ACTIVATION
. ET MODE D’ACTIVATION

DES.LYMPHOCYTES Ty932 HUMAINS




LESDEUX TYPESDELYMPHOCYTES T

Lymphocyte Tof3

Lymphocyte Tyo

LE REPERTOIRE T y6 HUMAIN POTENTIEL

Nombre de
segments géniques
fonctionnels

Chaines

o B v 0

O «ioO<

46

50

Les lymphocytes T yo



LE REPERTOIRE Ty MAJORITAIREMENT EXPRIME EN PERIPHERIE

Vy2
Vvy3
Vvy4
V5
Vvy8

Lymphocyte TyId1 Lymphocyte Ty952

Leslymphocytes T v



LES LYMPHOCYTES T DUSANG CIRCULANT CHEZ L'HOMME

1a5%Tyd <

99 4 95% T af
Les lymphocytes T y952

’

80 % T Vo2t




LAREACTIVITE y952 BACTERIES

M.tuberculosis E. Coli

PROTOZOAIRES

Lymphomes B

L es lymphocytes T y952 EBV P.falciparum



LAREACTIVITE y952 LES PHOSPHOANTIGENES ©
O @)

Alkyle—O % u

P
O @)

O—R

TUBagl

TUBag2

TUBag3

M.tuberculosis TUBag4

L es antigenes reconnus



LAREACTIVITE y952 LES PHOSPHOANTIGENES

mM
‘5" Glycérol-3-P
e S Isopentényl-PP
Lymphocyte Ty952 %@M P Y
UM )
Farnéesyl-PP
CovV
nM % TUBagl
EC,

L es antigenes reconnus



LAREACTIVITE y952 LES ALK YLAMINES

Alkyle NH,

Lymphocyte Ty962

‘k Isopropylamine

&,E éthylamine

‘e
ECsp: 1 mM Sec-butylamine

L es antigenes reconnus



LAREACTIVITE y982

LES AMINOBIPHOSPHONATES

Lymphocyte Ty952

EC:,: 100 pM

L es antigenes reconnus
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FONCTIONS CELLULAIRESDES Ty982 ACTIVES

+ Ag
£ L2 Cytotoxicite
Lymphocyte Ty952 Perforine/granzyme
granulysine
Chimiokines

MIP-1a Cytokines Thl

MIP-1[3 TNF-o

RANTES IFN-y Différenciation

&® Mémoires indifférenciés

7 Mémoires effecteurs
Fonctionsdes T y952 )
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INTEGR ATION DES Ty952 DANSLA REPONSE IMMUNIT AIRE ANTIMICROBIENNE

Macrophage
IL12
o IL12 @
Infection microbienne TNE
produits microbiens \ Ny LThO
IFNy
TNFa

IL15

LTy8
MIP lo, — »
‘ LThl
' NO ‘
ROS
CMH,, IFNy

Macrophage activé

Fonctionsdes T y952



ETUDE DU MODE D’ACTIVATION DES Ty952 PARLESPAG  **

Cytotoxicite

Lymphocyte Ty952 Perforine/granzyme

granulysine
Chimiokines
MIP-1a Cytokines Thl
MIP-1p TNF-a
RANTES IFN-y
Caractérisation de phosphoantigenes différenciation

de forte bioactivité

C
Mode de reconnaissance des phosphoantlgenes@ Memoires indifferencie

Interactions cellulaires lors de la réponse {ﬁ Mémoires effecteurs
aux phosphoantigénes o
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LES PHOSPHOANTIGENES NATURELS

M.tuberculosis
TUBagl : 3-formyl-1-butyl-PP

125 +
120 +
115 +
110 +
105

Vitesse d'acidification %

100 <o TamvamvAY ‘

95 + , ) ] ]

S Forme réduite non bioactive
-10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

temps (min)
3T microphysiomeétrie
%“ . . .
Lymphocyte Ty952 In_ Journal of Biological Chemistry 19¢

Caractérisation de phosphoantigenes de forte bioactivité



LES PHOSPHOANTIGENES NATURELS **
TUBagl : 3 formyl-1 butyl-PP

DU

HMB-PP
Lymphocyte Ty952 j\/\ %

TUBag?2 : 3 formyl-1 pentyl-PP?

E.coli

In Journal of Biological Chemistry, 2002

Caractérisation de phosphoantigenes de forte bioactivité



Voie du BIOSYNTHESE DESISOPRENOIDES Voie de 1

meévalonate Rohmer
Cellules animales Pyruvate + glycéraldéhyde 3P  Bactéries
levures 3 Acétyl-coA l parasites
l 1-deoxy-D-xylulose 5P
Mévalonate !

v

/ %w 3fb-PP
&ém HMB-PP
/

\\{ ‘——‘—/———’——‘_,
y - Q/'
opentengior &gl — TNGRp .
i ' Phosphoantigenes

Diméthylallyl-PP De forte bioactivité

:
Farnésyl-PP @g 9 o

~
~
A

Cholestérol, isoprenylations...

Caractérisation de phosphoantigénes de forte bioactivité



16

Lymphocyte Tv9352 X :
ymphocyte 1y LES PHOSPHOANTIGENES DE SYNTHESE

phosphohalohydrines
o

In Journal of biological chemistry 2001

Caractérisation de phosphoantigenes de forte bioactivité



LES PHOSPHO ANTIGENES DE SYNTHESE

% T y962 parmi les lymphocytes T totaux
0 20 40 60

| | |

Amplification

50
25

BrHPP (nM)
12,5
milieu

Microphysiométrie ]

o . Bromohydrine : BrHPP
Dilution d’extraits

mycobactériens ECSO

30 - o o
c M. s & " . 10 nM
o 120 -
b
2 ~+-100 nM
:—§ 110 - —--50 nM
_% —--25nM
© DT e —-—5nM
% 100 < 2 O . 0,.?. -Oo-medium

90 | [ BI’HPPi

perfusio
_
80 ‘ ‘ ‘ ‘ |
-10 sqf,]ﬂ;,h 10 20 30 40 50 60
Yoo aak . . . .
k- temps (min) In Journal of biological chemistry 2001

Caractérisation de phosphoantigénes de forte bioactivité



ETUDE CINETIQUE EN MICROPHYSIOMETRIE

Perfusion avec du BrHPP 50 nM Debut d*acidification

10s

rmillivalts
o
1

=45 Cellules perfusées avec du milieu

I I I I
20:50 2140 2220 23:20

Tirne (HH k1

_ milieu
_ milieu

Caractérisation de phosphoantigénes de forte bioactivité



TCR canonique Vy9-JyP-Cy1/V32-J61-Cd LEPARADOXE
Variabilité jonctionnelle
Mais motifs récurrents Tres nombreux et divers Ag reconnus

BACTERIES

Forte discrimination ¢

@Contact cellulaire
nécessaire

@TCR v962 impliqué

@Pas de préesentation
par le CMH

]w

Forme redwte non bloactlve

e Mode de reconnaissance des PAgQ

19



Phosphoantigenes de synthese :

20

Chaine raccourcie d’un carbone

HO HO

0 N
CH

ECso, OM) :

>10°

50 000

5000

| |
"O—P—O0—P—0
I Il
0 0
R: Réactivité chimique
T f
C faible
C An
HO H, OH
\C} E-1,E-2S,-2
O—CH,
\C/ Sn'2 ++
HO CH, CI
N 5,-2"
HO CH, Br
N 5.2+
HO CH, I
\C/ 2 Sn-2 +++

20

100

10

3

HO HO
| |

“0O—P—O0—P—0 R
I NN,
0 0 3
ECso, OM) :

nt

nt

nt

>10°

>10°

>10P

>10P

Les Mode de reconnaissance des Ag

nt : non testé

In FASEB, 2000




DEGRADATION DES PHOSPHOANTIGENES PAR LES LT 952

Phosphoantigene . X-PP

13 nmoles

Sans cellules 2 .106 T vy5

1h 37°C

_—

Analyse du surnageant
Par HPAEC

X-PP — XP + Pi

21

N

30,

204

10}

étalon

|

Sans cellules

SN\

X-PP

A

Pi

\ 4
k Avec LT y962 M\

HPAEC Rt (minutes)

M ode de reconnaissance des Ag

In FASEB, 2000




CORRELATION ENTRE BIOACTIVITE ET HYDROLYSABILITE 22

‘D ECsq (M)
)
= oo . 10°
g “0—P—0—P—0 N \CHs O
2 L1 _ P-O-P
O 10-6 ®
o
-3
P-NH-P 10
- 10 © Hydrolyse du pyrophosphate(%)
O 10 20 30 40 5C 60 /0 80 90 100
o : o 103
CFL-P | ® ®e
P-CRy-P ® | P-CH,-P
P-CHF-P 106
109
1C50 (M)

M ode de reconnaissance des Ag In FASEB 2000




LES ETAPES DE LA RECONNAISSANCE D'UN PHOSPHOANTIGENE 23

SN2 ‘ « force »
du signal

activation

| |

Specificité pour le ligand
M ode de reconnaissance des Ag In FASEB, 20C
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LAPHOSPHATASE ALCALINE HUMAINE TISSU-NON-SPECIFIQUE
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Cellule « cible »

Interactions cellulaires et PAg

26
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— Conservé
indispensable

? y conserve

v
897L .

A
= D’apres Allison et a
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Lymphocyte Ty962

Lyse
Métabolites microbiens
Phosphoantigenes
Alkylamines
Métabolites de I’hdte
Bactéries

Cellule infectée intracellulaires

Interactions cellulaires et PAg



LA SYNAPSE IMMUNOLOGIOQUE ENTRE CPA ET Tap
Time lapse (3 min)
37°C

TCR-CD3(

CD4

CPA (LB)+agoniste

Interactions cellulaires et PAg D’apres Zal et al
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LA SYNAPSE IMMUNOLOGIOQUE ENTRE CPA ET Tapp ™

(a)

(d)

Carrend Biology
#co2 # cpzs Y LFA-1 # MHC-peptide
pep
il
Chasd coaos TCR-CD3
v chss g chas AN ‘CD“ & complex

D’apres Dustin et al
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NATURE DE LA SYNAPSE DES LYMPHOCYTES T y952

CD45 TCR Vy 9

+BrHPP 100 nM

Interactions cellulaires et PAg In Journal of Immunology, 200
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NATURE DE LA SYNAPSE DES LYMPHOCYTES T y952

CD2
CD2 (P)-TYR (P)-TYR

Milieu

+BrHPP 100 nM

Interactions cellulaires et PAg Soumis
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3
LA SYNAPSE IMMUNOLOGIQUE ENTRE THP ET Ty952

Caracteristiques de la synapse
d’un lymphocyte T y962 avec
THP-1 plus phosphoantigene

@ Pas de polarisation caractéristique du TCR

@ Polarisation de CD2 et LFA-1

@ Exclusion de CD45

Cette synapse a lieu aussi sans phosphoantigene
Mais de maniere moins fréquente

Interactions cellulaires et PAg
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3
IMPLICATION DES RECEPTEURS DE L'IMMUNITE INNEE

NKG2D
NKG2D (P)-TYR (P)-TYR

Milieu

+BrHPP 100 nM

Interactions cellulaires et PAg Soumis JI
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3
IMPLICATION DES RECEPTEURS DE L'IMMUNITE INNEE

CD94
CD94 (P)-TYR (P)-TYR

Milieu

+BrHPP 100 nM

Interactions cellulaires et PAg Soumis
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3
LALBERATION DE CYTOKINES NECESSITE LA PRESENCE
DE PHOSPHOANTIGENES

Milieu +BrHPP 100 nM

IFNy

TNFa

Interactions cellulaires et PAg Soumis




LE TRANSFERT SYNAPTIQUE

Le systéme de marquage

Interactions cellulaires et PAg

PKHG7

CMTMR

37



LE TRANSFERT SYNAPTIQUE .

Transfert de fragments de membrane de THP-1
a la surface de lymphocytes T y952
dans différentes conditions de culture

cellules seules cellules+BrHPP cellules+BrHPP+PP2 cellules+BrHPP+CytD

Interactions cellulaires et PAg Journal of immmunology 2002




LE TRANSFERT SYNAPTIQUE %

Transfert de fragments de membrane de Daudi
a la surface de lymphocytes T y952
dans differentes conditions de culture

cellules seules cellules+BrHPP cellules+BrHPP+PP2 cellules+BrHPP+CytD

Interactions cellulaires et PAg Journal of immmunology 2002




LE TRANSFERT SYNAPTIQUE "

Transfert de molécules membranaires (IgM) de Daudi
a la surface de lymphocytes T y952
dans differentes conditions de culture

milieu

Interactions cellulaires et PAg Journal of immunology 2002




LE TRANSFERT SYNAPTIQUE

41

Interactions cellulaires et PAg

D’aprés Stinchcombe et al
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CONCLUSION

Les lymphocytes T Y952 reconnaissent des Ag solubles,

Les phosphoantigenes, de maniere particuliere.

Les phosphoantigenes naturels sont extrémement bioactifs
et leurs analogues de synthese sont de bons candidats pour
I’immuno-intervention

Une synapse immunologique
proche des autres lymphocytes
s’établit face a une cible
potentielle, elle implique le
TCR mais aussi les NKR.

Un transfert synaptique de
fragments de membrane et de
protéines membranaires a lieu
activement lors de I’interaction
avec une cible en présence de
phosphoantigenes



PERSPECTIVES
lors d’infections

o 1:'1:;-

LT o F:'-';.'I-'!:.l-| -
L ol L]

= Aa 8% 8% _ 3 m

Caracteristiques du transfert synaptique
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PERSPECTIVES

RGle physiologique du transfert synaptique
dans la réponse immunitaire

44

Caracteristiques de la synapse lors de I’interaction
avec des cibles resistantes a la lyse
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