 4-
1BB signalling complex in a TRAF1-dependent manner, we predicted that LSP1 links TRAF1
to ERK activation downstream of 4-1BB. To test this hypothesis, we investigated the
requirement of LSP1 for ERK activation downstream of 4-1BB signalling. T cells (CD4" and
CDS8") were isolated from WT, TRAF1”- and LSP1”~ mice (all on C57BL/6 background) and
stimulated for 2 days with anti-CD3¢ and anti-CD28 antibodies to induce maximal surface
expression of 4-1BB. The absence of TRAF1 or LSP1 had no impact on 4-1BB surface
expression which was expressed at similar levels on both CD4" and CD8" T cells (Fig. 4A).
Activated T cells were then stimulated with an agonistic anti-4-1BB antibody or a rat IgG
control and ERK activation was determined by Western blot analysis at different time points.
As we have previously shown, in the absence of TRAF1, activation of ERK is compromised
following 4-1BB stimulation compared to WT cells (Fig. 4B) [14]. Strikingly, a comparable

defect in sustained ERK activation downstream of 4-1BB is observed in LSP1-deficient T cells
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(Fig. 4B). This finding is in agreement with the role of LSP1 in linking and activating

components of the ERK pathway following the crosslinking of diverse surface receptors [15].

LSP1 is required downstream of 4-1BB to modulate Bim levels. ERK has been shown to be
activated following 4-1BB stimulation [23] and our previous work has demonstrated that 4-1BB
requires TRAF1 to mediate ERK activation [14]. In addition, inhibition of ERK results in
increased Bim levels in primary WT T cells similar to the levels observed in TRAF17" T cells
cultured in the absence of the ERK inhibitor, suggesting that ERK is required for TRAF1-
dependent Bim downregulation downstream of 4-1BB [14]. The levels of Bim have been
previously shown to be regulated by the activation of the ERK pathway leading to Bim
phosphorylation and degradation [24, 25]. Given that we observed defective ERK activation
downstream of 4-1BB in the absence of LSP1 (Fig. 4B) we next sought to determine if Bim
levels are affected in LSP17 T cells similarly to TRAF17- T cells [2, 14]. When WT T cells were
activated with anti-CD3¢ and anti-CD28 and subsequently stimulated with plate bound anti-4-
IBB, only WT T cells were capable of inducing Bim phosphorylation following 4-1BB
stimulation when compared to IgG control (Fig. 5A,B). As a consequence of Bim
phosphorylation, only WT T cells demonstrated reduced BimgL protein levels in contrast to rat
IgG control, unlike TRAF17- and LSP17" T cells which were incapable of reducing the levels of
Bimgr following anti-4-1BB stimulation (Fig. 5C). These results demonstrate that Bim levels

are downregulated in the presence of TRAF1 and LSP1 following 4-1BB stimulation of T cells.
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4-1BB-dependent responses require LSP1. Finally, we sought to further investigate the
contribution of LSP1 to 4-1BB-dependent expansion and survival signals. In the absence of
CD28 co-stimulation during priming, stimulation with an agonistic anti-4-1BB was shown to
restore secondary responses in CD8 T cells [26]. In addition, we have previously shown that
TRAF1 enhances cell division and survival in a 4-1BB-depdenent manner [14]. Therefore, to
evaluate the requirement for LSP1 during 4-1BB-dependent co-stimulatory responses, WT,
TRAF17 and LSP17" T cells were activated with anti-CD3¢ only. By 48 hours after activation
WT, TRAF17- and LSP17 T cells showed similar levels of 4-1BB on their surface (Fig. 6A). T
cells from each genotype (10° cells) were subsequently stimulated with plate-bound agonistic
anti-4-1BB antibody or rat IgG control for 12 or 24 hours. T cells isolated from WT mice showed
the highest (~3-fold) expansion 12 hours after stimulation with anti-4-1BB, whereas WT T cells
stimulated with rat IgG control showed a ~2.4-fold expansion (p=0.019) (Fig. 6B). The response
to 4-1BB stimulation in WT T cells was more significant at 24 hours post co-stimulation when
compared to rat IgG control (p=0.0043). In contrast, we did not observe any significant
enhancement in the recovery of live TRAF1”- and LSP17" T cells in response to anti-4-1BB
when compared to rat IgG control (Fig. 6B). Although 4-1BB had a small effect on cell recovery
of TRAF17 T cells, likely through TRAF2, the effects of 4-1BB on survival when cells lacked
TRAF1 didn't reach statistical significance. Importantly, LSP1 deficient cells showed no
increase in survival in response to 4-1BB signalling. Collectively, these findings demonstrate
that cooperation between TRAF1 and LSP1 is required downstream of 4-1BB to activate the

ERK pathway, downmodulate the levels of Bim and enhance T cell survival.
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DISCUSSION

In this study, we report that LSP1 associates with the 4-1BB signalling complex in a TRAF1-
dependent manner in primary T cells. The direct interaction between LSP1 and TRAF1
represents a first report on the association and cooperation of these molecules in mediating
signalling downstream of 4-1BB. We have previously demonstrated that T cells lacking TRAF1
fail to activate ERK following 4-1BB stimulation [14]. In this study we show that the absence
of LSPI in T cells results in a similar defect in ERK activation upon 4-1BB crosslinking.
Additionally, the presence of TRAF1 leads to reduced levels of the pro-apoptotic Bcl-2 family
member Bim and enhanced cell survival of 4-1BB activated T cells, in an ERK-dependent
manner [14]. However, LSP17" T cells stimulated with a 4-1BB agonistic antibody showed
defective activation of the ERK pathway, defective downmodulation of Bim levels and reduced
cell survival, similarly to TRAF17~ T cells. Given that LSP1 has been shown to activate the ERK
pathway, the findings presented here demonstrate that TRAF1 recruits LSP1 to 4-1BB in
activated T cells leading to ERK-dependent Bim regulation and survival.

TRAF]1 has been shown to play a central role downstream of CD40 [27], CD30 [28], TNFR2
[21] and 4-1BB [14, 29] and several of these studies have also linked the presence of TRAF1 to
NF-«kB activation. It is well documented that TRAF2 regulates NF-«xB activation and survival
downstream of TNFRs [28, 30, 31]. When we previously investigated the role of TRAF1
downstream of the 4-1BB receptor we observed that the absence of TRAF1 in CD8 T cells lead
to a reduction in TRAF2 compared to WT CDS8 T cells in total lysates [14]. Similar observations
have been reported by others regarding TRAF1-dependent stabilization of TRAF2 levels

downstream of other TNFRs [27, 32, 33] suggesting that the contribution of TRAF1 to NF-xB
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activation might be mediated indirectly via TRAF2. Recently, Zheng et al., showed that a
TRAF1: (TRAF2); heterotrimer interacts more strongly with cIAP2 than with TRAF2 alone.
These interactions were dependent on specific residues within the TRAF coiled-coil domains
(TRAF-N) and the cIAP2 BIR domains which are required for TNFa-induced NF-«xB activation.
Similarly, we found that TRAF1 lacking the coiled-coil domain (TRAF-N), failed to interact
with LSP1 even in the absence of other TRAF members (Fig. 3). Furthermore, in the absence
of TRAF1 we could not detect LSP1 associated with 4-1BB when the receptor was
immunoprecipitated (data not shown). Collectively, these findings demonstrate the importance
of TRAF1 as a scaffold protein required for NF-kB activation through other TRAFs [22] and
our findings demonstrating that TRAF1 is required for direct LSP1 binding and ERK activation
downstream of 4-1BB.

LSP1 is a cytoskeletal protein that has been shown to accumulate on peripheral actin filaments
underneath the plasma membrane [34]. In addition, expression of LSP1 allows the co-
localisation of the ERK scaffold protein KSR, MEK1 and ERK2 to peripheral actin filaments.
In B cells, crosslinking of surface IgM leads to the activation of LSP1-associated MEKI,
followed by the activation of ERK2 which then dissociates from LSP1 to phosphorylate ERK
substrates [15]. Interestingly, expression of a truncated form of LSP1 in a B-cell lymphoma cell
line, which lacks the ability to activate the ERK/MAP kinase pathway, showed ~85% apoptosis
following anti-IgM treatment in contrast to the cell line expressing the full length protein (~30%
apoptosis). The findings presented in this report, demonstrate that in the absence of LSP1 in T
cells, TRAF1-dependent ERK activation downstream of 4-1BB is compromised, as well as Bim
phosphorylation and T cell survival. The regulation of Bim levels has been shown to be

dependent on the activation of the ERK pathway [24, 25]. Altogether, these observations
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demonstrate that ERK in the LSP1 signalling complex may target Bim for phosphorylation,
enhancing cell survival.

The survival of lymphocytes is regulated by the balance between pro- and anti-apoptotic factors
of the Bcl-2 family [35]. A recent report has shown that activation of T cells leads to an increase
in Bim levels which may be tolerated in effector and memory T cells without inducing cell death
if they express high enough levels of Bcl-2 [36]. Our previous [2, 14] and current findings
demonstrate that indeed stimulation of T cells leads to an increase in Bim levels even in the
presence of TRAF1. However, crosslinking of 4-1BB on the surface of activated WT T cells
downmodulates the levels of Bim and enhances cell survival. In contrast, TRAF1 and LSP1
defective T cells lose the capacity to induce sustained ERK activation and modulate Bim levels,
resulting in increased cell death.

In addition to linking the ERK pathway, LSP1 has been shown to play a regulatory role in
neutrophil chemotaxis during inflammation [18, 37]. When melanoma cells were transfected to
overexpress LSP1 at levels 50% of that expressed in neutrophils, a defect in mobility of the cells
was observed [38]. These observations suggest that the presence and the levels of LSP1 in a cell
will have an impact on the ability of the cell to move and interact with neighbouring cells. When
TRAF1 was immunoprecipitated from OT-1 WT cells, higher levels of LSP1 were observed to
be associated with TRAF1 when cells were stimulated with the anti-4-1BB agonistic antibody
in contrast to control rat IgG (Fig. 2C). Accordingly, when we looked at the expression levels
of LSP1 in activated OT-I cells, we did observe increased protein expression in total lysates at
day 4 of culture relative to the previous day. However, 4-1BB stimulation did not have an impact
on LSP1 expression when compared to rat IgG control (Fig. 1D). Given the role of LSP1 in

affecting cell motility, we hypothesize that increased localized levels of LSP1 could allow 4-
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1BB expressing CD8 T cells to sustain prolonged interactions with neighbouring 4-1BB ligand
expressing cells and sustain survival signalling through Bim downmodulation in a TRAF1-
dependent manner. We have previously shown that TRAF1 is critical for the maintenance of
CD8 memory T cells in vivo [2]. The demonstration that TRAF1 cooperates with LSP1
downstream of 4-1BB to mediate T cell survival raises the question of whether LSP1 is essential
in the long term survival and maintenance of CD8 memory T cells. Since LSP1 has been shown
to play a role in other immune cells and other cell types, the use of TCR transgenic mice (OT-
I) lacking LSP1 will allow us to study the specific impact of LSP1 in CD8 T cells during an
immune response. Furthermore, several reports have shown defective lymphocyte and
monocyte recruitment, in an asthma and atherogenesis mouse models lacking TRAF1 [39, 40].
Thus, it would be important to determine whether the absence of LSP1 will demonstrate a
similar phenotype is these mouse models and the importance of the contribution of LSP1 to the
recruitment of memory T cells to the memory niche [41].

As further evidence of the crucial roles of TRAF1 and LSP1 in cell survival, increased TRAF1
and LSP1 protein expression has been associated with leukemia and lymphomas [9, 42-45].
Interestingly, a report analyzing common genetic variations in candidate genes associated with
immunity and inflammation, and the predisposition to the development of non-Hodgkin
lymphoma (NHL) using a panel of single nucleotide polymorphisms determined TRAF1 and
LSP1 to be strongly associated with the risk and etiology of NHL [46]. This study has identified
LSP1 as a novel player downstream of 4-1BB signalling. We have also shown that TRAF1 and
LSP1 are direct binding partners and cooperate to activate the ERK pathway leading to the
downmodulation of Bim levels and subsequent survival of lymphocytes. Further

characterization of this signalling cascade will have important implications in further elucidating
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the survival mechanisms induced by TNFR family members in T cells and might reveal the

contribution of 4-1BB, TRAF1 and LSP1 to haematological malignancies.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Identification of LSP1 within the 4-1BB signalling complex. OT-I splenocytes
(WT and TRAF17") were stimulated with 0.1ug/ml SIINFEKL peptide for 48 hrs. Live CD8 T
cells were isolated from the cultures at day 3 and then incubated with 10pg/ml of anti-4-1BB or
control rat IgG. (A) The purity of CD8" T cells and 4-1BB surface expression was confirmed
by flow cytometry. (B) Following the stimulation of cells with anti-4-1BB or control rat IgG for
the indicated time points, cells were lysed and the 4-1BB receptor complex was
immunoprecipitated. 4-1BB and TRAFI1 levels were determined in immunoprecipitates by
Western blot analysis. (C) The number of unique peptides for LSP1 and 4-1BB identified by
LC-MS/MS under different stimulatory conditions from the immunoprecipitated 4-1BB
signalling complex is shown. (D) Activated OT-I spleoncytes (WT and TRAF17” (D3, Day 3)
were stimulated with plate bound anti-4-1BB or control rat IgG for 18 hrs (D4) and the levels
of TRAFI, LSP1 and actin were determined in total lysates by Western blot analysis. *Residual

signals for TRAF1 and LSP1 can been seen on blots probed for actin.

FIGURE 2. Identification of LSP1 within the TRAF1 signalling complex. OT-I splenocytes
(WT and TRAF17") were stimulated with SIINFEKL peptide and activated with anti-4-1BB or
control rat IgG as described in figure 1. (A) Following the stimulation of cells with anti-4-1BB
or control rat IgG for the indicated time points, cells were lysed and the TRAF1 signalling
complex was immunoprecipitated. TRAF1 levels were determined in immunoprecipitates by
Western blot analysis. (B) The number of unique peptides for TRAF1, TRAF2, LSP1, cIAP1,

and cIAP2 identified by LC-MS/MS under different stimulatory conditions from the
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immunoprecipitated TRAF1 signalling complex is shown. (C) The purity of CD8" T cells and
4-1BB surface expression was confirmed by flow cytometry. Following the stimulation of cells
with anti-4-1BB or control rat IgG for 15 min, cells were lysed and the TRAF1 signalling
complex was immunoprecipitated. TRAF1 and LSP1 levels were determined in

immunoprecipitates by Western blot analysis (representative of 3 experiments).

FIGURE 3. TRAF1 and LSP1 are binding partners. (A) Coomassie blue stain of glutathione
sepharose purified GST and GST-TRAF1 (pGEX-5X-1) fusion protein is shown. GST-LSP1
(pGEX-4T-1) was purified with Glutathione-Sepharose beads and cleaved with Thrombin to
remove the GST moiety. Digestion was then verified on gel. (B) GST-TRAF1 or GST alone
(10uM) was incubated with recombinant LSP1 (10pg) and protein complexes were then isolated
with Glutathione-Sepharose beads, resolved on SDS-PAGE and Western blotted for LSP1
(representative of 5 experiments). (C) Schematic representation of GST-coupled full length (FL)
TRAF1 and deletion mutants lacking the TRAF-C (AC) or TRAF-N and TRAF-C domains
(ANC). (D) Coomassie blue stain of glutathione sepharose purified GST and GST-TRAF1 FL,
TRAF1 AC and TRAF1 ANC fusion protein is shown. (E) GST-TRAF1 (FL, AC and ANC) or
GST alone was incubated with recombinant LSP1 and protein complexes were then isolated
with Glutathione-Sepharose beads, resolved on SDS-PAGE and Western blotted for LSP1. Total
lysates from HEK-293T cells transfected with recombinant LSP1 is shown (representative of 3

experiments).
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FIGURE 4. The absence of TRAF1 or LSP1 in activated T cells leads to a defect in ERK
activation downstream of 4-1BB signalling. T cells were isolated from WT, TRAF1” and
LSP17" mice and stimulated with plate bound anti-CD3¢ and anti-CD28 for 48 hours. (A) The
purity of T cells and 4-1BB surface expression on CD4 and CD8 T cells was determined by
flow cytometry. (B) Cells were then stimulated with 10pg/ml anti-4-1BB or control rat IgG for
the indicated time points, lysed and the levels of phosphorylated ERK1/2 (p-ERK1/2) and total
ERK1/2 were determined by Western blot analysis. The ratios of p-ERK2:ERK2 levels in anti-

4-1BB stimulated T cells is shown (representative of 4 experiments).

FIGURE 5. TRAF1 and LSP1 are required for Bim downregulation downstream of 4-1BB.
T cells were isolated from WT, TRAF17- and LSP1”" mice and stimulated with plate bound anti-
CD3¢ and anti-CD28 for 48 hours. (A) Activated T cells were stimulated with plate bound anti-
4-1BB or control rat IgG for 18 hours and the levels of phosphorylated Bimgr (p-Bimgr) and
total BimgL were determined by Western blot analysis. (B) The ratios of p-BimgL:BimeL levels
of three independent experiments are shown. (C) The ratios of Bimgr:actin levels of four
independent experiments are shown. NS: non significant. Error bars represent the standard error

of the mean.

FIGURE 6. TRAF1 and LSP1 are required for efficient expansion in response to 4-1BB. T
cells were isolated from WT, TRAF1”- and LSP1”" mice and stimulated with plate bound anti-
CD3¢ for 48 hours. (A) Surface expression levels of 4-1BB on WT, TRAF1”- and LSP17" T cells
was confirmed by flow cytometry. (B) Activated T cells (10°) were stimulated with plate bound

anti-4-1BB or control rat IgG for 12 or 24 hours. Live cells were enumerated in the cultures
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(n=3) based on Trypan blue exclusion (representative of 2 experiments). NS: non-significant.

Error bars represent the standard error of the mean.
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Supplementary Table 1. Identification of LSP1 within the 4-1BB signalling complexin T

cells by LC-MS/MS

Number of Unique Peptides (% coverage)

Protein | Accession Numbers (s) M.W.2 WT TRAF1-+- WT TRAF1-- WT TRAF1-+-
name (kDa) a-4-1BB o-4-1BB a-4-1BB a-4-1BB ratIgG ratIgG

15 min 15 min 60 min 60 min 60 min 60 min
4-1BB | ENSMUSP00000030808 (+4) 28 2 (8%) 2 (3%) 2 (8%) 3(16%) | 2 (8%) 1(21%)
LSP1 ENSMUSP00000018963 (+4) 37 4 (18%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (4%) 0 (0%)

“M.W. | molecular weight. The ENSEMBL Mus musculus release 49 sequence database was used

for matching peak lists to peptide sequences. Commonly used protein names are listed with their

accession numbers and molecular weight. The number of unique peptides and the percentage

coverage of the protein are listed for each protein.
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Supplementary Table 2. Identification of LSP1 within the TRAF1 signalling complexin T

cells by LC-MS/MS

Number of Unique Peptides (%o coverage)
Protein Accession Numbers (s) M.W.2 TRAF1-- WT WT WT
name (kDa) a-4-1BB ratIgG a-4-1BB a-4-1BB
60 min 60 min 15 min 60 min
TRAF1 | ENSMUSP00000028234 (+1) 45 0 (0%) 19 (47%) 17 (44%) 15 (45%)
TRAF2 | ENSMUSP00000028311 (+1) 56 0 (0%) 14 (28%) 13 (24%) 5 (10%)
LSP1 ENSMUSP0O0000018963 (+4) 37 0 (0%) 0 (0%) 3(13%) 0 (0%)
cIAP1 ENSMUSP0O0000013949 (+1) 67 0 (0%) 2 (8%) 1 (5%) 0 (0%)
cIAP2 ENSMUSP00000091422 70 0 (0%) 9 (15%) 5 (8%) 2 (3%)

4M.W., molecular weight. The ENSEMBL Mus musculus release 49 sequence database was used
for matching peak lists to peptide sequences. Commonly used protein names are listed with their
accession numbers and molecular weight. The number of unique peptides and the percentage

coverage of the protein are listed for each protein.
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3.2. Articles scientifique 2

TLR4 dependent induction of 4-1BB (CD137) surface expression in murine B
cells

Daniela Andreeva et Laurent Sabbagh.

3.2.1. RESUME

4-1BB (CD137) est un membre de la superfamille des TNFR qui est impliquée dans la
transmission des signaux de survie dans les lymphocytes. Les TRAFs sont une famille de
protéines adaptatrices impliquées dans la liaison des membres particuliers de la famille des
TNFRs et les voies de signalisation en aval. Nous avons montré précédemment que TRAF1 est
nécessaire en aval de 4-1BB pour activer la MAP kinase Erk impliquée dans la régulation
négative de la molécule pro-apoptotique Bim et que LSP1(Leucocyte Specific Protein 1) lie
TNF receptor-associated factor 1 (TRAF1) en aval du récepteur 4-1BB dans les cellules T
favorisant ainsi la survie des lymphocytes T. Il a été rapporté que le récepteur 4-1BB n’est pas
exprimé dans des cellules B murines mais, que 4-1BB favorise la prolifération et la survie des
cellules B humaines. Nous avons identifi¢ que le récepteur 4-1BB est exprimé a la surface des
cellules B de souris en réponse a une stimulation par le LPS (Lipopolysaccharide). Une
caractérisation plus poussée a montré que le récepteur 4-1BB est induit dans les cellules B
murines d'une mani¢re TLR4-dépendante. Collectivement, notre travail a démontré que la
stimulation avec le LPS conduit a I’expression du récepteur 4-1BB a la surface des cellules B
murines, conduit a I'induction de TRAF1 et que TRAFI1 et LSP1 coopérent en aval de 4-1BB
pour activer la signalisation d’ERK d’une maniere similaire aux cellules T. De plus, les cellules
B déficientes en TRAFI et les cellules B déficientes en LSP1 ne sont pas en mesure d'activer
la voie ERK en aval de 4-1BB similairement aux lymphocytes T. Il est intéressant de noter
que, 'expression du récepteur 4-1BB a la surface dans les cellules B de souris déficientes en
TRAF1 ou LSP1 est significativement diminuée par rapport aux cellules B en provenance d’une
souris WT. Ainsi, TRAF1 et LSP1 sont requises pour une expression maximale du récepteur
4-1BB ala surface des cellules B murines et coopérent en aval de 4-1BB afin d'activer la cascade
ERK.
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TLR4 dependent induction of 4-1BB (CD137) surface expression in murine B
cells

Daniela Andreeva and Laurent Sabbagh.

ABSTRACT

4-1BB (CD137) is a member of the TNFRs superfamily that is involved in the transmission of
survival signals in lymphocytes. TNFR-associated factors (TRAFs) are a family of adapter
proteins involved in linking particular TNFR family members to downstream signaling
pathways. TRAF1 is required downstream of 4-1BB to activate the MAP kinase Erk involved
in the negative regulation of the pro-apoptotic molecule Bim. We have shown previously that
Leukocyte-specific protein 1 (LSP1) links TNF receptor-associated factor 1 (TRAF1) to
survival signaling downstream of 4-1BB in T cells. It has been reported that the 4-1BB receptor
is not expressed in murine B cells but 4-1BB promotes proliferation and survival of human B
cells. We have identified that 4-1BB receptor is expressed on the surface of the murine B cells
in response to LPS stimulation. Further characterization revealed that the 4-1BB receptor is
induced in murine B cells in a TLR4-dependent manner. Collectively, our work demonstrated
that LPS stimulation leads to 4-1BB surface expression in murine B cells, leads to the induction
of TRAF1 and, TRAF1 and LSP1 cooperate downstream of 4-1BB to activate ERK signaling
in murine B cells similarly to T cells. Like TRAF1-deficient B cells, B cells deficient in LSP1
are not able to activate ERK pathway downstream of 4-1BB. Interestingly, the expression of the
4-1BB receptor on the surface of B cells from TRAF1-/ - and LSP1-/ - mice is significantly
decreased in comparison with WT. Thus, TRAF1 and LSP1 are required for maximal expression
of 4-1BB receptor on the surface of murine B cells and cooperate downstream of 4-1BB in order
to activate the ERK cascade in murine B cells.

3.2.2. Article scientifique 2
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Introduction

Tumor necrosis factor receptors (TNFRs) are involved in the transmission of survival
and death signals in lymphocytes. The balance between survival signals and death plays a
critical role in T effector cells and the maintenance of memory T cells [1-2]. 4-1BB (CD137), a
member of the TNFRs superfamily is predominantly found on activated T and NK cells and is
involved in the transmission of survival signals in lymphocytes. 4-1BBL is expressed on APCs,
including macrophages, dendritic cells, activated B cells and monocytes [3].

Tumor necrosis factor receptor (TNFR)—associated factors (TRAFs) represent a family
of intracellular adapter proteins involved in linking particular TNFR family members to
downstream signaling pathways [4]. TRAF1 is an adapter protein that is recruited by 4-1BB
and other TNFRs and is characterized by a very limited expression in lymphocytes, dendritic
cells and some epithelial cells. TRAF1 is necessary downstream of 4-1BB for the expansion and
survival of memory T cells in vivo [3, 5]. It has been demonstrated that in the absence of antigen
in vivo, TRAF1 is required for the survival and maintenance of CD8 memory T cells.
Additionally, TRAF1 is required to down-modulate the levels of the pro-apoptotic Bcl-2 family
member Bim, promoting survival of CD8 T cells [3].

We have previously shown that Leukocyte-specific protein 1 (LSP1) links TRAFI to
survival signaling downstream of 4-1BB in T cells [9]. We identified that LSP1 is recruited to
the signaling complex 4-1BB in a TRAF1-dependent manner. Further characterization of the
interaction between TRAF1 and LSP1 showed that LSP1 directly binds the N-terminal region
independently of the C-terminal conserved region. Like TRAFI-deficient T cells, T cells
deficient in LSP1 are not able to activate ERK downstream of 4-1BB and therefore cannot
regulate Bim levels. Thus, TRAFI and LSP1 cooperate downstream of 4-1BB in order to
activate ERK and regulate Bim levels in CD8 T cells [9].

Several in vitro studies suggest that the 4-1BB/4-1BBL interaction plays an important
role in cellular immune responses, and co-stimulation through 4-1BB/4-1BBL may be used as
a target for immunotherapy of cancer [10]. It has been demonstrated that 4-1BB and 4-1BBL
are co-expressed constitutively in human T and B leukemia cells. In addition, co-expression of
both 4-1BB and 4-1BBL on the surface of leukemic T and B cells may confer a survival

advantage to support cell growth, promote survival and contribute to drug resistance [11].
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It has been reported that 4-1BB is not expressed in murine B cells [12] but the receptor
is expressed and promotes proliferation and survival of human B cells [13]. However, why
human B cells express on the surface 4-1BB following stimulation through the BCR (B Cell
Receptor) and murine B cells do not , remains to be determined. In this report, we sought to
identify signals that lead to expression of 4-1BB on the surface of murine CD19" B cells.
Initially, we demonstrated that 4-1BB is expressed on the surface of murine B cells in response
to LPS (bacterial lipopolysaccharide) stimulation. Furthermore, we confirmed that 4-1BB is
induced on murine B cells in a TLR4 (Toll Like receptor 4) dependent manner. In addition,
stimulation of murine B cells with LPS leads to the induction of TRAF1. Interestingly, the
expression of 4-1BB at the surface of B cells from TRAF1” - and LSP1”~ mice is significantly
decreased in comparison with WT B cells. Indeed, TRAF1 and LSP1 cooperate downstream of
4-1BB to activate ERK signaling in murine B cells similarly to T cells. Like TRAF1-deficient
B cells, B cells deficient in LSP1 are not able to activate ERK downstream of 4-1BB. Thus,
TRAF1 and LSP1 are required for maximal expression of the 4-1BB receptor on the surface of
murine B cells and cooperate downstream of 4-1BB in order to activate the ERK cascade in

murine B cells.
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MATERALS AND METHODS
Mice

C57BL/6 mice were obtained from Charles River Laboratories (St. Constant, Quebec, Canada).
TRAF17" gene-targeted mice have been described [14]. LSP1”" gene-targeted mice have been
described [15] and were kindly provided by Dr. Jenny Jongstra-Bilen (University Health
Network, Toronto, Ontario, Canada).

Mice were maintained under specific pathogen-free conditions in sterile microisolator caging.
All mice studies were performed in accordance with the regulations of the Canadian Council on
Animal Care (CCAC) guidelines and were approved by the Maisonneuve-Rosemont animal care

committee.

Lymphocytes isolation and stimulation
Murine B cells
Splenocytes were purified after red blood cell lysis of total spleen from C57BL/6 WT, TRAF1-

deficient and LSP1-deficient mice using ammonium-chloride-potassium lysing buffer (ACK lysing
buffer). Primary B cells from C57BL/6 WT, TRAFI-deficient and LSP1-deficient mouse
spleens were isolated by negative depletion using magnetic bead separation. For B cell
purification, we used Mouse B Cell Isolation Kit separation (EasySep; Stemcell Technologies,
British Columbia, Canada). The isolated CD19" B cells were cultured (1x10 cells/ml) in complete
RPMI medium (RPMI 1640 with L-glutamine (Life Technologies, Ontario, Canada) complemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin 10000 units/mL, 1% streptomycin 10000 ug/mL,
0.1% B-2-mercaptoethanol, 1% non-essential amino acids (NEAA) 100X, 1% sodium pyruvate
200mM, and 1% Hepes 1M). Flow cytometry analysis confirmed that the purity of live CD19" B

cells was >90%.

Anti-CD40/IgM stimulation of murine CD19" B cells

CD19" B cells were stimulated with Spg/ml anti-CD40 in the absence or presence of anti-IgM
(AffiniPure F(ab’); Fragment Goat Anti-Mouse IgM, pChain Specific; Jackson Immuno
Research; 10pug/ml) or NIH 3T3-SAMEN or CD40L expressing NIH 3T3-CD40L (provided by
Dr. N. Labrecque).
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LPS stimulation and TLR4 signaling inhibition

Purified B cells (1x10%ml) were cultured in 6-well plates with LPS from Escherichia coli
026:B6 (Sigma-Aldrich; 1ug/ml) in the absence or presence of LPS inhibitor: LPS-RS
(Lipopolysaccharide from Rhodobacter sphaeroides-TLR4 antagonist, Invivo Gen; 100pug/ml)
for 3 days. For inhibitor treatment, B cells were cultured with inhibitor for 1h30 before LPS
was added: inhibitor was maintained in the medium during the LPS culture period.

Analysis of B cell survival, activation and cell surface markers was performed by flow
cytometry as described below. Once the phenotype of B cells was confirmed, activated CD19 B
cells were stimulated with 10 pg/ml control rat IgG antibody or agonistic anti-4-1BB antibody

(clone 3H3). The number of live cells in the cultures was determined by Trypan blue exclusion.

Antibodies and reagents
Murine B cells were surface-stained with PE labeled anti-CD19 antibody (BD Bioscience);

biotin anti-4-1BB with allophycocyanin (APC) labeled streptavidin and relevant isotype control
IgG1 (BD Bioscience); biotin anti-4-1BBL with allophycocyanin (APC) labeled streptavidin
and relevant isotype control IgGl (BD Bioscience); PE labeled anti-TLR4 antibody
(eBioscience) FITC labeled anti-CD40 antibody (eBioscience) and PE labeled anti-CD86
antibody (BD Bioscience).

Flow Cytometry
FACS data obtained by FACSCalibur (BD Bioscience, Mountain View, CA, USA) were
analyzed with FlowJo software (TreeStar, Ashland, OR, USA).

Western blot analysis

Purified CD19" B cells from WT, TRAF1”~ or LSP1”~ mice were stimulated with 1 pg/ml LPS
in the absence or presence of 100pg/ml inhibitor of LPS (LPS-RS) for 24h and 48h. At the time
point indicated, aliquots of 10° CD19* B cells were harvested from cell cultures, centrifuged
and stored at -20°C until analysis. After thawing, cell pellets were lysed in Tris buffer saline

containing 0.4mM EDTA, 1% NP40, and the complete protease inhibitors cocktail for 30
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minutes on ice. After centrifugation, the cell lysates were subjected to SDS-PAGE following
by transfer to PVDF membranes (Pall Life Sciences, Mississauga, ON, Canada). The
membranes were blocked in TBS-T (Tris-buffered saline supplemented with 0.05% Tween20)
with 5% skim milk and probed overnight with gentle shaking using specific antibodies for
murine TRAF1(Santa Cruz Biotechnology), murine LSP1 (Cell Signaling Technology), murine
pERK1/2(pT202/pY204; (Cell Signaling Technology, Whitby, Ontario, Canada), murine
ERK1/2(Cell Signaling Technology, Whitby, Ontario, Canada), or -actin (Sigma). Membranes
were washed 3 times in TBS-T and incubated with the HRP-conjugated anti-rabbit or anti-rat
Ig antibody (Sigma). Exposure time for WT, TRAF1”~ and LSP17"blots were identical, as image
was acquired at the same time. The signal was revealed using the Amersham ECL detection
system (GE Healthcare Life Science) and digital image were acquired using the Image Quant
LAS 4000 bio molecular imager (GE Healthcare Life Science). The intensity of the bands of
interest was determined using the Multi Gauge software version 2.3 (Fujifilm, Tokyo, Japan).

Quantification was determined by normalizing the signal intensity of pERK1/2 to total ERK1/2.
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RESULTS

Expression of 4-1BB receptor and 4-1BBL on non-activated and activated murine B cells

We first examined the expression of 4-1BB and 4-1BBL on splenic murine B cells by flow
cytometry. 4-1BB receptor is induced in T cells upon activation through the TCR and
costimulation [13] or in the presence of cytokines [4]. In human B cells, 4-1BB receptor is
induced upon activation through the BCR [10]. To identify which signals lead to the expression
of 4-1BB receptor at the surface of murine B cells, we used different stimulations upon
activation through the BCR of primary murine B cells. To activate B cells, we used the
combination of anti-IgM and anti-CD40 Abs. Purified splenic CD19" B cells from WT mice
were stimulated with anti-CD40 mAb in absence or presence of anti-IgM for 24h, 48h and 72h
and stained with anti-mouse 4-1BB mAb and anti-mouse 4-1BBL mAb. As shown in figure 1
(A), (B) and (C), 4-1BB and 4-1BBL expression was not found on non-stimulated splenic
murine CD19" B cells at days 0, 24h, 48h and 72h after isolation. Stimulation with anti-CD40
mAb alone or anti-IgM/anti-CD40 did not induce 4-1BB expression at the surface of murine B
cells at 24h, 48h or 72h after stimulation (Fig.1B). However, stimulation with anti-IgM/anti-
CDA40 induced 4-1BBL expression which appeared at 48h after stimulation and reached a peak
at 72h (Fig. 1C). In contrast, stimulation with anti-CD40 mAb alone did not induce 4-1BBL
expression (Fig. 1C). We also examined the induction of 4-1BB and 4-1BBL at 48h and 72h
after stimulation using CD40L-expressing murine fibroblasts cells line (NIH 3T3-CD40L). Co-
culture with NIH 3T3-CD40L cells, but not with parental NIH 3T3-SAMEN could significantly
induce 4-1BBL expression on splenic murine B cells (Fig 1D). Moreover, addition of an anti-
IgM leads to a higher expression of 4-1BBL on murine B cells in comparison with stimulation
with NIH 3T3-CD40L cells alone. In contrast, 4-1BB was not found on murine B cells when
stimulated with parental NIH 3T3-SAMEN; CD40L-expressing murine fibroblasts cells (NIH
3T3-CD40L) or (NIH 3T3-CD40L+anti-IgM) (Fig. 1D). These results demonstrate that 4-1BB

is not induced on murine B cells under these stimulation conditions, while 4-1BBL is
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specifically expressed on the surface when stimulated with anti-IgM/anti-CD40, or in co-culture

with (NIH 3T3-CD40L) or (NIH 3T3-CD40L+anti-IgM).

LPS mediated 4-1BB expression on murine B cells

Next, we examined the inducibility of 4-1BB by other stimuli for murine B cells such as LPS.
We used LPSs -a known T-independent stimulus for the activation of B cells. [20]. Purified
splenic CD19" B cells from WT, TRAF1”- and LSP1”- mice were stimulated with 1pg/ml LPS
and the cells were cultured for 24h, 48h and 72h. At the time points indicated, the surface
expression levels of 4-1BB on murine B cells from WT, TRAF1"" and LSP17~ mice was
determined by flow cytometry. At first we confirmed that isolated CD19" B cells did express
TLRA4, the receptor for LPS. As shown Fig.2, LPS stimulation induced 4-1BB expression at the
surface of murine B cells. However, B cells stimulated with LPS alone did not up regulate 4-
1BBL. At 24h, CD19" B cells from WT, TRAF1”- and LSP1”~ mice were found to express
CD86 and CD40 uniformly on the cell surface. Thus, the absence of TRAF1 and LSP1 had no
impact on CD40 and CD86 expression. A minor variation in the expression of TLR4 on B cells
from WT, TRAF1”- and LSP1”* mice was detected at Day 0 (Fig.2A, B, C) and 24h after
stimulation (Fig.3A, B, C). Additionally, the expression of 4-1BB receptor at the surface of LPS
activated B cells from TRAF1”- and LSP1”~ mice was significantly lower in comparison with
WT. These results suggest that LPS stimulation is able to induce 4-1BB expression at the surface
of murine B cells, and both TRAF1 and LSP1 are required for maximal expression of 4-1BB on

murine B cells.

TLR4 signaling provides a first level of regulatory control for 4-1BB surface expression on
murine B cells

B cells express several proteins of the TLR (Toll-like receptor) family and recognize and
respond to pathogen-associated ligands. These innate signals have an important role in the B
cell adaptive immune response. LPS (bacterial lipopolysaccharide) is a potent activator of the
immune system and is the major component of the wall of all Gram-negative bacteria. TLR4 is
the receptor for LPS and is expressed in complex with MD2 at the B cell surface [16]. To

determine if induction of 4-1BB receptor on the surface on murine B cells is dependent on TLR4
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activation, we used a commercial inhibitor of TLR4 (LPS-RS) in order to block signaling
downstream of TLR4. Purified CD19" B cells from WT, TRAF1” or LSP1” mice were
stimulated with 1 pg/ml LPS in absence or presence of 100png/ml inhibitor of LPS (LPS-RS) for
24h and 48h. At the time points indicated, the surface expression levels of 4-1BB on murine B
cells was confirmed by flow cytometry. As shown in Fig.3, 4-1BB is expressed on murine B
cells following LPS stimulation and expression is regulated by TLR4 activation. The addition
of the inhibitor of LPS leads to a loss of expression of TLR4 and accordingly to a loss of the
expression of 4-1BB receptor on the surface of murine B cells. B cells from WT mice express
high levels of 4-1BB receptor compared to B cells deficient in TRAF1 or LSP1 at 24h and 48h,
as shown in Fig.3A, B and C. At 48h, B cells from WT mice show increased expression of 4-
1BB receptor in presence of LPS compared to B cells from TRAF1”~ and LSP1” mice. These
findings indicate that exposure to LPS is required for 4-1BB expression, and TLR4 signaling

provides a first level of regulatory control for 4-1BB expression on murine B cells.

LPS induces TRAF1 expression but not LSPI in murine B cells

We and others have previously shown that TRAF1 plays a central role downstream of 4-1BB
[5, 17]. Additionally, we showed that LSP1 binds directly the N-terminal region independently
of the C-terminal conserved region of TRAF1 [9]. Given our current finding that 4-1BB is
expressed on the surface of B cells following LPS stimulation, we sought to investigate whether
activation with LPS leads to an induction of expression of TRAF1 and LSP1 in murine B cells.
To demonstrate that induction of TRAF1 in murine B cells is dependent of TLR4 activation, we
used a commercial inhibitor of TLR4 (LPS-RS) in order to block the cascade downstream of
TLR4. Purified CD19" B cells from WT, TRAF1”~ or LSP1”" mice were stimulated with 1 pg/ml
LPS in absence or presence of 100ug/ml inhibitor of LPS (LPS-RS) for 24h and 48h. At the
time point indicated, cells were lysed and subjected to Western Blot analysis. This approach
allowed us to demonstrate that TRAF1 is not expressed in non-stimulated B lymphocytes , but
can be induced upon activation with LPS. As shown in Fig.4A, TRAF1 is induced in murine B
cells following LPS stimulation at 24h and 48h and induction is regulated by TLR4 activation.
The addition of the inhibitor of LPS leads to a loss of induction of TRAF1expression in murine
B cells. In contrast, LPS stimulation and addition of inhibitor of LPS have no effects on the

expression of LSP1 in murine B cells (Fig.4B).
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The absence of TRAFI and LSPI in murine B cells leads to defective ERK activation
downstream of 4-1BB signaling

We investigated the contribution of TRAF1 and LSP1 to ERK activation downstream of 4-1BB
receptor in murine B cells. 4-1BB is a TRAF1 binding receptor and the association is important
for CD8 T cells [6, 17]. We have previously demonstrated that TRAF]1 is required downstream
of 4-1BB for the activation of ERK and Bim down-modulation in CD8 T cells [5]. Additionally,
we have previously shown that LSP1 is recruited to the 4-1BB complex in the T cells in a
TRAF1 dependent manner, and the direct interactions between TRAF1 and LSP1 required the
TRAF-N domain of TRAF1. Moreover, the cooperation between TRAF1 and LSP1 is required
to activate the ERK cascade which leads to a down-modulation of the levels of the pro-
apoptotique molecule Bim, and enhances T cell survival downstream of 4-1BB [9]. To examine
the requirement for TRAF1 and LSP1 during 4-1BB dependent responses in murine B cells,
WT, TRAF1”- and LSP17- CD19" B cells were activated with LPS. By 48h after activation,
CDI19" B cells from WT mice express high levels of 4-1BB receptor compared to B cells
deficient in TRAF1 or LSP1 as shown in Figure 3. Subsequently, B cells from each genotype
were stimulated with an agonistic anti-4-1BB antibody or a rat IgG control. ERK activation was
determined at different time points by Western blot analysis. As we have shown previously [9]
in the absence of TRAF1 and LSP1 in murine CD8 T cells, activation of ERK is defective
following 4-1BB stimulation compared to CD8 T cells from WT mice. As shown in Figure 5B
and C, a comparable defect in ERK activation downstream of 4-1BB is observed in TRAF1™-
and LSP17- CD19" B cells following 4-1BB stimulation compared to CD19 B cells from WT
mice (Fig.5A). This finding is in agreement with our previous study [9] that TRAF1 and LSP1

cooperate and are required downstream of 4-1BB to activate the ERK cascade in CD8 T cells.
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DISCUSSION

B cells play a central role in the adaptive immune response to pathogens. Antigenic
recognition trough the B cell receptor (BCR) leads to the activation and differentiation of B
cells. Additionally, B cells express at the cell surface several proteins of the TLR family and
recognize and respond to pathogen-associated ligands. Although these signaling pathways are
well studied, little is known about the mechanism involved in the activation of TLR4, followed
by induction of the surface expression of TNFRs on B cells.

In the present study, we examined the expression of 4-1BB on murine B cells. 4-1BB
expression has been investigated on a variety of immune cells including activated T cells,
activated human B cells [13], neutrophils [29, 30], dendritic cells [12], natural killer cells [31],
eosinophils [32] and mast cells [33], but expression and function on murine B cells remains to
be elucidated. Here, we report that murine B cells stimulated with LPS leads to the induction of
4-1BB surface expression. It has been reported that 4-1BB (CD137) promotes proliferation and
survival of human B cells [13], but 4-1BB receptor is not expressed at the surface of murine B
cells [12]. The induction of 4-1BB on murine B cells by LPS represents a first report of the
expression of this receptor on the surface of murine B cells.

We have previously demonstrated that LSP1 is recruited to the 4-1BB signaling complex
in a TRAF1-dependent manner and direct interactions between TRAF1 and LSP1 lead to
survival signaling downstream of 4-1BB in T cells [9]. In this study, we show that 4-1BB
appears not to be expressed on murine B cells upon BCR stimulation (Fig.1) but exposure to
LPS leads to the induction of 4-1BB surface expression in a TLR4 dependent manner (Fig.2 and
Fig.3). We have previously demonstrated that the absence of TRAF1 or LSP1 had no impact on
4-1BB surface expression on activated murine CD8 T cells [9]. Notably, TRAF1”-and LSP17
B cells show up-regulation of surface molecules such as 4-1BB in response to LPS stimulation
and we observed that the absence of TRAF1 or LSP1 in murine CD19" B cells leads to a
reduction of expression of 4-1BB receptor in comparison with WT B cells (Fig 2A, B and C).
These findings suggest that TRAF1 and LSP1 are required for maximal 4-1BB surface

expression on murine B cells. Then, we looked if the expression of 4-1BB receptor is TLR4
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dependent. TLR4 is the receptor for LPS and is expressed in complex with MD?2 at the murine
B cell surface [16]. We impaired TLR4 activation with the inhibitor of LPS which blocks the
activity of TLR4. Two different blocking

mechanisms are targeted by this inhibitor. When we looked at the expression of 4-1BB in LPS
activated murine B cells, we observed increased surface expression in comparison with LPS
activated B cells incubated with the inhibitor of LPS (Fig.3A, B and C). These finding
demonstrate that TLR4 signaling up regulate 4-1BB surface expression on murine B cells.
Because 4-1BB expression on murine B cells was induced upon LPS activation, we sought to
determine whether the induction of TRAF1 or LSP1 was dependent of TLR4 activation. When
we looked at the induction of TRAF1 and LSP1 in LPS activated murine B cells, we observed
increased protein expression levels in total lysates of TRAF1 but not LSP1 (Fig.4A and B).
Addition of the inhibitor of LPS leads to a loss of expression of TRAF1 in murine B cells.
(Fig.4A). Indeed, TRAF1 is not expressed in non-stimulated murine B cells (Fig.4A), but can
be induced upon activation with LPS and these findings confirm that TRAF1 induction is
dependent on TLR4 activation in murine B cells.

Taken together, these findings demonstrate that following activation of TLR4 by LPS, 4-
1BB receptor is expressed on the surface of murine B cells and leads to the induction of expression
of TRAFI.

Interestingly, anti-IgM/anti-CD40 stimulation leading to induction of expression of 4-1BB
receptor on the surface of human B cells triggers the expression of the natural ligand of 4-1BB
receptor, 4-1BBL on the surface of murine B cells.

It has been shown that in B cells, LSP1 is associated with MEK 1 and the activation of
LSP1-associated MEK1 is dependent on cross-linking of surface IgM which leads to the activation
(phosphorylation) of ERK2[28]. Our previous study already demonstrated that direct interactions
between TRAF1 and LSPI lead to the activation of the ERK cascade downstream of 4-1BB in
murine CD8" T cells. [9]. Additionally, we have demonstrated that the TRAF-N domain is
required for direct interactions with LSP1 and the absence of TRAF1 or LSP1 in T cells result in
a defect in the activation of the ERK pathways upon 4-1BB cross-linking, defective down-
modulation of Bim levels and reduction of T cell survival [9]. Similarly to T cells, murine B cells
from WT mice (Fig.5A) are able to phosphorylate ERK downstream of 4-1BB in contrast to B
cells from TRAF17- or LSP1” mice (Fig.5B and C). Therefore, in the absence of TRAF1 or LSP1

109


javascript:if(window.name=='')%20%7b%7b%20window.location.href='./nil';%20%7d%7d%20else%20%7b%7b%20open_HOME('/UniPub/iHOP/go?ID1=92826');%20%7d%7d

in murine B cells, ERK activation downstream of 4-1BB is compromised. It has been reported
that ERK has an important function in cell migration [22] as well as in TLR signaling in immune
cells [21]. Barrio et al, reported that when B cells are stimulated through TLR4 with LPS, the
activation of ERK1/2 is detected with a maximum level at 15 min after stimulation and returns to
a basal levels at 1h [23]. When murine B cells are stimulated with LPS for 48h followed by
stimulation with agonistic anti-4-1BB antibody or control rat IgG, we did not observe a difference
in the survival of stimulated B cells with anti-4-1BB or control rat IgG at 24h vs. 48h stimulations
(data not shown).

Despite the absence of BCR stimulation, both naive and memory murine B cells respond
to TLR4 stimulation in vitro equally [19]. Several studies on TLR4 expression in murine B
cells demonstrate a pattern slightly different from that found in human B cells [19]. In our study,
LPS stimulation did not lead to the surface expression of 4-1BB on human CD19" B cells from
healthy donors at 24h, 48h and 72h after addition of LPS (data not shown) in contrast to murine
B cells (Fig.2A, B, C; and Fig.3A,B, C). It has been reported that human B cells do not respond
to the activation of LPS, because they lack TLR4 [24] in contrast to murine B cells. Additionally,
ligands for TLR2 or TLR9 induce TLR4 expression on human B cells [24]. The inability to be
activated by LPS stimulation is a hallmark of normal human B cells [19]. However, it has been
reported that human B cells from healthy donors express little or no surface TLR4 receptor [25;
26 and 27]. Interestingly, it was reported that TLR4 is expressed in B cell malignancies with
unexpected functions [19]. It has been reported that 99% of peripheral B cells from patients with
inflammatory diseases express TLR4 receptor [25] and these data suggest that unidentified
mechanisms promote TLR4 expression on the surface on human B cells. It is possible that higher
concentrations or repeated or prolonged exposure to a combination of TLR ligands and BCR
stimulation induce TLR4 expression on the surface of human B cells. Importantly, published
work has shown that classical human B cell stimulation through CD40 and Ig, in combination
with IL-4 maximally increases the TLR4 surface expression on human B cells and patients with
inflammatory disease naturally maintain high levels of B cell activators that could promote
surface TLR4 expression on human B cells [35]. Moreover, Zhang et al, [13] demonstrated that
4-1BB is induced on human B cells following BCR stimulation (anti-CD40/anti Ig) and that
expression levels are enhanced by interactions between CD40L and CD40. However, the same

stimulation signals anti-CD40/anti-Ig lead to the expression of 4-1BB [13] and TLR4 [35] on
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the surface of human B cells suggesting that the cascade described previously [9] in T cells and
the findings in this study may be implicated in survival signals that promote enhanced
proliferation and survival of human B cells trough 4-1BB/4-1BBL signaling and may be
implicated in B cells malignancy. It has been reported that 4-1BB and 4-1BBL are constitutively
coexpressed in human T and B leukemia cells and promote proliferation and survival [10].
Moreover, 4-1BB/4-1BBL interactions protect Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) B cells
from spontaneous apoptosis [18]. Given our current finding that 4-1BB is expressed on the
surface of murine B cells following LPS stimulation, it is important to verify whether human B
cells that express surface TLR4 express 4-1BB receptor as well. It is possible that prolonged
exposure to TLR4 ligands leads to the expression of 4-1BB receptor on the surface of human B
cells followed by activation of cascade downstream of 4-1BB described previously [9] and leads
to an increased accumulation of B cells which can lead to chronic diseases such as CLL. Further
studies are needed to address this possibility.

Interestingly, overexpression of 4-1BB and TRAFI in several tumors of B cells origin
(leukemia and lymphoma) suggests that 4-1BB and TRAF1 play an important role in cell
survival and could play a role in hematologic malignancies. Individuals with chronic
lymphocytic leukemia (CLL) whose cells express the highest levels of TRAF1 are resistant to
treatment [8]. This suggests that elevated levels of 4-1BB and TRAF1 give a more increased
cell survival advantage. LSP1 is also overexpressed in Hodgkin's disease and is associated with
Non-Hodgkin lymphoma, similarly to TRAF1 [34]. A better understanding of the mechanisms
controlling the survival of healthy and malignant B cells will define the therapeutic targeting of

4-1BB, TLR4 or TRAFland LSP1 in B cell malignancy.
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LEGENDS

Figure 1. Expression of 4-1BB and 4-1BBL on murine B cells. B cells were isolated from
WT mice. The purity of B cells, 4-1BB or 4-1BBL surface expression on CD19" B cells at days
0, 24h, 48h and 72h was determined by flow cytometry. (A) Murine CD19" B cells non
stimulated at day 0. (B) and (C) B cells were stimulated with 5 pg/ml anti-CD40 antibody or
both anti-CD40 and anti-IgM (10 pg/ml ) for 24h, 48h and 72h. (D) CD19" B cells were
stimulated with NIH 3T3-SAMEN (negative control); NIH 3T3-CD40L and NIH 3T3-
CD40L+anti-IgM (10png/ml) for 48h and 72h. Surface expression levels of 4-1BB and 4-1BBL

were confirmed by flow cytometry.

Figure 2. Induction of 4-1BB expression in murine CD19* B cells following LPS
stimulation. B cells were isolated from WT, TRAF1”~and LSP1”" mice. The purity of B cells
was determined by flow cytometry. (A), (C), and (E) Murine CD19" B cells unstimulated at day
0. Surface expression levels of CD40 and TLR4 in gated CD19" were confirmed by flow
cytometry. (B), (D) and (F) CD19" B cells from WT, TRAF17~ and LSP1”- mice were stimulated
with 1 pg/ml LPS for 24h, 48h and 72h. Surface expression levels of CD40, CD86, TLR4 and
4-1BBL at 24h, and 24h,48h anf 72h for 4-1BB was confirmed by flow cytometry.

Figure 3. TLR4 dependent induction of 4-1BB expression in murine B cells. CD19" B cells
from WT, TRAF17- and LSP1” mice were cultured with LPS from Escherichia coli, 1ug/ml) in
the absence or presence of inhibitor LPS-RS for 24h and 48h. The purity of B cells was
determined by flow cytometry. Surface expression levels of 4-1BB and TLR4 in gated CD19"
stimulated WT murine B cells (A), in stimulated B cells from TRAF1”~ (B) and LSP1”" (C)
mice at the 24h and 48h was confirmed by flow cytometry.

Figure 4. Induction of TRAF1 expression in murine CD19* B cells following LPS
stimulation. CD19 B cells were isolated from WT, TRAF17" and LSP1”" mice and were
stimulated with 1 pg/ml LPS in presence or absence of 100 pg/ml inhibitor of LPS (LPS-RS)
for 24h and 48h. Cells were then lysed at the indicated time-points, and the levels of TRAF1
(A), LSP1 (B) and actin were determined in total lysates by Western blot analysis.
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Figure 5. The absence of TRAF1 and LSP1 in murine CD19 B cells leads to defective ERK
activation downstream of 4-1BB signaling. B cells were isolated from WT, TRAF1”" and
LSP17" mice and stimulated with 1 pg/ml LPS for 48h. Cells were then stimulated with anti-4-
1BB (10pg/ml) or control rat IgG for the indicated time-points and lysed. The levels of pERK1/2
and total ERK were determined by Western blot analysis in WT (A), TRAF1”* (B) and LSP17"
(C) CD19" B cells. The ratio of pERK1/2:ERK1/2 levels in anti-4-1BB stimulated B cells are

shown (Representative of 3 experiments).
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Figure 1. Expression of 4-1BB and 4-1BBL on murine B cells.
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activation downstream of 4-1BB signaling.
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CHAPITRE 4. DISCUSSION

L’équilibre entre la survie et la mort cellulaire programmée (apoptose) des
lymphocytes régule I’homéostasie du systéme immunitaire et prévient ainsi le développement
des maladies auto-immunes, inflammatoires et des tumeurs. L’inhibition de 1’apoptose des
cellules T pendant la réponse immunitaire est un mécanisme indispensable afin qu’elles puissent
exercer leurs activités effectrices. De plus, le (ce) mécanisme est nécessaire pour la
différentiation des cellules T effectrices en cellules T mémoires.

La survie et la mort des lymphocytes régulées par des paires récepteur/ligand
appartenant a la superfamille de TNFRs/TNF-L jouent un rdle clé dans I’issu de la réponse
immunitaire. Durant cette réponse, le récepteur 4-1BB(CD137), un médiateur important
impliqué dans la réponse immunitaire, est responsable pour I’activation maximale et la survie
des cellules T mémoires. L’induction de I’expression de 4-1BB a la surface des cellules T CD8
mémoires contribue a leur survie apres I’élimination de ’antigene (Sabbagh, L., et al, 2006). Ce
role a été associé a I’interaction avec son ligand physiologique, 4-1BBL (CD137L). Plusieurs
¢tudes ont été faites afin de bien comprendre le réle du récepteur 4-1BB dans la survie des
lymphocytes T et B ainsi que le mécanisme moléculaire précis par lequel les niveaux de la
molécule pro-apoptotique Bim sont régulés aprés son engagement favorisant ainsi la survie
cellulaire.

Le rdle bénéfique du récepteur 4-1BB dans la survie des lymphocytes est bien
documenté dans la littérature. La survie des lymphocytes permettra aux cellules d’exercer ses
fonctions effectrices, d’éliminer les cellules infectées afin de garder 1’homéostasie dans
I’organisme ainsi que de garder une population de cellules mémoires qui vont répondre plus
rapidement et plus efficacement lors d’une deuxieme invasion du méme antigene. Par contre,
I’implication du récepteur dans la survie des cellules malignes a un effet néfaste sur I’organisme
car il va contribuer a I’amplification des signaux de survie qui pourraient induire des cancers. Il
est intéressant de noter que 1’activation du couple 4-1BB/4-1BBL s’oppose aux effets des
médicaments anticancéreux (doxorubicin et camptothecin), favorisant la prolifération et la
survie accrue des cellules leucémiques s’échappant ainsi a 1’action de la drogue (Kim, K.M. et
al, 2002). 11 a été démontré aussi que I’administration des médicaments anticancéreux comme

la doxorubicin et la bléomycin a des concentrations sous-cytotoxiques mene a 1’augmentation
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de ’expression du récepteur 4-1BB a la surface des cellules T activées, dérivées de la leucémie
aigiie, et en conséquence a I’amplification des signaux anti-apoptotiques générées par le
récepteur 4-1BB (Kim, K.M. et al, 2002). De plus, les mécanismes controlant la mort cellulaire
seront réprimés par 1’activation constitutive des cascades menant a la survie accrue des cellules
tumorales. Alors, il est trés important de bien connaitre les cascades menant a la survie cellulaire,
car chaque molécule impliquée dans la survie des cellules malignes représente une cible
thérapeutique qui pourrait s’avérer la clé avec laquelle nous pouvons combattre une maladie
incurable comme le cancer.

Une étude précédente (Sabbagh, L. et al, 2008), avait démontré dans un modéle murin
que le récepteur 4-1BB favorise la survie des cellules T en modulant le niveau de 1’expression
de la molécule pro-apoptotique Bim d’une manie¢re TRAF1 dépendante. De plus, il a été
démontré que TRAFI est nécessaire pour 1’expansion et la survie des cellules T mémoires en
présence d'agonistes anti-4-1BB in vivo (Sabbagh, L. et al, 2006). Suite a 1’activation du
récepteur 4-1BB, TRAF1 et ERK sont impliqués dans la phosphorylation de Bim et la
modulation de son expression en aval. L’activation et la régulation de TRAF1 et Bim ont un
role important dans la survie des cellules T CD8 mémoire (Sabbagh, L. et al, 2006). Cependant,
le mécanisme précis par lequel TRAF1 exerce son effet anti-apoptotique par I’intermédiaire
d’ERK menant a la diminution de niveau de la molécule pro-apoptotique Bim n’est pas encore
¢lucidé.

D’ailleurs, 1’expression de TRAF1 est hautement régulée dans les lymphocytes malgré
que, dans certaines pathologies, il ait ét¢ démontré que la surexpression de cette protéine soit a
la base de la survie des cellules cancéreuses (Zapata, J.M. et al, 2000). Une autre étude a aussi
démontré que, suite a I’inhibition de I’expression du gene codant la protéine TRAF1 en utilisant
du siRNA, une diminution de ’activité¢ de NF-kB est observée dans la lignée cellulaire K428
(lignée cellulaire dérivée d’un lymphome Hodgkin de cellules B), menant ainsi a I’augmentation
du pourcentage des cellules apoptotiques (Guo, F. et al, 2009) confirmant le réle important de
TRAF]1 dans la survie des lymphocytes.

Notre premier objectif dans cette étude était de bien comprendre comment TRAF1
contribue a P’activation de la cascade en aval de 4-1BB favorisant la survie des cellules T
CD8" et si TRAF1 est impliqué seul dans la phosphorylation d’ERK ou I’activation se faisait

par un intermédiaire. En utilisant I’approche protéomique, nous avons identifié qu’une nouvelle
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protéine, Leukocyte Specific Protein 1 (LSP1), s’associe au complexe de signalisation d’une
manicre TRAF1-dépendante. La liaison entre TRAF1 et LSP1 est spécifique a la partie unique
N-terminale de TRAF1 et indépendante de la partie TRAF-C, conservée chez tous les TRAFs
(Sabbagh, L., Andreeva, D. et al, 2013). Cette spécificité démontre le role indispensable de la
coopération entre TRAF1 et LSP1 a la survie des lymphocytes T aprés 1’engagement du
récepteur 4-1BB. Il faut noter que, I’interaction directe entre TRAF1 et LSP1 représente le
premier rapport d’association entre ces deux molécules. Cette association est trés importante
car cette coopération est impliquée dans 1’activation d’ERK dans les cellules T activées. Dans
les cellules le niveau de la molécule pro-apoptotique Bim est régulé par la phosphorylation
d’ERK. En effet, Bim posséde plusieurs sites qui peuvent étre phosphorylés par ERK car
I’activation d’ERK (sa phosphorylation) meéne a la phosphorylation de Bim provoquant ainsi
sa dégradation par le protéasome (Ley R, et al, 2003). Evidemment, le role important de LSP1
est d’assurer la liaison entre TRAF1 et ERK en aval du récepteur 4-1BB dans les lymphocytes
T (Sabbagh, L., Andreeva, D. et al, 2013).

L’¢étude antérieure sur le role de TRAF1 (Sabbagh, L. et al, 2008) a démontré
I’incapacité des cellules T murines déficientes en TRAF1 d’activer ERK aprés une stimulation
anti-4-1BB et de diminuer ainsi les niveaux de Bim. Dans 1’étude actuelle (Chapitre 2), nous
avons démontré que I’absence de LSP1 dans les cellules T murines entraine un défaut similaire
dans I’activation d’ERK aprés une stimulation anti-4-1BB. Ce résultat suggére fortement
I’importance de la liaison entre TRAF1 et LSP1 démontrant ainsi que la coopération entre les
deux protéines est essentielle pour ’activation d’ERK car la phosphorylation de Bim par ERK
inhibe 1’effet pro-apoptotique de Bim et améliore la survie des cellules T. L’incapacité des
cellules T déficientes en LSP1 d’induire 1’activation d’ERK a un effet important sur la survie
des lymphocytes T car 1’activation de la voie ERK est connue aussi par son effet anti-
apoptotique menant a I’inhibition de CD95 (récepteur Fas), un autre membre de la superfamille
de TNFRs impliqué dans I’induction de 1’apoptose dans les cellules T activées (Holmstrom TH,
et al, 2000). De plus, sachant que TRAF1 joue un rdle critique dans la survie des cellules T CD8
mémoires et que TRAF1 interagit directement avec LSP1, nous avons vérifi¢ si LSP1 était
impliqué dans la survie des cellules T CD8 mémoires. Nous avons généré alors des cellules T
CD8 mémoires déficientes en LSP1 par I’introduction de shRNA contre le géne codant pour

la protéine LSP1 dans le but d’inhiber I’expression de la protéine et étudier I’effet direct de
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cette inhibition (Figures supplémentaires a |’annexe-Figures I a 4). Ainsi, au jour 8, les cellules
T mémoires qui expriment le gene de LSP1 ont montré un taux de survie, de 79%. Par contre,
lorsque les cellules T sont déficientes en LSP1, le taux de survie diminue considérablement
(39% et 40%) comparé aux cellules controles (Figure 4 a ’Annexe). Ceci suggere que LSP1
joue un rdle important dans la survie des cellules T CD8 mémoires.

LSP1 est une protéine qui est impliquée dans 1’inhibition de la motilité cellulaire (Li,Y.
et al, 2000). Pour une cascade constitutivement activée, cette inhibition pourrait avoir un effet
bénéfique car ¢a meénerait a la limitation des contacts prolongés entre les cellules malignes
limitant ainsi leur survie. Or, la surexpression de LSP1 méne a I’inhibition de la motilité
cellulaire (Cicchetti, G., et al, 2002) en modifient 1’organisation de l'actine (Moulding, D. A., et
al, 2013).

Selon une étude, (Zapata, J.M. et al, 2000), une analyse faite sur 83 lignées cellulaires
tumorales humaines a révélée 1I’expression de TRAFs particuliéres dans certains types de cancer.
Par exemple, ’expression de TRAF1 était limitée aux leucémies et lymphomes de nature
cellules B exprimant constitutivement ce membre de la famille des TRAFs. Une analyse
immuno-histochimique de 232 échantillons de patients atteints de lymphome non-Hodgkin a
démontré que TRAF1 est surexprimé dans 48% des cas analysés. De plus, un niveau de
I’expression tres élevée de cette protéine a été observé dans les cellules B circulantes en
provenance des patients atteints de la Leucémie Lymphoide Chronique (LLC) comparé au
PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) de donneurs sains. Il est intéressant de noter
que les personnes ayant la LLC et dont les cellules expriment les plus hauts niveaux de TRAF1
sont résistantes au traitement, ce qui suggere que les niveaux ¢levés de TRAF1 donneraient un
avantage de survie plus accru aux cellules. D’ailleurs, la surexpression de TRAF1 dans les
cellules B tumorales semble étre a la base de la survie des cellules cancéreuses (Zapata, J.M. et
al, 2000).

Dans un rapport analysant les variations génétiques communes dans des génes ciblés qui
sont associés avec I’immunité et I’inflammation ainsi qu’a la prédisposition au développement
du lymphome non-Hodgkin (NHL) en analysant les SNPs (single nucléotide polymorphisms),
il a été déterminé que TRAFT1 est fortement associé avec un risque de développer cette maladie
(Cerhan, J. R. et al, 2007). De plus, la méme étude a démontré que LSP1 est aussi associée avec

un risque tres élevé de développer le lymphome non-Hodgkin. En effet, toutes les études citées
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montrent que les génes du récepteur 4-1BB, de TRAF1 et de LSP1 pourraient étre impliqués
dans la survie accrue des lymphocytes malins promouvant ainsi la formation des cellules
tumorales s’échappant a la surveillance du systéme immunitaire et menant a la croissance et la
prolifération incontrdlées et en conséquence a des maladies incurables comme la Leucémie
Lymphoide Chronique (CLL).

Afin de tester cette hypothése, le deuxiéme objectif important de ce projet était d’étudier
la cascade de signalisation aprés I’engagement du récepteur 4-1BB dans les lymphocytes B
afin d’évaluer I’implication du complexe 4-1BB, TRAF1 et LSP1 dans la survie des cellules
B saines et malignes. Dans un premier temps, nous avons tout d’abord choisi d’étudier le
modele murin car notre laboratoire disposait des souris de deux génotypes d’intérét, soient
TRAF17 et LSP17". Fait intéressant, une seule étude a été faite concernant ’expression du
récepteur 4-1BB par les cellules B murines (Futagawa, T., et al, 2002) démontrant que les
lymphocytes B murins n’expriment pas le récepteur suite a une stimulation via le BCR anti-
CD40/anti I1gM, mais que cette stimulation meéne a 1’expression de 4-1BBL, le ligand
physiologique du récepteur 4-1BB. Par contre, il a ét¢ démontré dans le modele humain, que le
récepteur est exprimé a la surface des lymphocytes B humains suite a une stimulation anti-
CD40/anti-Ig et que cette expression favorise la prolifération et la survie des lymphocytes B
(Zhang X., et al, 2010).

Tout d’abord, nous avons confirmé que les cellules B murines n’expriment pas le
récepteur 4-1BB apres une stimulation via le BCR anti-CD40 ou anti-CD40/anti-IgM. Nos
résultats ont démontré aussi que la stimulation via CD40 seul n’amene pas a I’expression de 4-
I1BBL, mais I’ajout d’anti-IgM meéne a une forte induction du ligand physiologique de récepteur
4-1BB, 4-1BBL. En fait, les interactions CD40/CD40L sont responsables de 1’expression de 4-
I1BBL, mais non du récepteur 4-1BB dans les lymphocytes B murines et 1’ajout d’anti-IgM
améliore encore I’expression de 4-1BBL. Puisque la stimulation via CD40 ne mene pas a
I’expression du récepteur 4-1BB dans les cellules B murines, nous avons voulu savoir si un
autre récepteur régule I’expression de 4-1BB. Evidemment, a la surface des cellules B il y a
d’autres récepteurs, comme les récepteurs de la famille TLRs. Une stimulation avec LPS
(Lypopolysaccharide) a révélé que 1’expression du récepteur 4-1BB dans les cellules B murines
est régulée par un récepteur du systeme immunitaire inné, le TLR4. Il est important de noter que

c’est le premier rapport montrant 1’expression du récepteur 4-1BB par les cellules B murines.

129



Puis, les études plus poussées ont démontré que cette induction est TLR4 dépendante, car
I’addition d’un inhibiteur compétitif de TLR4, le LPS-RS a effectivement diminué 1’expression
de 4-1BB a la surface des lymphocytes B murins.

Nous avons démontré dans les cellules T murines, que la déficience en TRAF1 ou LSP1
n’influence pas I’expression du récepteur 4-1BB aprés une stimulation via le TCR (anti-
CD3/anti CD28) (Sabbagh, L., Andreeva, D. et al, 2013). A la différence des cellules T, les
cellules B murines déficientes en TRAF1 ou en LSP1 montrent une réduction de 1’expression
de 4-1BB a la surface cellulaire comparée aux cellules B en provenance d’une souris WT. Alors,
cette réduction dans I’expression de 4-1BB sur les cellules B murines montre que les deux
protéines (TRAF1 et LSP1) sont requises pour une expression maximale du récepteur. Nos
résultats montrent aussi qu’une stimulation avec LPS méne a I’induction de TRAF1 dans les
cellules B murines.

Comme il a été mentionné précédemment, dans les cellules T murines, la déficience en
TRAF1 ou LSP1 résulte en une activation défectueuse d’ERK menant a ’augmentation de
niveau de Bim (Sabbagh, L., Andreeva, D. et al, 2013). Nos résultats d’expériences faites avec
les cellules B murines démontrent, de fagon similaire, que les cellules B murines déficientes en
TRAF1 ou LSP1 ne sont pas capables d’activer ERK aprés une stimulation anti-4-1BB. Nous
pouvons affirmer qu’il y a de la ressemblance entre les cellules murines T et B déficientes en
TRAF1 et LSP1 dans leur capacité d’activer la map kinase ERK apres 1’engagement du
récepteur 4-1BB, quoi que ’activation des cellules se fasse via TCR pour les cellules T et via
TLR4 pour les cellules B murines.

Par la suite, nous nous sommes intéressés au comportement des cellules B dans le
modele humain apres I’induction du récepteur 4-1BB a la surface cellulaire. Tout d’abord, nous
avons confirmé (Figure 5 a l’annexe) que les cellules B en provenance d’un donneur sain
expriment le récepteur 4-1BB suite a une stimulation anti-CD40/anti-Ig comme il est montré
par Zhang X., et al, (2010). Malheureusement, méme apres plusieurs reprises ainsi qu’une
variation de la concentration des anticorps utilisés nous n’avons pas pu observer qu’une
stimulation avec anticorps anti-hCD40 (monoclonal ou polyclonal) seul ou en combinaison avec
anti-hIg(A+G+M) mene a I’induction du récepteur 4-1BB a la surface des lymphocytes B
humaines comme il a ét¢ montré dans 1’étude faite par (Zhang X., et al, 2010). Par contre, nous

avons confirmé la participation de I’interaction CD40/CD40L dans I’induction du récepteur 4-
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1BB a la surface des lymphocytes B humains en utilisant les fibroblastes murins (3T3-CD40L)
exprimant le CD40L(CD154) membranaire (Figure 5B a [ 'annexe). Ces résultats suggerent qu'il
y a potentiellement un autre récepteur ou ligand a la surface des cellules 3T3 qui coopére avec
le signal de CD40-CD40L pour induire 1'expression de 4-1BB. De plus, nous avons vérifié
(Figure 5B a ’annexe) 1’induction de 4-1BB dans les cellules B humaines par d’autres stimuli
comme le LPS et I’anticorps anti-hlg (A+G+M) seul afin de les comparer aux cellules B
murines. Nos résultats ont démontré que le récepteur est faiblement induit dans les cellules B
humaines suite une stimulation anti-hIg(A+G+M), mais que la stimulation via CD40 (par
CD40L membranaire en provenance des fibroblastes murins) a été le seul stimulus menant a
une forte I’induction de 4-1BB a la surface cellulaire des cellules B humaines en provenance de
donneurs sains. L’analyse par cytométrie en flux a permis de constater que contrairement aux
cellules B murines, une stimulation avec LPS n’ameéne pas a 1’induction du récepteur 4-1BB a
la surface des cellules B humaines (Figure 5B a [’annexe) ce qui représente une différence
majeur entre les cellules B murines et humaines concernant I’induction de I’expression du
récepteur 4-1BB.

Nos résultats dans le modéle murin ont démontré que le LPS induit une forte expression
de TRAF]1 alors, nous voulions savoir si une stimulation avec le LPS ménerait a I’induction de
TRAF1 dans les cellules B humaines en provenance des donneurs sains. Ainsi, une stimulation
avec LPS ou anti-IgM a induit trés faiblement TRAF1 dans les cellules B humaines, alors
qu’une stimulation anti-CD40/anti-Ig(A+G+M) meéne a une forte induction de TRAF1 (Figure
6 al’annexe). Ce résultat représente une autre différence majeure entre les cellules B humaines
et murines.

Selon la littérature, le récepteur CD40 est capable de recruter par sa queue
cytoplasmique directement ou indirectement TRAF1, 2, 3,5 et 6 (Pullen, S.S., et al, 1998). Nos
résultats montrent que I’anticorps anti-hCD40 (monoclonal ou polyclonal) n’est pas capable
d’induire 1’expression maximale de TRAF1 dans les cellules B humaines. En effet, la
stimulation avec I’anticorps anti-CD40 est nécessaire, mais n’est pas suffisante pour induire
I’expression de TRAF1 dans les cellules B humaines. Un autre signal en provenance de Ig est
requis afin d’induire une activation complete de cellules B menant ainsi a 1’induction de

I’expression TRAF1 (Figure 6 a l’annexe).
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I1 est intéressant de noter que dans les cellules B humaines, la méme stimulation (anti-
hCD40/anti-hlg) méne a I’expression du récepteur 4-1BB a la surface cellulaire et a 1’induction
de TRAFI1. Alors, une fois les cellules B humaines stimulées via CD40, elles expriment le
récepteur 4-1BB a la surface cellulaire menant a I’induction de I’expression de TRAF1 et a son
recrutement par 4-1BB. Le niveau de I’expression de la protéine LSP1 dans les cellules B
humaines non stimulées est plus élevé comparé aux cellules stimulées (Figure 6B a [’annexe).
Alors, des études plus poussées sont nécessaires afin de bien étudier tous les éléments de la
cascade apres ’engagement du 4-1BB dans les cellules B humaines. 1l est important de bien
comprendre si la cascade démontrée dans les cellules T et B murines est applicable pour les
cellules B humaines et si cette cascade est impliquée dans la survie de cellules B humaines.
D’ailleurs, une étude faite récemment démontre que le récepteur 4-1BB est induit via le
récepteur CD40 dans les cellules B en provenance de patients atteints de la LLC et que son
activation favorise la survie des cellules tumorales en les protégeant de 1’apoptose spontanée
(Nakaima, Y. et al, 2013).

Finalement, grice a une collaboration avec le Dr. Eric Milot et Dr. Denis-Claude Roy
du Centre de recherche-HMR, nous avons disposé des cellules B des donneurs sains ainsi que
de lysats cellulaires en provenance des patients atteintes de la Leucémie Lymphoide Chronique,
ce qui nous a permis d’évaluer et comparer le niveau d’expression de deux partenaires d’intérét :
TRAF]1 et LSP1(Figure 7 a [’annexe). Les résultats ont permis de constater que la majorité des
lysats cellulaires de patients montrent une surexpression da la protéine LSP1 d’un niveau
surprenant comparé au donneur sain (Figure 7 a [’annexe). De plus, nous pouvons détecter
facilement le plus haut niveau d’expression de TRAF1 dans deux échantillons (les patient #2 et
#6) pour lesquels la maladie a progressé et dont les patients devaient étre traités a plusieurs
reprises (Fludarabine, cyclophosphamide et rituximab) (Figure 7 a [’annexe). 1l serait
intéressant de savoir si les deux patients vont répondre aux traitements car, dans la littérature, il
est montré que les patients avec une surexpression de TRAF1 répondent mal aux traitements.
Ainsi, il semble que les niveaux ¢levés de TRAF1 donneraient un avantage de survie plus accrue
aux cellules. Evidemment, ces résultats doivent étre reconfirmés avec un plus grand nombre
d’échantillons. Il serait intéressant d’étudier aussi si les deux protéines d’intérét liées d’une
maniére directe dans une cascade peuvent s’avérer des biomarqueurs nous indiquant le stade de

la maladie (Leucémie Lymphoide Chronique) et le besoin d’un traitement. Des études plus
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approfondies sont nécessaire afin de bien comprendre I’implication du récepteur 4-1BB,
TRAF1 et LSPI dans la survie des cellules B saines et malignes. De plus, une inhibition de
TRAF1 ou LSPI ou les deux ensembles, en utilisant les sShRNA contre ces deux protéines peut
étre envisagé dans les cellules leucémiques dans le but de comprendre si I’inhibition serait
capable de bloquer une cascade qui semble constitutivement activée. Afin d’élucider les
mécanismes de survie des cellules leucémiques, il est primordial de choisir le bon modéle car
nos résultats ont démontré une différence majeure entre les cellules B humaines et murines, ce
qui concerne les signaux menant a I’induction d’un récepteur important impliqué dans la survie
cellulaire comme 4-1BB.

Les travaux faits dans le cadre de ce mémoire ont permis d’ajouter un autre morceau
dans le puzzle concernant une cascade importante comme la voie de signalisation en aval du
récepteur 4-1BB, démontrant la coopération importante entre deux partenaires TRAF1 et LSP1
impliquée dans la survie cellulaire. De plus, la découverte de I’expression du récepteur
4-1BB a la surface des cellules B murines pourrait nous permettre d’effectuer des études
précliniques plus approfondies concernant 1’implication de la cascade en aval de 4-1BB dans

la survie des cellules B malignes.

4.2. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans cette étude, nous avons montré qu’une nouvelle protéine, LSP1, se lie a la cascade
de signalisation 4-1BB dans les lymphocytes T et que le role important de LSP1 est d’assurer
la liaison entre TRAF1 et ERK. Il a ét¢ démontré aussi que LSP1 lie la partie unique de TRAF1
d’une maniere directe indépendamment de la partie conservée chez autres TRAFs. L’association
directe entre les deux protéines s’avere tres importante car 1’activation d’ERK provoque la
dégradation de la molécule pro-apoptotique Bim apres I’engagement du récepteur 4-1BB
favorisant ainsi la survie des cellules T. Dans cette étude, il a ét¢ montré aussi que la déficience

en LSP1 dans les cellules T activées provoque une activation défectueuse d’ERK menant a
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I’accumulation de Bim. Par contre, la déficience en LSP1 n’affecte pas I’expression du 4-1BB
a la surface cellulaire, car les cellules T WT, TRAF1” et LSP17 expriment de fagon uniforme
le récepteur apres une stimulation a-CD3/a-CD28.

La suite des études dans les cellules B murines représente un premier rapport dans lequel
a ¢été identifié le signal menant a I’induction du récepteur 4-1BB dans les cellules B murines.
Nous avons démontré que 1’expression du récepteur 4-1BB est induite suite & une stimulation
au LPS et est régulée par un récepteur du systéme immunitaire inn¢, le TLR4. Contrairement
aux lymphocytes T, les deux génotypes étudiés, soient TRAF1”~ ou LSP17, affectent le
niveau de I’expression du récepteur a la surface des lymphocytes B murines, ce qui suggeére que
les deux sont requises pour une activation maximale des cellules B. De fagon similaire aux
cellules T, la déficience des deux protéines d’intérét dans les cellules B affecte aussi 1’activation
d’ERK. Par contre, cette ¢tude n’a pas démontré le role de 1’activation de la cascade 4-1BB dans
la survie de lymphocytes B murins, car dans les premiers 48h aprés 1’activation de la cascade,
nous n’avons pas pu observer une différence dans la survie pour les deux génotypes étudiés. De
plus, il serait intéressant d’évaluer le niveau de Bim aprés 1’activation de la cascade pour montrer
la participation de TRAF1 et LSP1 dans la régulation de niveau de Bim et ’amélioration de la
survie des lymphocytes B. Il sera donc intéressant d’étudier I’effet de la coexistence de 4-1BB
et 4-1BBL a la surface de la méme cellule sur la réponse biologique des cellules B, car cette
coexistence peut avoir les effets physiologiques ou physiopathologiques.

Contrairement a leur role bénéfique durant la réponse immunitaire, les mécanismes de
survie cellulaire contribuent a la sévérité de plusieurs maladies notamment le cancer. La survie
des lymphocytes B, ainsi que leur résistance a 1’apoptose induite par I’activation des voies anti-
apoptotiques, augmentent I’accumulation et la persistance de ces cellules dans le sang. De plus,
plusieurs études ont associé la sévérité (I’avancement de la maladie) a la surexpression de
certaines protéines comme 4-1BB, TRAF1 et LSP1. Ceci suggere que I’accumulation et la
survie des cellules B peuvent étre contrdolées par I’effet du couple 4-1BB/4-1BBL et les
molécules activées an aval.

Les résultats de nos études faites dans les cellules B ainsi que les données dans la
littérature nous poussent a réfléchir sur certaines questions. A quoi cers 1’expression du
récepteur et de son ligand a la surface de la méme cellule? Normalement, un type de cellule

exprime soit le récepteur, soit son ligand. Pourquoi la cellule B exprimera-t-elle les deux? Un
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signal donné va mener a I’expression du récepteur 4-1BB a la surface des cellules B. Un autre
signal meénera a I’expression du ligand physiologique dé récepteur 4-1BB, 4-1BBL a la surface
toujours des cellules B. Quel D’effet aurait-il sur les cellules en question si les deux signaux
sont présents en méme temps? Une autostimulation est-t-elle possible et ménerai-t-elle a une
pathologie et le développent de tumeurs ou a la régulation de I’homéostasie lorsque d’autres
signaux de la survie sont insuffisants? Aurons-nous une accumulation des cellules B ou un
épuisement des cellules T a cause d’une compétition avec les cellules B pour 4-1BBL? 1l serait
donc intéressant de vérifier le modeéle que nous proposons afin de pouvoir bien comprendre le
comportement des cellules B expriment un couple récepteur/ligand impliqué dans la survie
cellulaire. Pour cela, les études plus approfondies peuvent étre effectuées dans le modéle murin
afin de nous permettre de vérifier I’issue des interactions probables entre les cellules B murines
expriment 4-1BB aprés une stimulation avec LPS et les cellules B murines exprimant 4-1BBL
suite & une stimulation a-CD40/a-IgM. Une telle étude nous permettra d’évaluer 1’impact des
interactions entre les cellules B exprimant 4-1BB et les cellules B expriment 4-1BBL car le
couple 4-1BB/4-1BBL est bien connu pour favoriser la prolifération et la survie cellulaire. I1
est possible que 1’activation du 4-1BB/4-1BBL dans les cellules B résultera en une compétition
pour 4-1BBL entre les cellules T cytotoxiques spécifiques exprimant 4-1BB et les cellules B
exprimant 4-1BB ce qui pourrait mener a I’inactivation des cellules T et, en conséquence, a
I’accumulation des cellules B a cause d’un défaut dans 1’apoptose ou I’incapacité de cellules T
d’exercer ses activités cytotoxiques. La méme €tude peut étre effectu¢e avec les cellules B
humaines afin de comparer les deux modeles.

Finalement, cette étude nous a permis de comprendre qu’il existe une différence majeure
concernant les signaux menant a 1’induction du récepteur 4-1BB dans les cellules B murines et
humaines. L’expression du récepteur 4-1BB et de TRAF1 est régulée par le CD40 et I’Ig dans
le modele humain et par le récepteur TLR4 dans le modele murin. Il serait intéressant aussi de
connaitre les résidus du TRAF1 ou LPS1 impliquées dans I’interaction directe entre ces deux
protéines menant a I’activation d’ERK et menant a la survie cellulaire. Une fois identifiées, des
formes mutées au niveau de TRAF1 ou LSP1 impliquées dans ces interactions peuvent étre
générées qui peuvent par la suite nous servir a vérifier la contribution de deux protéines dans
la réponse immunitaire et dans le développement des cellules B malignes. En se basant sur les

caractéristiques anti-apoptotiques des voies de signalisations induites par le 4-1BBL via 4-1BB,
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I’interaction directe de TRAF1 avec LSP1 pourrait constituer une nouvelle cible contribuant a
la survie des lymphocytes B leucémiques. D’autres ¢tudes seront nécessaires afin de montrer
le role de D’activation de la cascade de 4-1BB pour une meilleure compréhension de la
contribution de cette cascade dans I’homéostasie du systéme immunitaire ainsi que dans le

développement des maladies incurable comme la LLC.
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ANNEXE

1. Génération des cellules T mémoires de souris déficientes en LSP1

RNAi-Ready pSIREN-RetroQ-ZsGreen est un vecteur rétroviral qui posséde la capacité de s’auto-inactiver. I est
créé de maniére a exprimer un ARNsh (small hairpin RNA) via le promoteur humain U6 (P : RNA Pol III-

dependent) ce qui va mener a la production de siRNA capable de se lier spécifiquement a une séquence d’ARN
messager et ainsi d’empécher I’expression du géne cible. Une autre caractéristique de ce vecteur est la capacité
d’exprimer de fagon constitutive le géne codant la protéine ZsGreen (Zoanthus sp. green flurescent protein)
(Clonetech).

CMV/MSV
5'LTR

Ampr v
RNAi-Ready
pSIREN-RetroQ- -,
ZsGreen
ColE1 ori 6.6 kb Povie

SV40 ori

Psvao 3’
LTR

BamH 1(6564)

EcoR 1 (2)

ZsGreen

Figure 1. La représentation du vecteur rétroviral RNAi-Ready pSIREN-RetroQ-ZsGreen.
Deux shRNA différents qui ciblent LSP1 ont été utilisés pour le clonage via le vecteur RNAi-Ready pSIREN-
RetroQ-ZsGreen :

shRNA1

5-gatccGAGTCAGTCTGCTTCTAAGTTCAAGAGACTTAGAAGCAGACTGACTCTTTTTTACGCGTg—3
5-aattcACGCGTAAAAAAGAGTCAGTCTGCTTCTAAGTCTCTTGAACTTAGAAGCAGACTGACTCg—3"

shRNA3

5-gatccGCAGACACTCATCAGCCTGATTCAAGAGATCAGGCTGATGAGTGTCTGITTTITACGCGTg—3
5-aattcACGCGTAAAAAACAGACACTCATCAGCCTGATCTCTTGAATCAGGCTGATGAGTGTCTGCg—3'
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Figure 2. Schéma générale montrant les étapes de génération des cellules T CD8 mémoires déficientes en
LSP1. Les splénocytes totaux en provenance de la rate de souris TCR transgéniques OT-I ont été purifiés aprés la lyse des
globules rouges en utilisant le chlorure d'ammonium-potassium-tampon de lyse (ACK). Les cellules ont été mis en culture
(5x10° cellules) dans le milieu de culture RPMI compléte (RPMI 1640 avec L-glutamine (Life Technologies, Ontario, Canada)
complété avec 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 1% penicillin (10000 unités/mL), 1% streptomycin (10000 ug/mL), 0.1% B-2-
mercaptoethanol, 1% acides aminées non essentielles (NEAA 100X) , 1% sodium pyruvate (200mM),et 1% Hepes (1M)). Puis,
les splénocytes OT-I ont été soumis a une stimulation avec le peptide SIINFEKL (d’ovalbumine, fourni par Dr. N. Labrecque)
(0.1png/mL) pour 18h dans une plaque a 6 puits a 37°C/5% COz. Aux jours 0 et 1, les cellules ont été incubées (centrifugation
2250 rpm, 90min, 25°C) en présence du surnageant lentiviral permettant I’inhibition du géne codant la protéine LSP1. Au jour
3, les cellules T CD8" vivantes ZsGreen+ ont été triées au FACS Aria de la culture et les cellules vivantes ont été mises en
présence d’IL-15 (rhIL-15) recombinant humain (20ng/ml) pendant 5 jours.

137



OT-1 CD8 memory T cells

shLSP1(1a)
control shlLuc

o-LSP1 — —

a-actin -  —EE— —

Figure 3. Analyse des cellules T CD8 mémoires, control LSP1 et LSP1 déficientes par Western
blot. Les splénocytes totaux en provenance de la rate de souris TCR transgéniques OT-I ont été purifiés
aprés la lyse des globules rouges en utilisant le chlorure d'ammonium-potassium-tampon de lyse (ACK).
Les cellules ont été mis en culture (5x10° cellules) dans le milieu de culture RPMI compléte (RPMI 1640
avec L-glutamine (Life Technologies, Ontario, Canada) complété avec 10% FBS (Fetal Bovine Serum),
1% penicillin (10000 unités/mL), 1% streptomycin (10000 ug/mL), 0.1% B-2-mercaptoethanol, 1%
acides aminées non essentielles (NEAA 100X) , 1% sodium pyruvate (200mM),et 1% Hepes (1M)).
Puis, les splénocytes OT-I ont été soumis a une stimulation avec le peptide SIINFEKL (d’ovalbumine,
fourni par Dr. N. Labrecque) (0.1pug/mL) pour 18h dans une plaque a 6 puits a 37°C/5% CO,. Aux jours
0 et 1, les cellules ont été incubées (centrifugation 2250 rpm, 90min, 25°C) en présence du surnageant
lentiviral permettant 1’inhibition du géne codant la protéine LSP1. Au jour 3, les cellules T CD8" vivantes
ZsGreen+ ont été triées au FACS Aria de la culture et les cellules vivantes ont été mises en présence
d’IL-15 (rhIL-15) recombinant humain (20ng/ml) pendant 5 jours.

La viabilité des cellules T ZsGreen" a été vérifiée par la Cytométrie en flux. Puis, les protéines de
I’échantillon ont été dénaturées par 1’addition d’un tampon de charge (SDS reducing buffer contenant
0,5% Tris-HCI pH6, 8, glycérol, 10%(p/v) SDS, 0,5%(p/v) bleu de bromophenol et -mercaptoethanol)
et par chauffage a 90-100°C pendant 5 minutes. Aprés la migration sur un gel électrophorése SDS-
PAGE (1h, a120V), les protéines migrées sont transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidéne
difluoride). Le transfert a été effectué pendant 1h sous intensité constante de 20V. Puis, la membrane
est incubée dans une solution de TBS-Tween 20 contenant 5% de lait écrémé pendant 1h a la température
ambiante sous agitation. La membrane ensuite a ét¢ incubée pendant la nuit sous agitation a 4°C avec
anticorps primaire a-LSP1 (dilué au 1/1000) dans de TBS-Tween 20 et 0.5% de lait écrémé. Par la suite,
apres trois lavages successives (5 minutes chacun) dans du TBS-Tween 20 0.05%, la membrane a été
incubée pendant 1 heure en présence d’anticorps secondaires conjugué a la HRP (Horseradish
Peroxydase,1/10 000) dans du TBS-Tween20 supplémenté de 0.5% de lait écrémé. La membrane est
lavée (3x5min.) dans du TBS-Tween20 et I’activité peroxydase est révélée en utilisant le systéme
Amersham ECL de détection (GE Healthcare Life Sciences) et 1'imageur ImageQuant LAS-4000 (GE
Healthcare Life Sciences) par la réaction de chimiluminescence.
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Figure 4. Les graphiques FACS représentants le pourcentage des cellules T CD8 mémoires ZsGreen
vivantes. Les splénocytes totaux en provenance de la rate de souris TCR transgéniques OT-I ont été purifiés apres
la lyse des globules rouges en utilisant le chlorure d'ammonium-potassium-tampon de lyse (ACK). Les cellules ont
été mis en culture (5x10° cellules) dans le milieu de culture RPMI compléte (RPMI 1640 avec L-glutamine (Life
Technologies, Ontario, Canada) complété avec 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 1% penicillin (10000 unités/mL),
1% streptomycin (10000 ug/mL), 0.1% B-2-mercaptoethanol, 1% acides aminées non essentielles (NEAA 100X) ,
1% sodium pyruvate (200mM),et 1% Hepes (1M)). Puis, les splénocytes OT-I ont été soumis a une stimulation
avec le peptide SIINFEKL (d’ovalbumine, fourni par Dr. N. Labrecque) (0.1pg/mL) pour 18h dans une plaque a
6 puits a 37°C/5% CO,. Aux jours 0 et 1, les cellules ont été incubées (centrifugation 2250 rpm, 90min, 25°C) en
présence du surnageant lentiviral permettant 1’inhibition du géne codant la protéine LSP1. Au jour 3, les cellules T
CD8+ vivantes ZsGreen+ ont été triées au FACS Aria de la culture et les cellules vivantes ont été mises en présence
d’IL-15 (rhIL-15) recombinant humain (20ng/ml) pendant 5 jours. La viabilité des cellules T ZsGreen™ a été vérifiée
par la Cytométrie en flux (Représentatif de 2 expériences).
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I1. Induction du récepteur 4-1BB a la surface des cellules B humaines en provenance d’un

donneur sain. Induction de I’expression de TRAF1 et LSP1 dans les cellules B humaines
saines.
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Figure 5. 4-1BB (CD137) is induced by the CD40 signal on human CD19" B cells. B cells from
healthy donor were isolated by negative depletion using magnetic bead separation and purity was >90%.
For B cell purification, Human B Cell Isolation Kit separation (EasySep; Stem cell Technologies, British
Columbia, Canada) was used. Purified CD19+ B cells were stimulated with anti-hCDA40,1pg/ml
(HumanCD40/TNFRSF5 Antibody, clone 5C3, eBioscience) or Human CD40/TNFRSF5 Antibody
polyclonal, R&D) ; in the absence or presence of anti-hIg(A+G+M)(AffiniPure F(ab’), Fragment Goat
Anti-Human IgA+IgG+IgM (H+L);( Jackson Immuno Research; 10pug/ml); or with NIH 3T3-CD40L in
the absence or presence of anti-hlg (A+G+M) or LPS from Escherichia coli 026:B6 (Sigma-Aldrich;
lug/ml). Analysis of B cell cell surface markers expression was performed by flow cytometry as
described below. Human B cells were surface-stained with PE labeled anti-hCD19 antibody (BD
Bioscience); allophycocyanin (APC) labeled anti-h4-1BB (BD Bioscience); PE labeled anti-CD27
antibody (Biolegend) (Représentatif de 3 expériences).
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Figure 6. Induction of TRAF1 and LSP1 expression in human CD19" B cells from healthy donor.
B cells from healthy donor were isolated by negative depletion using magnetic bead separation and purity
was >90%. For B cell purification, Human B Cell Isolation Kit separation (EasySep; Stem cell
Technologies, British Columbia, Canada) was used. . Purified CD19+ B cells were stimulated with anti-
hCD40,1pg/ml  (HumanCD40/TNFRSF5 Antibody, clone 5C3, eBioscience) or Human
CD40/TNFRSF5 Antibody polyclonal, R&D) ; in the absence or presence of anti-
hlg(A+G+M)(AffiniPure F(ab’), Fragment Goat Anti-Human IgA+IgG+IgM (H+L);( Jackson Immuno
Research; 10pg/ml); or LPS from Escherichia coli 026:B6 (Sigma-Aldrich; 1pg/ml) for 24h and 48h.
Then, the cells were lysed at the indicated time-points, and the levels of human TRAF1, and actin were
determined in total lysates by Western blot analysis. Ratios of TRAF 1/actin levels in stimulated B cells

are shown (Représentatif de 2 expériences).
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III. Evaluation des niveaux d’expression de TRAF1 et LSP1 dans les lysats cellulaires en
provenance des patients atteints la Leucémie Lymphoide Chronique.
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*D.0O.B.: date of birth; FCR: fludarabin, cyclophosphamide, rituximab

Figure 7. Cellules B CD19+ d’un donneur sain vs. cellules B en provenance des patients

atteints la Leucémie Lymphoide Chronique. A: donneur sain (Laboratoire Dr. Denis Claude Roy,
Centre de recherche-HMR), 1-8:B-CLL échantillons Centre Hospitalier Universitaire de Clermont-Ferrand, France
(Laboratoire Dr. Eric Milot, Centre de recherche-HMR). Les protéines de 1’échantillon (lysats cellulaires) ont été
dénaturées par 1’addition d’un tampon de charge (SDS reducing buffer contenant 0,5% Tris-HCI pH6, 8, glycérol,
10%(p/v) SDS, 0,5%(p/v) bleu de bromophenol et B-mercaptoethanol) et par chauffage a 90-100°C pendant 5
minutes. Aprés la migration sur un gel électrophorése SDS-PAGE (1h, al120V), les protéines migrées sont
transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidéne difluoride). Le transfert a été effectué pendant 1h sous
intensité constante de 20V. Puis, la membrane est incubée dans une solution de TBS-Tween 20 contenant 5% de
lait écrémé pendant 1h a la température ambiante sous agitation. La membrane ensuite a été¢ incubée pendant la
nuit sous agitation a 4°C avec anticorps primaire o-hLSP1 ou a-hTRAF1 dans de TBS-Tween 20 et 0.5% de lait
écrémé. Par la suite, aprés trois lavages successives (5 minutes chacun) dans du TBS-Tween 20 0.05%, la
membrane a été incubée pendant 1 heure en présence d’anticorps secondaires conjugué a la HRP (Horseradish
Peroxydase dans du TBS-Tween20 supplémenté de 0.5% de lait écrémé. La membrane est lavée (3x5min.) dans
du TBS-Tween20 et I’activité peroxydase est révélée en utilisant le systtme Amersham ECL de détection (GE
Healthcare Life Sciences) et 1'imageur ImageQuant LAS-4000 (GE Healthcare Life Sciences) par la réaction de
chimiluminescence (Représentatif d’une expérience).
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