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Résumé

Les lymphocytes T (LT) percoivent et integrent en permanence des signaux solubles et
cellulaires, conditionnant leur comportement et leur devenir. A I'état de repos, les propriétés
des LT reposent sur tout un réseau moléculaire caractéristique, au sein duquel les facteurs de
transcription FoxOs ont un role majeur. En effet, ces derniers sont impliqués dans le maintien
de la quiescence et de la capacité circulatoire des LT, de par le profil transcriptionnel qu'’ils
induisent. De ce fait, l'inactivation de 'activité transcriptionnelle des facteurs FoxOs est un
processus fondamental de I'activation et de I’expansion lymphocytaire T.

Nous avons identifié le gene Fam65b comme une nouvelle cible transcriptionnelle des
facteurs FoxOs. Le géne Fam65b code pour deux protéines : I'isoforme 1 et I'isoforme 2. Nous
avons montré que FOXO01 peut se lier sur des séquences consensus présentes dans les
promoteurs de chaque isoforme et induire leur transcription. Ceci se traduit,
physiologiquement, par une diminution de l'expression de Fam65b au cours de l'activation
des LT, en corrélation avec I'exclusion nucléaire de FOXO1. Une analyse fonctionnelle, réalisée
in vitro a l'aide de LT humains dans lesquels nous avons modulé I'expression de Famé65b,
nous a permis de mettre en évidence que cette protéine module le seuil d'activation des LT.
En effet, I'inhibition de son expression a l'aide de siRNA permet a des LT de proliférer en
réponse a des stimulations suboptimales du récepteur a l'antigene (TCR), alors que
I'expression d'une forme constitutive inhibe la prolifération. Enfin, nous avons constaté que
'expression de Fam65b dans des cellules en prolifération, telle la lignée Jurkat, induit un arrét
du cycle cellulaire en phase G2/M et, a terme, la mort cellulaire. Fam65b est donc un effecteur
moléculaire de la quiescence induit par le facteur de transcription FOXO1.

Au vu de ces résultats, nous avons étudié in vivo le role de Famé65b sur le déroulement d’'une
réponse immune. A l'aide de shRNA, nous avons inhibé l'expression de Famé65b dans le
modele de souris transgénique pour le TCR spécifique de I'antigene HY. Nous avons ainsi pu
observer que l'inhibition de I'expression de Fam65b n’affecte pas significativement la réponse
primaire. En revanche, lors d'une réponse secondaire, l'inhibition de 1'expression de Fam65b
est associée a des capacités renforcées d’élimination de I'antigene. Enfin, mon travail, a permis
de mettre en évidence que, physiologiquement chez I'homme, comme chez la souris, Famé65b
est plus faiblement exprimé dans les LT mémoires que dans les LT naifs. Ces deux populations
étant considérées comme quiescentes, Famé65b pourrait donc étre un marqueur fonctionnel
de la mémoire lymphocytaire T.

Parallelement, nous avons montré que Fam65b contréle d’autres propriétés fondamentales
des LT. En effet, Fam65b inhibe partiellement les capacités d’adhésion, de polarisation et de
migration des LT. Nous avons pu établir que cette inhibition résulte, au niveau moléculaire,
d'un blocage de I'activité de la Rho-GTPase RhoA.

Mes travaux de these ont contribué a mettre en évidence une nouvelle voie de controle
de I'état de repos des LT par les facteurs FoxOs: Foxo1 régule I'expression de la cible Famé65b
qui joue le role de frein a I'activation des LT par une stimulation du TCR. Fam65b participe
donc au maintien en quiescence des LT. De plus, il régule également le seuil d’activation de la
voie RhoA controlant, par ce biais, les fonctions circulatoires des LT. Fam65b constitue ainsi
un nouveau lien fonctionnel entre deux familles majeures, controlant la physiologie des LT :
les Rho-GTPases et les FoxOs.
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Avant-propos

Une réponse immune s’articule autour de deux grandes étapes étroitement dépendantes
I'une de l'autre. La réponse innée, non spécifique de Il'antigene, est opérationnelle
immédiatement apres le début de l'infection. Elle possede notamment la capacité d’alerter et
d’activer les cellules de I'immunité adaptative, hautement spécifique de I'antigene. Cette mise
en route se fait au sein de structures spécialisées appelées organes lymphoides secondaires
(OLS) et est lente a se mettre en place. Le lymphocyte T (LT) est I'un des acteurs majeurs de
I'immunité adaptative: il évolue d'une phase de quiescence, pendant laquelle il parcourt
I'organisme a la recherche de I'antigene spécifique, a une phase d’activation/prolifération qui
se déroule dans les OLS. Les facteurs de transcription FoxOs, en co-régulant I'expression de
genes impliqués dans la quiescence et la mobilité des LT, jouent un role prépondérant dans
I’ensemble de ces processus.

Mon sujet de these a porté sur I'étude de la protéine Fam65b. Ce travail a permis de
mettre en évidence que Fam65b, une cible transcriptionnelle de Fox01, contrdle a la fois le
seuil d’activation des LT en réponse a une stimulation du TCR, mais également en réponse aux
chimiokines. Nous avons également montré que le mécanisme moléculaire mis en jeu par
Fam65b pour inhiber la migration, résulte de I'inhibition de l'activité de la Rho GTPase RhoA.
Ces résultats ont, d’'une part, mis a jour un nouvel effecteur moléculaire de Foxol dans la
régulation de la quiescence et la mobilité des LT. D’autre part, ils permettent également
d’établir un lien moléculaire entre ces deux grands acteurs de la signalisation que sont FOXO1
et RhoA. L’ensemble de ces données fait 'objet de deux publications, dont I'une est en révision
a Journal of Immunology, et 'autre est en cours de rédaction.

Avant de présenter les résultats obtenus, j'introduirai tout d’abord les caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles des LT CD8* quiescents, en comparant cet état dans les LT
CD8* naifs et les LT CD8* mémoires. Ensuite, j'évoquerai des parametres importants de la
régulation des facteurs impliqués dans la quiescence lors d’'une réponse immune. Enfin,
jexposerai les mécanismes de régulation des facteurs FoxOs et leur(s) activité(s) dans un
contexte lymphocytaire T.
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[. Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des LT CD8* en présence

et en absence d’antigene

Les LT naifs, n’ayant pas encore rencontrés leurs antigenes spécifiques, sont considérés
comme des cellules au repos. La caractérisation de ces cellules peut néanmoins étre affinée.
Les LT naifs sont de petites cellules, non prolifératives et présentant une activité métabolique
modérée de type catabolique. IIs peuvent se maintenir pendant plusieurs semaines dans le
compartiment périphérique, c’est-a-dire les zones hors moelle osseuse et thymus (Von
Boehmer, 1993; Tough and Sprent, 1994). A un instant T, ils sont principalement retrouvés
dans les organes lymphoides secondaires (OLS), a savoir les ganglions lymphatiques, la rate et
les tissus lymphoides associés aux muqueuses (GALT). Ils sillonnent continuellement ces
différentes zones, qu’ils rejoignent via les vaisseaux sanguins et/ou lymphatiques (Braun et

al, 2011).

Au sein du pool lymphocytaire T, la fréquence de LT CD8* naifs, spécifiques d'un
antigene donné, est évaluée a une centaine de clones en moyenne chez la souris, de 103 a 10°
chez 'homme (Blattman et al., 2002; Kedzierska et al., 2006; Alanio et al., 2010). La spécificité
de reconnaissance antigénique des LT est assurée par l'expression a leur surface de
récepteurs a I'antigene (TCR) capables de reconnaitre un antigéne particulier. Pour se faire,
I'antigene doit étre apprété sous forme de peptide et associé a des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I. L’acteur majeur de la présentation antigénique
a l'origine de l'activation des LT naifs est la cellule dendritique (DC). La majorité des DC,
impliquées dans l'activation des LT naifs, provient du site de 'infection, ou elles ont capté
I'antigene. Les DC, chargées en antigene, migrent au sein de I'OLS drainant I'infection, ou elles
présentent I'antigene apprété aux LT naifs. L’activation d’'un LT implique non seulement la
stimulation du TCR (signal 1), mais également celle de molécules de co-stimulation (signal 2)
et de récepteurs aux cytokines inflammatoires (signal 3). Ces différents signaux aboutissent
au déclenchement d’'un nombre important de voies de transduction intracellulaires, dont la
voie PI3K/Akt qui nous intéresse plus particulierement dans ce manuscrit (cf. Encart n°1). En
24 heures de stimulation en moyenne, le LT est engagé dans un programme de prolifération
massive associé a un processus de différenciation en LT effecteurs (Henrickson et al., 2008a,

2008b). Cette phase est appelée I'expansion clonale.
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Lors de cette étape, les LT naifs subissent un bouleversement radical de leurs propriétés.
Le passage de I'état de repos a I’état activé et prolifératif s’accompagne d’'une augmentation de
volume du LT et d'un changement d’activité métabolique qui devient anabolique. Cette
adaptation métabolique intervient du fait de la hausse de la demande énergétique nécessaire
a la prolifération rapide et massive (Pearce, 2010). L’activation et la prolifération des LT
impliquent un arrét temporaire de leur migration et leur rétention conjointe dans I'OLS. Ceci
est favorable a une stimulation optimale des LT et a la production d’'un grand nombre de LT
effecteurs.
Ceci nous ameéne a une autre propriété fondamentale acquise lors de I'expansion clonale qui
est la capacité effectrice. Les LT CD8* sont capables de produire des cytokines permettant
d’amplifier la réponse, mais aussi de controler une infection par exemple, tels que I'IFNy
(interféron y) et le TNFa (tumor necrosis factor a). lls expriment également les ligands de
récepteurs a domaine de mort (FasL) et produisent des molécules cytotoxiques (granzyme et
perforine) ; '’ensemble permettant d’éliminer les cellules infectées (Anikeeva and Sykulev,
2011). A nouveau, ces évenements s’accompagnent d’'un changement de capacité migratoire.
Les LT effecteurs ont perdu I'aptitude a circuler au sein des OLS et migrent vers le site de
I'infection, souvent des tissus non lymphoides inflammeés. Cette redistribution est favorable a
I'exécution des fonctions effectrices par les LT au site adéquat et au contrdle et/ou a

I’élimination des cellules infectées (Marelli-Berg et al., 2008).

Une fois le pic de I'expansion clonale atteint, la phase de contraction est engagée. Elle
est caractérisée par la diminution drastique du nombre de LT CD8* spécifiques de I'antigene.
90 a 95% des LT activés meurent par apoptose durant cette étape permettant le retour a
I’équilibre homéostatique du systeme. Le corollaire de cette observation est que 5 a 10%
d’entre eux subsistent apres le controle ou l'élimination de l'infection. Ces cellules sont

qualifiées de LT mémoires (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution du nombre de LT spécifiques d’'un antigene au
cours d’'une réponse primaire.

D’apres (Williams and Bevan, 2007).

Les LT mémoires sont de petite taille et présentent un métabolisme de type catabolique,
ce qui permet de les définir comme des cellules quiescentes. Bien qu’en apparence non
proliférative, ces cellules s’auto-renouvellent lentement. Ce processus qualifié de prolifération
homeéostatique souléve I'ambiguité de la définition du mot quiescence, attribué souvent aussi
bien aux LT naifs qu’aux LT mémoires. Cet auto-renouvellement, combiné a une capacité de
survie prolongée, assure la subsistance des LT mémoires, et ce, potentiellement plusieurs
années (Hammarlund et al., 2003). Les LT mémoires sont également caractérisés par leur
capacité a mener une réponse plus efficace lors d’'une nouvelle rencontre avec l'antigene
correspondant. Cette amélioration implique des parametres quantitatifs et qualitatifs. Tout
d’abord, la fréquence des LT mémoires est plus élevée que celle observée initialement pour
des LT naifs de méme spécificité (Blattman et al., 2002). De plus, ils sont capables d’entrer en
cycle plus rapidement que les LT naifs (Veiga-Fernandes et al., 2000). Ceci aboutit a une
expansion clonale plus précoce et de plus grande ampleur lors d’'une réponse secondaire.
Ensuite, les LT mémoires sont capables d’exercer des fonctions effectrices variées plus vite
que les LT naifs, permettant une élimination plus efficace des cellules portant I'antigene (Cho
et al., 1999; Pihlgren et al., 1999). Enfin, un dernier parametre a prendre en compte est la
capacité de circulation multiple des LT mémoires. D’une part, ils sillonnent les OLS,

impliquant la possibilité de génération d’'une nouvelle expansion clonale aboutissant a une

19



vague de LT effecteurs et mémoires. D’autre part, ils peuvent se localiser dans les tissus non
lymphoides et notamment directement dans les zones ou l'infection primaire a eu lieu,

fournissant une protection immédiate en cas de nouvelle infection (Sallusto et al, 1999;

Masopust et al., 2001) (Figure 2).

alr g O

eaased Antigen-independent,
Tissue surveillance pre-cursor frequency cytokine-dependent,
homeostatic proliferation

Rapid killing of infected Rapid and robust production Shorter lag time to first division
target cells of cytokines and chemokines and enhanced accumuiation

Figure 2 : Propriétés des LT mémoires comparées aux LT naifs
A. Caractéristiques des LT mémoires en absence d’antigene.
B. Caractéristiques des LT mémoires en présence d’antigéne.

D’apres (DiSpirito and Shen, 2010).
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Comme suggéré préalablement, la population des LT mémoires est, en réalité, tres
hétérogene. L’ensemble des criteres précédemment cités permet de décrire plusieurs sous-
populations parmi les LT mémoires. La classification la plus commune sépare la population
mémoire en deux, selon des criteres de capacité circulatoire et fonctionnelle : les LT mémoires
centraux (Tcm) et les LT mémoires effecteurs (Tem). Alors que les Tcm sont cantonnés
presque exclusivement a une circulation dans les OLS, les Tem, quant a eux, sont
majoritairement retrouvés dans les tissus non lymphoides. En revanche, et les Tcm et les Tem
sont détectés dans le sang et la rate, a ceci pres que les Tem sont concentrés dans la pulpe
rouge (compartiment sanguin) de la rate et les Tcm dans la pulpe blanche (zone lymphoide)
(Sallusto et al., 1999; Masopust et al.,, 2001). Lors d’'une deuxiéme rencontre avec I'antigene
(réponse secondaire), les Tem présentent une activité effectrice immédiate et au site de
I'infection. Les Tcm, quant a eux, sont a I'origine d’une forte et rapide expansion clonale,
génératrice d'une vague de LT effecteurs et mémoires (Sallusto et al., 1999; Masopust et al,
2001). Aujourd’hui, cette classification implique, elle aussi, de nouvelles subdivisions basées
non seulement sur les critéres définissant les Tcm et les Tem, mais également sur des
propriétés telles que la longévité. La caractérisation des différentes sous-populations de LT
meémoires, ainsi que les mécanismes donnant lieu a leurs différenciations, fait 'objet d’actives
études, que je n’aborderai pas dans mon manuscrit. (Masopust and Picker, 2012).

Dans la suite de I'exposé, lorsque je traiterai des LT mémoires, je considérerai principalement
les Tcm qui partagent de fortes similitudes avec les LT naifs. A ceci pres que certaines études,
ayant été réalisées a partir de LT spléniques, travaillent en réalité sur un mélange de Tcm et

de Tem.
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Encart n°1 : Régulation et activité de la voie PI3-kinase

La voie de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) est activée en aval d'une variété de couples
ligands/récepteurs. Le cas le plus étudié est I'induction de cette voie en aval de récepteur a
activité tyrosine kinase tel que le TCR (Figure 3). Dans ce contexte, elle est soutenue par un
signal émanant de la molécule de co-stimulation CD28 constitutivement exprimée par les LT
(Garcon et al., 2008). La voie PI3K est également induite en aval des récepteurs aux facteurs
de croissance et des récepteurs aux cytokines, principalement ceux appartenant a la famille
des récepteurs aux interleukines de type 1 composée de I'lL2, I'IL4, I'IL7, I'IL9, I'lL15 et I'lL21.
IIs ont pour point commun d’étre constitués de plusieurs sous unités dont I'une est la chaine
commune y (yc ou CD132) (Overwijk and Schluns, 2009; Rochman et al., 2009). Il est
important de noter que ces récepteurs sont exprimés différentiellement sur les sous-
populations de LT CD8* et ils n’induisent pas tous le méme degré d’activation de la voie PI3K.
Le signal IL2 permet de maintenir un plus haut niveau de PIP3 comparé a I'IL15 (Cornish et
al., 2006). D’autre part, certains récepteurs aux chimiokines possédent eux aussi la capacité
d’activer la PI3K. Il s’agit de récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplé aux
protéines G hétérotrimériques (Reif et al., 2004).

BCR or TCR
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Translation
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Figure 3: Schéma simplifié de la voie PI3K en aval d'une stimulation TCR

La stimulation du TCR induit le recrutement de la PI3K, composée de la sous-unité régulatrice
p85a et de la sous-unité catalytique p1108. Elle catalyse la transformation du PIP2
(phosphatidylinositol  (4,5) bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)
triphosphate). Plusieurs protéines sont alors recrutées a la membrane via leur domaine PH
(pleckstrin homology domain) liant le PIP3. C’est le cas notamment de la kinase Akt, mais
aussi de la famille des kinases SGK (serum/glucocorticoid regulated kinase) (Park, 1999;
Fabre et al, 2005). Pour leur compléte activation, elles sont alors phosphorylées par le
complexe mTorC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) et la kinase PDK1 (3-
phosphoinositide-dependent kinase), cette derniere étant elle aussi recrutée a la membrane
par son domaine PH (Sarbassov et al., 2005; Nirula, 2006). D’autres effecteurs peuvent étre
activés en aval de la PI3K tels que les kinases de la famille Tec et certaines protéines
activatrices des Rho-GTPases (GEF pour guanine exchange factor) dont les facteurs Vav.

La kinase Akt contréle elle-méme l'activation de différents effecteurs dont le complexe
mTorC1 qui favorise notamment la capture de nutriments par la cellule (Delgoffe and Powell,
2009). Une autre cible particuliere de cette kinase nous intéresse particulierement dans le
cadre de ce manuscrit. En effet, Akt inhibe I'activité des facteurs FoxOs (Forkhead Box 0)
impliqués dans le maintien de la quiescence des LT. D’apres (Fruman and Bismuth, 2009)
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[I. La quiescence et sa rupture

La quiescence au sens strict est définie par deux parametres : 'activité métabolique de la
cellule et sa position dans le cycle cellulaire. Pour autant, le terme quiescence est souvent
utilisé pour décrire le statut des LT naifs et mémoires en absence d’antigene. Loin d’étre un
état par défaut, la quiescence est activement maintenue par un réseau moléculaire
intracellulaire interactif. La transition d’'un état quiescent a un état activé d’'un LT implique
notamment une rupture de cet état de quiescence. L’activation forte de la voie PI3K constitue

I'un des supports moléculaires de cette transition.

I1.1. Caractéristiques de I'état de quiescence des LT CD8* naifs et mémoires

[1.1.1. La migration

Les LT naifs et les LT mémoires sont des cellules circulantes: elles sillonnent
continuellement les différents OLS de I'organisme, empruntant notamment pour se faire les
vaisseaux sanguins et lymphatiques. Cette exclusivité d’adressage est rendue possible par une

combinaison de molécules de surface, que je vais présenter a présent.

IL.1.1.a. Leguidage

Le guidage des LT résulte principalement de I'expression de récepteur aux chimiokines
et de la présence de leurs ligands qui orientent le déplacement du LT. Le CCR7 est la molécule
clé de la circulation des LT vers et dans les OLS. C’est un récepteur a 7 domaines
transmembranaires exprimé majoritairement par les LT naifs et les Tcm. Les ligands du CCR7
sont les chimiokines CCL19 et CCL21 produites principalement par les cellules stromales de la
zone T, ou se concentrent les LT au sein des OLS (Bromley et al, 2008). Cette chimio-
attraction des LT exprimant le CCR7 par les chimiokines CCL19/CCL21 explique justement le
recrutement des LT dans les OLS et plus spécifiquement dans la zone T. La migration des LT
au sein de la zone T reste dépendante du CCR7, comme cela a été montré au laboratoire dans
un contexte de tranches de ganglions ex-vivo (Asperti-Boursin et al., 2007).

L’autre récepteur aux chimiokines crucial dans la circulation des LT quiescents est S1P1, clé
moléculaire de la sortie des LT des ganglions lymphatiques. C’est également un récepteur a 7
domaines transmembranaires, dont le ligand est une molécule lipidique chimioattractante
nommeé S1P. De fortes concentrations de S1P sont détectables dans la lymphe et de fagon plus

prononcée encore dans le sang. Sil est connu que ce sont les plaquettes et les érythrocytes qui
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le produisent dans le sang, il est seulement montré que ce sont des cellules résistantes aux
radiations qui en sont a l'origine dans la lymphe (Pappu et al., 2007). Dans le ganglion, a
I'inverse, la concentration en S1P est tres faible notamment du fait de la présence d'une S1P
lyase (Schwab et al., 2005). La chimio-attraction des LT, exprimant S1P1 et attirés par S1P,
peut donc entrainer un déplacement de ces cellules du ganglion vers la lymphe et, a terme,
vers le sang. Le rdle essentiel de l'interaction S1P-S1P1 dans la sortie des LT des ganglions
lymphatiques a notamment été mis en évidence par le transfert adoptif de thymocytes
matures n’exprimant pas S1P1. Ces derniers s’accumulent alors dans les ganglions (Pham et

al, 2008).

L’expression membranaire de ces récepteurs aux chimiokines est régulée par l'intensité
des signaux percus. Ainsi, une internalisation du récepteur apres stimulation par son ligand
est généralement observée (Hanyaloglu and Zastrow, 2008). Il a par exemple été montré que
'internalisation du CCR7 s’effectue via des vésicules de clathrine, le ligand étant dégradé dans
les lysosomes, tandis que le récepteur est recyclé a la membrane plasmique (Otero et al,
2006). Au sein du ganglion, I'expression de CCR7 a la surface des LT diminue progressivement
du fait de la présence en grande quantité de son ligand. Le méme type de régulation
d’expression pourrait expliquer le role joué par S1P1 dans la sortie des LT des ganglions. En
effet, la grande quantité de S1P présente dans le sang, en comparaison de celle détectée dans
les ganglions, pourrait expliquer, en absence d’antigene, la plus forte expression de S1P1 a la
surface des LT ganglionnaires et donc leur déplacement des ganglions vers les vaisseaux

(Figure 4).
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Figure 4: Régulation de la mobilité des LT par la présence

de S1P
D’apres (Rosen and Goetzl, 2005).
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Des différences existent entre les LT naifs et les LT mémoires en terme de molécules
nécessaires a la migration, dont je vais donner ici quelques exemples. Les LT naifs et les LT
mémoires expriment le récepteur aux chimiokines CXCR4, dont le ligand CXCL12 (ou SDF-1)
est présent dans les ganglions et plus particulierement a l'interface de la zone T et de la zone
B. Une étude suggere que I'expression du CXCR4 permet I'acces aux ganglions de LT mémoires
généreés in vitro et non de LT naifs (Scimone et al., 2004). Deux autres exemples impliquent la
régulation de I'expression d’'une chimiokine et non celle de son récepteur. Les LT mémoires
expriment la chimiokine XCL1 contrairement aux LT naifs. Celle-ci permet le recrutement
sélectif des DC CD8a* qui sont trés performantes pour effectuer de la présentation croisée des
antigenes chez la souris et chez 'homme (Dorner et al., 2009; Crozat et al., 2010). Enfin, les LT
mémoires expriment plus rapidement la chimiokine CCL5 en réponse a une stimulation
antigénique que les LT naifs. Ceci est dii a un stockage important d’ARNm de CCL5 dans les LT
mémoires. Ceci pourrait permettre d’attirer plus rapidement sur place d’autres acteurs de la
réponse immunitaire (Swanson et al., 2002; Walzer et al., 2003). Ces données démontrent que
le réseau moléculaire en place dans les LT mémoires differe de celui observé dans les LT naifs.
Il agit a deux niveaux : en régulant de maniere intrinseque les capacités circulatoires des LT,
mais aussi en controlant la migration d’autres acteurs cellulaires de I'immunité. L’ensemble

participe a la plus grande efficacité de la réponse générée par des LT mémoires.

11.1.1.b. Adressage des LT

L’entrée des LT dans les OLS est un processus séquentiel dépendant d’interactions
moléculaires sélectives. Les acteurs centraux de ce processus sont les molécules d’adhésion
d’une part et les récepteurs aux chimiokines d’autre part. D’'un point de vue mécanistique, ce
phénomene, appelé homing ou écotaxie, est particulierement bien décrit pour les LT dans les
ganglions lymphatiques périphériques (ex: ganglions inguinaux, brachiaux, axillaires). Les LT
gagnent le coeur d'un ganglion au niveau de micro-vaisseaux sanguins spécialisés nommés
HEV (High Endothelial Veinules). Le flux sanguin y est beaucoup plus faible et favorise alors
I'occurrence d’interactions moléculaires entre les cellules endothéliales et les LT, nécessaires
al’entrée de ces derniers (Andrian and Mempel, 2003).

La molécule d’adhésion clé de I'entrée d’'un LT dans un ganglion est la L-sélectine (ou
CD62L). Elle constitue le premier contact avec I’endothélium et permet I'attachement du LT
sur cette surface. Elle est exprimée sur les LT naifs, mais aussi sur les Tcm. Il s’agit d’'une
molécule d’adhésion transmembranaire appartenant a la famille des lectines de type C. Ses

ligands sont des addressines exprimées a la surface des HEV nommées PNAd (peripheral
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lymph node addressine), telles que CD34 et Glycam-1 (Glycosylated Cell Adhesion Molecule
1). L’absence d’expression de CD62L induit une forte diminution du nombre de LT dans les
ganglions périphériques provenant d’'un défaut sévere d’adhésion sur les HEV (Arbonés et al,,
1994). 1l est intéressant de noter qu’'une petite proportion de LT conserve la capacité d’entrée
dans les ganglions lymphatiques. Ceci peut s’expliquer par le fait que d’autres mécanismes
minoritaires peuvent y étre associés. L'attachement CD62L/PNAd est faible et insuffisant, bien
que nécessaire, pour entrainer un arrét ferme sur les cellules endothéliales (Warnock et al,,
1998). Il favorise un ralentissement des LT qui, sous la pression du flux sanguin, vont se
mettre a rouler lentement le long de I'endothélium. Cette phase est nommée « rolling ».

La deuxiéeme molécule d’adhésion majoritairement impliquée dans le homing intra-
ganglionnaire est I'intégrine hétéro-dimérique LFA-1 (lymphocyte function associated antigen
1) (owPas). Elle intervient dans un second temps pour permettre l'arrét stable des LT sur
I’endothélium. Elle est exprimée par les LT naifs et les LT mémoires et reconnait le ligand
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) notamment exprimé sur les cellules endothéliales.
Les LT circulants du sang exposent des formes au repos de ces intégrines caractérisées par
une conformation de faible affinité pour le ligand. Leur activation s’effectue via deux
procédés : par augmentation d’affinité pour le ligand, ainsi que par un mouvement latéral
dans la membrane menant a leur agrégation dans une zone restreinte et une augmentation de
I'avidité globale (Hogg et al, 2011). Le premier permet l'arrét des LT a la surface de
I'endothélium, puis le deuxieme favorise 'adhésion stable des cellules. In vivo dans un modele
murin ou le gene codant pour LFA-1 a été invalidé, le homing intra-ganglionnaire des LT est
séverement affecté (Berlin-Rufenach et al, 1999). L’activation de lintégrine LFA-1,
permettant l'arrét et 'adhésion ferme des LT a la surface de l'endothélium, nécessite la
stimulation préalable de la cellule par un récepteur aux chimiokines.

Le récepteur aux chimiokines impliqué dans le homing intra-ganglionnaire des LT n’est autre
que le CCR7. Il agit cette fois comme un signal d’activation du LT. Dans ce contexte, les
chimiokines CCL19/CCL21 percues sont produites par les cellules stromales entourant les
HEV et diffusent vers la surface luminale des HEV, transitant par les cellules endothéliales
(Baekkevold et al., 2001; Carlsen et al., 2005). Notons que chez la souris CCL21 pourrait
également étre produite par les cellules endothéliales des HEV dans lesquels des ARNm
codant cette protéine ont été détectés par hybridation in situ (Gunn et al., 1998). La phase de
rolling pourrait permettre 'accumulation suffisante de signaux chimiokiniques ou la détection
d’une zone riche en chimiokines sur '’endothélium par les LT, préparant I'arrét complet de ces

derniers. En effet, dans un modeéle murin ou les génes codant pour CCL19 et CCL21 sont
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invalidés, le modele plt/plt, on observe un blocage de I'arrét des LT sur I'endothélium,
réversible par injection de CCL21. Il est intéressant de noter que le rolling n’est en rien affecté
dans ces expériences (Stein et al, 2000). L’arrét des LT a la surface des HEV est
principalement permis par la fonction de signalisation du CCR7. Elle a pour conséquence
'activation des intégrines permettant I'arrét et I'adhésion ferme des LT sur I'’endothélium

(Figure 5).

La phase suivant 'adhésion ferme, est nommée transmigration et a pour finalité le
franchissement des vaisseaux sanguins. Elle est rendue possible par la polarisation du LT
suite, elle aussi, a la stimulation du récepteur CCR7. Ainsi, la cellule acquiére une polarité
antéro-postérieure caractérisée par un large lamellipode plat a 'avant et un uropode étroit a
'arriere. Les LT migrent alors le long de la face luminale des cellules endothéliales (crawling)
pour finir par pénétrer au sein du ganglion (extravasation). De facon intéressante, une étude
in vitro suggere que les LT mémoires transmigrent plus efficacement que les LT naifs au
travers d'une barriere endothéliale stimulée pour mimer un état inflammatoire. Ceci pourrait
étre imputé a leur meilleure capacité a produire de fins filipodes facilitant leur adhésion et

leur progression (Shulman et al,, 2009).
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Figure 5: Homing des LT dans les ganglions lymphatiques

L’'un des facteurs de transcription clé de la propriété de circulation des LT est Klf2
(Kriippel like factor 2). Il est exprimé dans des LT naifs et dans les LT mémoires (Grayson et
al, 2001). Klf2 régule I'expression des genes CD62L, CCR7 et S1P1. Par ailleurs, il a été

impliqué dans l'inhibition de I’expression de récepteurs aux chimiokines inflammatoires tels
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que CCR5 (Sebzda et al,, 2008). Ainsi, KIf2 favorise la circulation des LT au sein des OLS et
semble, parallelement, pouvoir inhiber la localisation des LT dans les tissus non lymphoides
(Carlson et al., 2006; Bai et al,, 2007). L’ensemble de ces données implique que la régulation
méme de KIf2 participe au contrdle de la capacité migratoire des LT. Nous verrons que les

facteurs FoxOs sont des acteurs centraux de cette régulation.

[I.1.2. La survie

La survie des LT est soutenue par des interactions avec des facteurs solubles
cytokiniques et/ou d’une stimulation du TCR par les antigénes du soi. La signalisation en aval
de cette double stimulation (cytokines et TCR) est tres finement régulée afin de ne pas donner
lieu a une prolifération lymphocytaire intempestive. Elle peut toutefois induire une
prolifération dans certains contextes, tels que la lymphopénie, afin de maintenir
I'homéostasie. Dans I'idée de comparer des LT naifs et des LT mémoires issus d'une réponse
spécifique a I'antigene, je ne présenterai ici que les mécanismes démontrés dans un systeme

physiologique au repos.

I.1.2.a. L’IL7, signal crucial de la survie des LT quiescents

La cytokine clé du contréle de la survie des LT quiescents est I'IL7. Elle est produite par
les cellules stromales présentes dans la zone T des OLS ou sont recrutés les LT. En effet, il a
été montré que la co-culture in vitro de ces cellules stromales et de LT promeut la survie de
ces derniers. Ce maintien est inhibé si I'on bloque le signal IL7 (Link et al., 2007). Les LT naifs
et mémoires expriment son récepteur spécifique, I'IL7R. Ce dernier appartient a la famille des
récepteurs aux interleukines de type 1 composées de I'IL2, I'IL4, I'IL9, I'IL15 et I'IL21. Les
récepteurs de ces interleukines ont pour point commun d’étre constitués de plusieurs sous
unités dont l'une est la chaine commune y (yc ou CD132). La spécificité de I'IL7R est assurée
par sa chaine a (IL7Ra ou CD127) (Overwijk and Schluns, 2009; Rochman et al.,, 2009).
De nombreux travaux attestent du role primordial de I'IL7 dans la survie des LT naifs et des
LT mémoires. Les LT survivent moins bien lorsqu’un anticorps monoclonal bloquant I'l[L7 est
injecté (Vivien et al, 2001). Des LT déficients en IL7R transférés dans un hdéte sauvage
survivent également beaucoup moins bien (Schluns et al, 2000). Par ailleurs, alors que
I'invalidation de I'IL7R n’affecte pas la différenciation de LT naifs en LT mémoires spécifiques
d’'un antigene, ces derniers disparaissent progressivement du fait d'un défaut de survie

(Carrio etal., 2007; Osborne et al., 2007).
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L’ensemble de ces résultats souléve un point particuliéerement intéressant dans le cadre de la
description de I'état de quiescence d’'un LT. L’expression du CCR7 par les LT leur permet
d’accéder aux zones T ou est exclusivement produite I'IL7, facteur de survie des LT exprimant
I'IL7R. Ainsi, la circulation des LT est indispensable pour qu'’ils puissent percevoir des signaux
de survie. Il existe donc une dépendance vitale des LT quiescents a circuler dans les
compartiments T des OLS. Ceci est notamment évident dans les modeles murins invalidés
pour les genes CD62L, CCR7 ou KIf2 ou le nombre de LT diminue. Dans les LT quiescents, il

existe donc un couplage entre survie et migration.

La signalisation en aval de I'IL7R implique deux voies majoritaires : la voie PI3K et la
voie Jak (Janus kinase)/Stat (signal transducer and activator of transcription), et plus
particulierement, Jak1/Jak3 et Stat5 (Pallard et al, 1999). Ces deux voies de signalisation
régulent la survie cellulaire en inhibant la voie mitochondriale de I'apoptose : elles induisent
une régulation positive de l'expression des molécules anti-apoptotiques Bcl2 (B cell
lymphoma 2) et MCL1 (myeloid cell leukemia sequence 1), ainsi qu’'une inhibition des
molécules pro-apoptotiques Bid (bH3-interacting domain death agonist), Bim (Bcl2
interacting merdiator of cell death) et Bad (Bcl2 antagonist of cell death) (Figure 6). Des
preuves expérimentales obtenues in vivo confortent ces mécanismes de régulation. Ainsi, le
croisement d’'un modele murin ou le gene de I'L7R a été invalidé avec un modele
transgénique pour Bcl2 restaure le nombre de LT présents en périphérie (Akashi K et al 1997,
Marakovsky E et al 1997). Notons cependant que la surexpression de Bcl2 ne suffit pas a
restaurer totalement le compartiment T en absence du signal IL7. Ceci peut notamment
refléter le role du signal IL7 dans le métabolisme du glucose (Cf. Chapitre I1/1.3). Des résultats
comparables ont été obtenus avec un modele de souris déficiente pour le gene Bim (Pellegrini
et al 2004).

Cette balance entre facteurs pro et anti-apoptotiques est également effective dans les LT
meémoires puisque ces cellules expriment fortement Bcl2 et la molécule pro-apoptotique Bax
par exemple (Bcl-2-associated X protein) (Grayson et al., 2001). Cependant, leurs expressions
sont plus fortes dans les LT mémoires que dans les LT naifs. L’expression méme de I'IL7R est
tres légerement plus forte dans les LT mémoires. Ceci suggere une mise en place du réseau

moléculaire permettant le maintien en quiescence, spécifique a chaque sous-population de LT.
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Figure 6: Régulation de la survie en aval de I'lL7R

D’apres (Jiang et al., 2005)

La régulation de la signalisation par I'IL7R se fait par un contréle de I'expression de sa
chaine spécifique. En présence du ligand IL7, on constate une diminution de I’expression
membranaire de I'IL7R di a un arrét de la transcription du géne codant la chaine «. Ceci
implique notamment la liaison du répresseur transcriptionnel GFI1 (Growth factor
independent 1) sur le promoteur de I'IL7Ra et la répression de sa transcription subséquente
(Park et al, 2004). Cette diminution transitoire de l'expression de I'IL7R favorise la
perception du signal IL7 et donc la survie d'un plus grand nombre de LT. Ce mécanisme

pourrait participer a assurer la polyclonalité du compartiment T.

Le contrdle de I'expression de I'IL7Ra implique d’autres acteurs moléculaires dont les
facteurs FoxOs que j'évoquerai ultérieurement. Je tiens a discuter ici du role du facteur de
transcription FoxP1, membre de la famille Forkhead, dans le maintien de la quiescence des
LT. L'invalidation du gene codant FoxP1 aboutit a une légére augmentation de I'expression de
I'IL7Ra. Dans ces conditions, le signal IL7 percu par les LT naifs n’est plus uniquement un
signal de survie, mais entraine également leur prolifération/différenciation (Feng et al., 2010,
2011). Il est donc envisageable que I'expression et I'activité de FoxP1 participe au maintien de
la quiescence des LT, en régulant intrinsequement le seuil de prolifération/différentiation des

LT induit par I'IL7.
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I1.1.2.b. D’autres signaux participent au maintien de la survie de facon

dépendante du stade de différenciation des LT

Selon le stade de différenciation du LT, I'environnement fournit d’autres signaux
nécessaires a la survie de ces cellules. La survie des LT naifs nécessite un signal
supplémentaire impliquant des interactions cellulaires directes : 'engagement du TCR par des
complexes CMH/peptide du soi. Ces complexes sont exposés a la surface des cellules
stromales (classe I) ou des cellules présentatrices d’antigéne (classe II). Dans un modele
murin ou le cluster génique codant le CMH de classe I est absent, un défaut de survie des LT
CD8* est observable (Takada and Jameson, 2009). Ceci a été également démontré pour les LT
CD4+ dont la survie dépend d’interactions TCR/peptide du soi/CMH de classe II (Martin et al.,
2006).

Ce signal n’est pas impliqué dans la survie des LT mémoires (Murali-Krishna et al., 1999;
Wiehagen et al., 2010), tout au moins ceux générés apres une infection aigiie. Par ailleurs, bien
que longtemps débattuy, il est aujourd’hui admis que la présence de 'antigéne spécifique n’est
pas nécessaire a leur survie (Lau et al.,, 1994). Notons que les Tcm et les Tem nécessitent des
signaux différents pour leur survie. Ceux présentés ici concernent principalement les Tcm
circulant au sein des OLS.

Une autre cytokine est impliquée dans la subsistance a long terme de cette population
mémoire : I'[L15. Bien qu’elle semble participer a la survie des LT mémoires, elle régule
principalement le lent auto-renouvellement (ou prolifération homéostatique) de ces cellules.
Cette particularité tranche véritablement avec les propriétés des LT naifs et sous-tend leur
maintien a tres long terme. Cela vaut également aux LT mémoires d’étre comparés de plus en
plus souvent avec les cellules souches. L’'IL15 est produite par une variété de cellules non
lymphoides comme les FRC ou des macrophages, mais aussi par des cellules lymphoides
comme les DC activées. L'IL15R possede non seulement la chalne commune y, mais partage en
plus sa chaine (3 avec I'IL2R. Cette derniére est plus exprimée sur les LT mémoires que sur les
LT naifs. La spécificité de ce récepteur vient donc de sa chaine a. Ainsi, dans un modéle murin
déficient en IL15 ou en IL15Ra, le nombre de cellules mémoires générées apres infection n’est
pas affecté, mais décroit au cours du temps via un défaut de leur capacité a proliférer. De la
méme facon que I'IL7R, la signalisation en aval de I'I[L15R implique une régulation des
membres de la famille Bcl2 (Becker et al., 2002; Yajima et al., 2002). Ainsi, le role de I'IL15 est
partiellement redondant de celui de I'IL7, mais surtout complémentaire. En effet, le défaut en
terme de nombre de LT CD8* mémoires est plus prononcé dans un modele déficient pour

I'IL15 injecté avec un anticorps bloquant I'lL7 (Goldrath et al., 2002).
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Notons que d’autres cytokines sont impliquées dans le maintien de ’homéostasie des LT
meémoires tels que I'IL2, rendant ce processus plus complexe qu’il n'y parait ici (Ku et al,

2000).

[1.1.3. Le métabolisme

L’activité métabolique des LT quiescents (naifs et mémoires dans ce cas), bien que
modeste, est suffisante pour soutenir des propriétés fondamentales de ces cellules telles que
la survie et la migration. Les LT captent a bas bruit du glucose, des acides aminés et des acides
gras qui constituent la matiere premiéere permettant de générer de grandes quantités d’ATP
(adénosine triphosphate) dans leurs mitochondries. Cette transformation se fait via le cycle
de Krebs et la phosphorylation oxydative, ainsi qu'une glycolyse modérée. Les cellules
conservent aussi un stock de précurseurs biosynthétiques, pour le renouvellement des
membranes par exemple (Michalek and Rathmell, 2010) (Figure 7). Le maintien de ce
phénotype est entierement dépendant de signaux extérieurs pergus par les récepteurs aux
cytokines, le TCR et les récepteurs aux chimiokines. La disponibilité en nutriments passe alors
en second plan. La régulation du métabolisme est ainsi directement couplée a des signaux
fondamentaux pour d’autres propriétés des LT, comme la migration et la survie. En I'absence
de ces signaux, les LT sont incapables de capter le glucose extracellulaire et de maintenir une
activité catabolique, et ce méme en présence de nutriments. Ceci conduit a l'atrophie

cellulaire et éventuellement a I’apoptose des LT (Rathmell et al., 2000).
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Figure 7: Métabolisme catabolique des LT quiescents

D’apres (Fox et al.,, 2005).
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L’interleukine 7 (IL7) est particulierement importante pour le maintien de I'activité
meétabolique des LT en quiescence exprimant 'IL7R (Rathmell et al., 2001; Jacobs et al., 2010).
En aval de I'IL7R, les voies PI3K et Jak/Stat agissent a nouveau conjointement pour supporter
I'apport énergétique nécessaire aux cellules. Le maintien d'une stimulation de I'IL7R par son
ligand induit progressivement une activation modérée et persistante de la protéine Akt par
Stat5 via un mécanisme non identifié. Akt, alors activé, régule le trafic intracellulaire du
transporteur de glucose Glutl, promouvant sa localisation membranaire et la capture de
glucose extracellulaire. La légere stimulation du TCR régule, quant a elle, Glutl au niveau
transcriptionnel (Wofford et al, 2008). La voie PI3K/Akt est aussi activée en aval des
récepteurs aux chimiokines suggérant un role potentiel de ce signal dans ces processus.
Cependant, il est probable que ces récepteurs affectent indirectement le métabolisme des LT,
de par leur rdle dans la migration dirigée de ces cellules vers des zones riches en signaux

cytokiniques.

L’autophagie, c’est-a-dire la dégradation de constituants protéiques cytosoliques par
digestion lysosomale, a également un role important dans la survie des LT. En effet,
I'invalidation du géne codant I’Atg5 (autophagy protein), protéine impliquée dans la
formation de I'autophagosome, diminue le nombre de LT périphériques. De plus, les LT CD8*
restants en périphérie sont trés sensibles a la mort par apoptose (Pua et al., 2007). Il est
possible d’imaginer que lorsque les LT quiescents ne sont pas au contact de leurs signaux de
survie, dans les vaisseaux notamment, et/ou lorsque leur expression de I'IL7R est diminuée,
I'apport énergétique soit issu de l'autophagie. De plus, 'autophagie régule la quantité de
mitochondries présentes au sein d’'un LT, ce qui affecte notamment la balance des membres

de la famille Bcl2 (Pua et al,, 2009).

Peu d’études se sont attachées a comparer plus finement I'activité métabolique entre les
LT naifs et les LT mémoires. Tres récemment, une équipe a observé de claires différences
entre ces deux populations en comparant la capacité mitochondriale a produire de I'énergie
supplémentaire, utilisable par la cellule en conditions de stress ou d’activité intense. Cette
capacité peut étre induite par I'IL15 dans les LT mémoires, ou elle y est plus développée que
dans les LT naifs. Ceci se traduit au moins a deux niveaux : quantitativement par un plus
grand nombre de mitochondries et qualitativement par I'expression favorisée de molécules
impliquées dans l'oxydation des lipides (van der Windt et al, 2012). D’ailleurs, une étude

récente montre que l'induction d’'un régime métabolique de type oxydation des lipides est
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nécessaire a la génération des LT mémoires (Pearce et al., 2009). Deux acteurs principaux ont
pour l'instant été impliqués : 'AMPK (AMP-activated kinase) et mTor (mammalian target of
rapamycin), respectivement dans I'oxydation des lipides et la glycolyse. Ainsi, I'activation de
I’AMPK, par la metformine!, promeut la génération des LT mémoires et la protection qu’ils
conferent en réponse secondaire. Ce phénotype est également observé suite a I'inhibition de
mTor par la rapamycine? utilisée a faible dose dans les huit premiers jours d’'une réponse
immune ou a forte dose a partir du pic de I'expansion clonale (Pearce et al., 2009; Araki et al,,
2009). 1l est envisageable que ces adaptations métaboliques des LT mémoires soient

nécessaires au maintien et a la réponse secondaire plus rapide de ces cellules.

L’AMPK semble avoir un réle important dans le maintien de la quiescence non
seulement des LT mémoires mais aussi des LT naifs. Elle peut étre activée en conditions de
stress par une sérine/thréonine kinase nommée LKB1 (liver kinase B1). Dans un modele
murin ou le géne codant LKB1 est invalidé, une faible proportion de LT CD8* est détectée en
périphérie, notamment suite a un défaut de développement dans le thymus. Ces LT captent de
fortes quantités de glucose et présentent un haut niveau d’activité glycolytique. De plus, ils
présentent un phénotype activé, exprimant le marqueur d’activation CD69, et sont capables
de produire de I'IFNy (Maclver et al, 2011). Ceci souleve donc un lien étroit entre

meétabolisme et maintien en quiescence des LT CD8*.

[1.1.4. Le cycle cellulaire

Les cellules quiescentes sont classiquement considérées en phase GO du cycle cellulaire.
La progression en phase G1 implique plusieurs complexes contenant une kinase dont l'activité
dépend de la présence et de l'association a une cycline particuliere (CDK pour cyclin
dependant kinase). Ainsi, les cyclines de type D associées aux CDK4 et CDK6 initient la
phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRb), facteur inhibiteur de la progression
en cycle. Ces complexes peuvent en parallele séquestrer certains inhibiteurs du cycle, dont
p21 et p27 de la famille Cip/Kip. Plus tardivement en G1, le complexe cycline E/CDK2, entre
autre du fait de la levée d’inhibition d’activité imposé par les protéines Cip-Kip, phosphoryle

pRB sur des sites additionnels. Ceci entraine la dissociation de pRb des facteurs de

1 La metformine est une drogue utilisée en thérapie comme anti-diabétique.

2 La rapamycine est utilisée en thérapie comme drogue immunosuppressive.
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transcription de la famille E2F, permettant la transcription de genes indispensables a I'entrée

en phase S (Sherr and Roberts, 1999) (Figure 8).
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Figure 8: Mécanismes moléculaires impliqués dans la progression de
la phase GO/G1 du cycle a la phase S
D’apreés (Sherr and Roberts, 1999).

Une mise en place différente de ce réseau moléculaire existe entre les LT naifs et les LT
meémoires. Il est démontré qu’'une quantité importante de complexes cycline D/CDK6 est pré-
synthétisée et déja assemblée dans les LT mémoires, contrairement aux LT naifs. Cependant,
ils sont séquestrés dans le cytoplasme ou ils ne peuvent induire la progression dans le cycle.
De plus, 'expression de l'inhibiteur de cycle p27Xirl est beaucoup plus faible dans les LT
meémoires comparés aux LT naifs. Des expériences d'immuno-précipitation ont d’ailleurs
montré que, dans ce cas, p27 est préférentiellement associé aux complexes cycline D/CDK
(Grayson et al, 2001; Veiga-Fernandes and Rocha, 2003). En plus de cette régulation
spécifique d’acteurs moléculaires directement impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire,
une étude montre que certains genes exprimés dans la réplication et la réparation de 'ADN
sont davantage transcrits dans les LT mémoires comparés aux LT naifs. C’est également le cas
pour des genes impliqués dans la voie de dégradation protéique via le protéasome comme
I'ubiquitine ligase mdm2, connu pour son role promoteur de la dégradation de I'inhibiteur de
cycle p53 (Latner et al., 2004). Ces dispositifs concede donc aux LT mémoires un statut en G1
qui leur permettraient d’entrer rapidement en phase S, d’ou 'idée d’un seuil de stimulation
plus bas a atteindre pour que les LT mémoires entrent en cycle. Ces mécanismes pourraient
participer a I'établissement et la réalisation de la prolifération homéostatique des LT
mémoires. Ceci conditionnerait aussi I'entrée en cycle, en réponse a une stimulation

antigénique. En effet, une étude correle cet état plus avancé dans le cycle des LT mémoires a
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une phase G1 plus courte et une entrée en division plus rapide (Veiga-Fernandes et al., 2000).
Ceci pourrait expliquer le temps plus court observé entre la reconnaissance de 'antigene et le
début de l'expansion clonale lors d’'une réponse secondaire. Notons que bien qu’il semble
admis que les LT mémoires entrent plus rapidement en cycle, des études montrent que la

vitesse de division n’est pas affectée (Stock et al., 2006; Whitmire et al., 2008).

Le maintien des LT mémoires en stade G1 nécessite des signaux extérieurs. Une étude
récente pose des bases intéressantes dans cette réflexion. Le maintien des LT mémoires dans
un stade plus avancé du cycle cellulaire que des LT naifs nécessitent des signaux via certaines
molécules de co-stimulation: CD27 et 4-1BB, membres de la superfamille des récepteurs au
TNF (tumor necrosis factor). Les ligands de ces récepteurs sont notamment exprimés a la
surface des DC. La suppression de ces signaux, via I'inhibition de la voie PI3K/Akt, induit une
modification du phénotype de ces LT mémoires qui acquierent un phénotype naif (Allam et
al,, 2009). Ainsi, la quiescence au sens strict des LT naifs et des LT mémoires se fait grace a la
mise en place d'un réseau intracellulaire interactif propre a chacun. Dans le cas des LT

mémoires, le maintien en quiescence de type G1 nécessite en plus l'intervention de signaux

extérieurs, bloquant une éventuelle réversion en quiescence de type GO.

[I.1.5. Structure de la chromatine

L’état de quiescence des LT naifs et des LT mémoires varie également par la structure de
leur chromatine (Figure 9). Ces différences épigénétiques font notamment intervenir la
meéthylation des lots CpG présents sur I’ADN et I'acétylation des histones. Notons que d’autres
types de modifications peuvent également affecter les histones telles que la méthylation, la
phosphorylation, I'ubiquitination (Weng et al,, 2012).

Je vais ici prendre comme exemple le géne codant I'lFNy. La sécrétion plus rapide de cette
cytokine par les LT mémoires par rapport aux LT naifs a notamment pour origine une
modification de la méthylation du gene. En effet, celui-ci est fortement méthylé, et dans ce cas
réprimé, dans les LT naifs. En revanche, dans les LT mémoires, le gene codant I'I[FNy est
constitutivement partiellement déméthylé. Ce statut est d’ailleurs transmis aux cellules filles.
Suite a l'activation, ce géne est tres rapidement entierement déméthylé, conduisant a une
transcription rapide de I'lFNy (Fitzpatrick et al.,, 1999; Kersh et al,, 2006). De plus, une autre
étude montre qu'une augmentation de l'acétylation des histones du locus de I'IFNy est
impliquée dans la production rapide de cette cytokine par les LT CD8* mémoires (Northrop et

al., 2008). Le point important, souligné par cet exemple, est que le controle de la quiescence
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au niveau transcriptionnel se fait a deux niveaux. D’une part, il implique 'action de facteurs de

transcription et, d’autre part, des modifications de la chromatine. Notons que d’autres genes,

non impliqués dans des fonctions effectrices directes, font aussi l'objet de variations

épigénétiques entre les divers stades de différenciation des LT CD8*, comme par exemple I'[L2

ou le CCR5 (DiSpirito and Shen, 2010).
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Figure 9: Régulation de I'’expression de géenes entre les LT naifs et les LT mémoires

Certains génes sont d’emblée plus exprimés dans les LT mémoires. D’autres voient leur expression

augmenter plus rapidement et/ou plus fortement apres une stimulation antigénique. Ceci peut étre le

fait de modifications de la chromatine a différents locus.

D’apreés (Weng et al., 2012)
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I1.2. Régulation de la quiescence des LT CD8* au cours d’'une réponse immune

Du chapitre précédent se dégage deux idées essentielles. D’une part, I'état de quiescence
des LT CD8*, loin d’étre passif, est activement maintenu. Il s’appuie sur un réseau interactif et
dynamique d’acteurs moléculaires membranaires et intracellulaires. D’autre part, la
quiescence des LT naifs et des LT mémoires n’est pas identique. Ceci résulte de spécificités
des réseaux moléculaires sous-jacents propres a chaque stade de différenciation. Lors de la
rencontre avec I'antigéne, un changement drastique s’opére au sein des LT quiescents menant
a leur entrée en cycle, ainsi qu'a leur différenciation en cellules effectrices. L’activation
lymphocytaire T est donc associée a une rupture de la quiescence. Ceci implique deux
évenements majeurs : d’'une part, la mise en place d’'un réseau moléculaire pro-activation et,
d’autre part, l'inhibition du programme de quiescence. Les mécanismes impliqués dans le
retour a I'équilibre homéostatique sont moins bien compris. Toujours est-il que la fin de
réponse est caractérisée par une mort massive par apoptose et la survie d'un petit pool des LT

ayant été activés.

[1.2.1. Modifications phénotypiques et fonctionnelles associées a

'activation/expansion des LT

La rencontre entre un LT quiescent et une DC présentant I'antigene spécifique aboutit a
la formation de la synapse immunologique, structure dynamique dans le temps et l'espace.
Cette zone de contact integre la majorité des signaux activateurs : 'antigene, les molécules de
co-stimulation et les cytokines inflammatoires (respectivement signal 1, 2 et 3). Le tout

remodele en profondeur les propriétés des LT.

Tout d’abord, la stimulation efficace des LT implique un changement précoce et
transitoire de leur comportement migratoire dépendant de l’activation de la voie PI3K/Akt et
de mTor. CD62L est non seulement régulé par le clivage de sa partie extracellulaire
rapidement apres l'activation du LT, mais également par un arrét de la transcription de son
gene. Conjointement, I'expression des récepteurs aux chimiokines CCR7 et S1P1 est également
diminuée (Sinclair et al,, 2008). L’ensemble correle avec une diminution de I'expression de
KIf2 des les premieres heures d’activation. Ce dernier point a notamment été montrée in vivo
apres infection par le virus LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus)(Grayson et al., 2001).
D’autres mécanismes sont également a I'ceuvre, dont certains lient directement I'acquisition
de marqueur d’activation et l'inhibition de molécules exprimées par les LT quiescents. Le

relargage d’'IFN de type I précocement au cours de la réponse entraine l'augmentation
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d’expression du marqueur d’activation CD69. Ce dernier controle négativement I'expression
de S1P1 (Shiow et al.,, 2006). L’ensemble favorise non seulement 'arrét des LT prolongeant
leur contact avec la DC, mais aussi leur rétention dans I'OLS propice a la

prolifération/différenciation des cellules activées.

Parallelement, la nécessité en signaux de survie est modifiée dans ces LT. En effet,
I'expression de I'IL7R diminue au cours de I'activation des LT, ce qui correle avec la réduction
de 'expression de la molécule anti-apoptotique Bcl2 (Grayson et al., 2001; Kaech et al., 2003).
Ceci implique une plus grande sensibilité a 'apoptose en absence de signaux de survie
adéquat. En paralléele, apparait transitoirement 'expression de I'IL2R (Kaech et al., 2003).
L’IL2 est la cytokine importante de cette phase de croissance cellulaire/expansion clonale et
influe la différenciation des LT en cellules effectrices et mémoires (Malek and Castro, 2010).
Dans les LT, son expression est induite par une combinaison de signaux activateurs
(notamment via les facteurs de transcription NFAT et AP-1), mais également par la levée de la
répression imposée par le co-activateur transcriptionnel Tob1 (transducer of ErbB2).

Tob1 est fortement exprimé dans les LT quiescents. Il inhibe I'expression de cdk2 et de la
cycline E. Parallelement, il favorise 'expression de p27KIP1. De plus, Tobl peut former un
complexe avec certains membres de la famille des facteurs de transcription Smad et, en se
fixant sur une séquence inhibitrice du promoteur de I'IL2, réprime la transcription de ce
dernier. Ceci correle donc avec un maintien de la cellule a I'état de quiescence. La déplétion de
Tob1l n'induit par la prolifération spontanée des LT. En revanche, elle permet leur
prolifération en aval de la stimulation du TCR seul. La co-stimulation fournit par la molécule
CD28 ou la stimulation par la cytokine IL2 n’est plus nécessaire a ce processus. Ainsi, Tob1
impose la présence d’'un signal de co-stimulation ou cytokinique pour I'entrée en cycle des LT.
L’engagement du TCR et du CD28 provoque la diminution de 'expression de Tob1 en aval des

MAPkinases et donc la dé-répression de la transcription de I'IL2. (Tzachanis et al., 2001).

Cette croissance et prolifération massive nécessitent une adaptation des voies
meétaboliques a I'ceuvre dans la cellule, s’orientant vers un régime anabolique. En effet, le
besoin en énergie est considérable pour augmenter la syntheése protéique et lipidique
nécessaire. L'activation forte de la PI3K et des effecteurs Akt et mTor est un mécanisme
central permettant cet apport (Jacobs et al., 2008). L’activation prononcée de la voie PI3K est
également détectée en aval de récepteurs aux cytokines tels que I'lL2R (Cornish et al., 2006).

Elle participe a l'inactivation de facteurs de quiescence tels que KlIf2 et les FoxOs dont nous
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reparlerons plus tard. Ce signal est nécessaire a la différenciation en LT effecteurs. En effet, un
défaut de la génération de LT cytotoxiques est observé dans un modele murin ou le géne
codant la chalne a du récepteur a I'IL2 a été invalidé (Pipkin et al., 2010). Notons que la
différenciation en LT cytotoxiques peut également nécessiter la présence d’autres cytokines
telles que I'lL12 (Takemoto et al, 2006). Il serait intéressant de relier ces signaux au

processus de rupture de quiescence.

Enfin, les mécanismes de sortie suite a la différentiation en LT effecteurs restent mal
compris. Néanmoins, il a été montré que 'expression de S1P1 est nécessaire a la sortie du
ganglion des LT. Ayant perdu 'expression de CD62L et CCR7, les LT effecteurs n’ont plus la
capacité d’entrer dans les OLS. En parallele, ces cellules expriment des combinaisons de
récepteurs aux chimiokines inflammatoires et molécules d’adhésion, spécifiques de tissus
périphériques inflammeés. L’'invalidation du gene KIfZ correle, par exemple, avec I’'expression
de récepteurs aux chimiokines inflammatoires tels que CCR5 (Sebzda et al., 2008). Il est donc
envisageable que l'inhibition de certains facteurs impliqués dans la circulation des LT

quiescents permette leur adressage vers le site de I'infection.

En conclusion, la mise en place des phases d’activation et d’expansion clonale nécessite
«une extinction» du/des programme(s) permettant de maintenir la quiescence,
parallelement a I'enclenchement du programme d’activation en réponse l'antigéne. Ainsi, la
rupture de quiescence est un parametre important de I'activation des LT quiescents, qu’ils

soient naifs ou mémoires.

[1.2.2. Modifications phénotypiques et fonctionnelles associées a la phase de

contraction

La phase de contraction permet le retour a I'équilibre homéostatique via la mort par
apoptose de 90 a 95% des LT spécifiques de l'antigéne. Les facteurs qui déclenchent ce

processus sont encore mal compris.

La phase de contraction pourrait étre la résultante du déclenchement d’'un programme
d’inhibition de l'activation. Ceci pourrait étre le fait de 'expression de molécules inhibitrices
type PD-1 ou de la présence de cytokines type TGF-f3. Prenons pour exemple la molécule de

co-stimulation CTLA-4, un homologue de CD28 capable de se lier aux mémes ligands, qui est

40



exprimée a la surface des LT deux a trois jours apres activation. Cette protéine a été impliquée
dans l'inhibition de I'activation et de la prolifération au cours de I'expansion (Walunas et al,,
1994). 1l est envisageable que I'expression de CTLA-4 et sa signalisation bloquent les signaux
de survie induits par le TCR et CD28, ce qui pourrait participer a la mort des LT dans le

contexte peu décrit d’'une fin de réponse.

Il a été suggéré que I'élimination de I'antigene puisse étre directement impliquée dans le
déclenchement de la phase de contraction. Cependant, cette hypothese est notamment
infirmée par une étude dans laquelle des souris on été traitées par un antibiotique 24 heures
apres avoir été infectées par Listeria monocytogenes. Ce traitement n’affecte ni l'initiation ni
la cinétique de la phase de contraction (Badovinac et al., 2002).

Une autre hypothése donne un role actif a I'inflammation dans la régulation de la phase
de contraction, et plus particulierement a I'I[FNy. Ainsi, dans un modele de souris déficiente
pour I'IFNy, la mort cellulaire est nettement diminuée lors de la phase de contraction
(Badovinac et al., 2000). De plus, une faible inflammation, caractérisée notamment par une
production limitée d'IFNy, en début de réponse aboutit a une quasi absence de phase de
contraction (Badovinac et al., 2004). Ceci suggere que la phase de contraction peut également
étre controlée précocemment au cours de la réponse.

Enfin, il a été proposé que la déprivation en facteurs de survie des LT CD8* puisse
induire la mort cellulaire caractéristique de la phase de contraction. Ainsi, la présence d’'un
signal IL15 ou IL2 durant la phase de contraction protege les cellules de la mort (Blattman et
al,, 2003; Yajima et al., 2006). Notons que cette hypothése n’est pas encore totalement admise.
Une étude montre par exemple que la modification du rapport nombre de cellules/quantité de
ressources disponibles n’affecte pas la phase de contraction (Prlic and Bevan, 2008).

La déprivation en signaux de survie est notamment responsable de 'activation de la voie
mitochondriale de I'apoptose via 'induction de la molécule pro-apoptotique Bim. Or, il a été
montré que Bim joue un role crucial dans la phase de contraction. En effet, son invalidation
entraine une accumulation de LT en fin de réponse apres infection virale ou bactérienne
(Hildeman et al., 2002; Pellegrini, 2003). L’expression de Bim ne variant pas, il est proposé
que la diminution de l'expression de Bcl2 au cours de l'activation modifie la balance
mort/survie des LT, qui, en fin de réponse, bascule vers I'apoptose induite par Bim (Grayson
et al,, 2001; Hildeman et al.,, 2002).

Une autre protéine a été suggérée comme impliquée dans la phase de contraction qui

cette fois fait intervenir la voie extrinseque d’induction de I'apoptose : Fas (Strasser et al,,
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2009). Cependant, I'invalidation du gene codant pour cette molécule ne semble pas affecter la
phase de contraction (Pellegrini, 2003). Ceci peut étre expliqué par le fait qu’'en fin de
réponse, la diminution de la charge en pathogene entraine une plus faible stimulation du TCR.
Or, Fas a été majoritairement impliqué dans le mécanisme d’AICD, c’est-a-dire de mort induite
suite a l'activation du LT. Des études récentes suggerent en fait que Fas aurait un role de
soutien de Bim dans l'induction de la phase de contraction dans le cas d’infections chroniques

(Green, 2008).

La phase de contraction pourrait aussi étre vue comme résultant de la réexpression des
facteurs de quiescence. Au lieu de favoriser un retour en quiescence, I'expression de ces
facteurs dans un contexte de cellules activées, voire en prolifération, pourrait entrainer le
déclenchement d’un arrét de la prolifération et, éventuellement, d'un programme de mort. On
serait face a une sorte d’'impossibilité de la cellule a conjuguer les signaux de prolifération et
de quiescence. Regardons de plus pres certains facteurs de quiescence.

Le facteur de quiescence KIf2 est a nouveau exprimé des le pic de I'expansion clonale d'une
réponse immune, comme observé a jour 8 post infection par le virus LCMV (Grayson et al.,
2001). Il a été observé in vitro que I'expression forcée et non régulée de Klf2 dans des cellules
prolifératives (en I'occurrence une lignée cellulaire) aboutit a un arrét de leur prolifération
(Buckley et al., 2001; Wu and Lingrel, 2004). Cependant, I'absence d’expression de Klf2 ne
semble pas affecter la cinétique d'une réponse immune in vivo (Takada et al.,, 2011).

Un autre exemple est l'inhibiteur du cycle p27KP1, qui est notamment une cible
transcriptionnelle de Klf2. Il a été montré in vivo que l'invalidation du géne codant p27XIP1
entraine un délai dans l'enclenchement de la phase de contraction. De plus, elle améliore
quantitativement et qualitativement I'efficacité d’'une réponse secondaire (Singh et al., 2010a).
p27KIP1 semble donc agir comme un régulateur négatif de la réponse immune : il favorise un
retour a I'équilibre en fin de réponse. Ceci peut également étre rapproché du fait qu’in vitro,
dans une lignée cellulaire T, une déprivation en cytokine entraine un arrét de prolifération

induit par p27XIP1 qui peut précéder une apoptose induite par Bim (Dijkers et al., 2002).

Ainsi, il est envisageable qu'une certaine combinaison de facteurs de quiescence puisse
dans des LT activés et/ou en prolifération, induire un arrét de leur prolifération découlant
potentiellement sur un programme de mort. Ceci s’effectuerait en conjonction des autres

éléments impliqués dans la phase de contraction évoqués ci-dessus.
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[1.2.3. Modifications phénotypiques et fonctionnelles associées a la différenciation en

LT mémoires

La fin d'une réponse immune est également caractérisée par la subsistance de 5 a 10%
des LT activés qui représentent le pool de cellules mémoires. La différenciation en LT

meémoires fait elle aussi intervenir de nombreuses hypotheses.

La plupart de ces hypotheses sont des variantes de deux modeles principaux non
exclusifs au vu des diverses observations expérimentales: le modele de différenciation
linéaire et le modele de différenciation ramifiée (Gerlach et al.,, 2010; Manjunath et al., 2001)
(Figure 10). Le premier implique une différenciation progressive des LT passant d'un état
naif, a un état effecteur puis mémoire. Le modele de différenciation ramifiée, quant a lui,
suggere que les LT mémoires émergent directement des LT naifs, au méme titre que les LT
effecteurs. Une des variantes de ce modele implique une premiere division cellulaire
asymétrique, engendrant une répartition inégale des composants intracellulaires dans les
cellules filles. La cellule dérivant du pdle apical, c’est-a-dire du coté ou s’est formée la synapse
immunologique, présente des caractéristiques de LT effecteurs. Inversement, la cellule

dérivant du pdle basal s’apparente a un LT mémoire (Chang et al., 2007).
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Figure 10: Modeéles principaux proposés pour la différenciation des LT mémoires
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L’intégration des signaux 1, 2 et 3 d’activation a un rdle crucial dans la génération de LT
effecteurs ou de LT mémoires. Les modulations spatiales et temporelles de ces signaux, ainsi
que leur nature, participent a la régulation de cette balance LT effecteurs/LT mémoires. Elles
induisent une grande diversité au sein des LT effecteurs au pic de 'expansion clonale. En effet,
deux populations ont été décrites a ce stade: les SLECs (short-lived effector cells) et les
MPECs (memory precursor effector cells). Les premiers sont a 'origine des LT effecteurs a
courte durée de vie, tandis que les seconds sont a l'origine des LT mémoires (Figure 11).
Différents parametres peuvent donc affecter la génération de LT effecteurs versus LT
mémoires. Une stimulation prononcée et/ou répétée du TCR, ainsi qu’une forte inflammation
(IFNy, IL12 par exemple) favorisent par exemple la génération de SLECs. L’inverse incline
davantage la balance du c6té d'une différenciation en MPECs, de méme qu’'une diminution de
la durée de l'infection (Badovinac et al., 2004; Sarkar et al., 2007; Cui et al.,, 2009). De plus,
certaines molécules de co-stimulation peuvent aussi intervenir, comme 0X-40 qui favorise la
génération de LT mémoires (Mousavi et al., 2008). Enfin, la coordination des différents
signaux est aussi tres importante dans I'établissement de cette balance. Ainsi, la stimulation
du TCR et la perception de signaux inflammatoires par le LT doit s’établir de fagcon quasi
simultanée pour favoriser la génération de LT effecteurs tardifs (Sarkar et al.,, 2008; Pham et

al, 2009).
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Figure 11: Signaux et mécanismes sous-jacents a la balance entre SLECs et MPECs

D’apreés (Cui and Kaech, 2010)

Outre les signaux extracellulaires, 'expression et l'activité d’'un réseau moléculaire
intracellulaire interactif influencent également la balance LT effecteurs/LT mémoires.
Prenons pour exemple deux facteurs de transcription qui ont été particulierement étudiés du
fait de leur rdle dans la régulation des fonctions effectrices des LT CD8* et dans la

différenciation en LT mémoires. Il s’agit de T-bet et Eomes, deux membres de la famille des
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facteurs de transcription a «boite T». Ils agissent de facon coopérative pour induire les
fonctions effectrices des LT CD8* et leur différenciation en LT mémoires. T-bet favorise la
génération d’effecteurs a courte vie et de Tem, tandis qu'Eomes est propice a la génération
des Tcm (Cui and Kaech, 2010).

Il semble que la protéine mTor joue un role sur cette balance T-bet/Eomes, favorisant une
différenciation en LT effecteurs (Rao et al., 2010). En effet, il a été montré que I'inhibition de
mTor par la rapamycine est propice a la formation de LT mémoires. L'implication de mTor
dans ces processus est cependant plus complexe qu’évoquée. En effet, la génération de LT
mémoires est favorisée lorsque l'activité de mTor est inhibée par une faible dose de
rapamycine dans les huit premiers jours d’'une réponse immune ou par une forte dose a partir
du pic de I'expansion clonale (Araki et al., 2009). Ces données sont a rapprocher du rdle des
facteurs cytokiniques IL2 et IL15. In vitro, la culture de cellules stimulées par I'antigene dans
un milieu riche en IL15, ou avec une faible dose d’IL2, conduit a leur différentiation en Tcm.
L’inverse est observé pour une forte dose d’'IL2 (Manjunath et al., 2001). Ceci correle avec la
différence d’intensité d’activation de la voie PI3K en aval des récepteurs a I'IL15 et a I'IL2
(Cornish et al., 2006; Sinclair et al., 2008). Ainsi, I'IL2 induit une plus forte activation de la
PI3K et donc de mTor, ce qui favoriserait une différenciation en LT effecteurs.
Réciproquement, I'IL15 induit une plus faible activation de la voie PI3K menant a une activité

modérée de mTor, propice a une différenciation en LT mémoires.

La différenciation en LT mémoires pourrait résulter d’'une régulation particuliere des
facteurs impliqués dans la quiescence dans une petite population de LT activés et/ou LT
effecteurs au cours de la réponse. Peu d’observations permettent a ’heure actuelle d’étoffer
cette hypothese. Néanmoins, voici quelques pistes de réflexion.

Dans un modele murin infecté par le virus LCMV, les premiers jours d’activation des LT sont
associés a une diminution drastique des facteurs de quiescence KlIf2, Bcl2 et p27KIP1 A jour 8
apres infection, les LT effecteurs ré-expriment Klf2, Bcl2, mais aussi p27KP1. Au stade
meémoire, les LT expriment fortement Klf2 et Bcl2, mais pas p27XP1 (Grayson et al., 2001). Par
ailleurs, au pic d’expansion clonale, une faible proportion des LT exprime a nouveau I'IL7R, ce
qui correle avec l'expression de Bcl2. Ces cellules semblent étre les précurseurs des LT
meémoires (MPECs) qui survivront a la phase de contraction (Kaech et al., 2003).

Une autre observation en faveur d’'une régulation complexe du réseau des effecteurs de la
quiescence dans la différentiation en LT mémoires provient des observations d’une

modulation de l'intensité d’activation de la PI3K en aval des récepteurs en cytokines. En effet,
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cette activation module l'activité et I'expression d'un certain nombre de facteurs de
quiescence, comme KIf2 et les FoxOs dont nous reparlerons. On pourrait envisager que la
différenciation en LT mémoires favorisée par un signal IL15 passe également par une
activation modérée de la voie PI3K. Elle impliquerait, par conséquent, une inhibition partielle
ou qualitativement différente du programme de quiescence. En revanche, en présence d’'IL2,
le programme de quiescence serait totalement inhibé, favorisant ainsi la différenciation en LT
effecteurs.

Evoquons a présent, a nouveau la protéine mTor, conjointement avec la protéine AMPK, pour
son role dans la régulation de la différenciation en LT mémoires par un controle du
métabolisme. Comme on l'a vu, l'inhibition de mTor et l'activation de ’AMPK favorise la
transition d’'un régime anabolique a un régime catabolique. Il est également envisageable que
le régime catabolique soit constamment maintenu dans un petit pool cellulaire au cours de la
réponse immune, caractérisant ainsi les futurs LT mémoires. Des facteurs impliqués dans la
quiescence pourraient tout a fait participer a la régulation de la différenciation en LT

mémoires d'un point de vue métabolique.

Apres avoir comparé les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de deux
populations de LT quiescents, les LT naifs et les LT mémoires, et montré les mécanismes
moléculaires qui permettent le maintien actif de cet état, j’ai donc développé quelques points
concernant les roles de cette machinerie au cours de la réponse des LT CD8*. Je vais, a présent,
présenter plus en détail une famille de protéines impliquée dans le maintien de la quiescence :

les facteurs de transcription FoxOs.
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[I1.Les facteurs FoxOs

Les facteurs FoxOs?3? (Forkhead box O) appartiennent a la famille des facteurs de
transcription Forkhead caractérisée par un domaine de liaison a 'ADN d’une centaine
d’acides aminés. Ce domaine, lui méme appelé domaine Forkhead, a permis l'identification des
membres de cette famille de la levure a I'homme. Il est formé de trois hélices a, trois brins 3 et
de deux larges boucles, d’ou son autre appellation « winged helix domain » (Clark et al., 1993;
Obsil and Obsilova, 2011a). La sous-famille FoxO (Forkhead box subgroup O) comprend
quatre membres chez les mammiferes: FoxO1 (FKHR), FoxO3 (FKHRL1), Fox04 (AFX) et
Fox06 (Wang et al., 2009). Le domaine Forkhead des FoxOs interagit spécifiquement avec des
motifs consensus de type 5'-GTAAA(T/C)AA-3', initialement décrit pour leur homologue
DAF16 du nématode Caenorhabditis elegans. 11 peut aussi se fixer sur les séquences de
réponse a l'insuline (IRS), 5'-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3', avec une plus faible affinité (Brent et
al., 2008; Obsil and Obsilova, 2011a). Les facteurs FoxOs sont exprimés dans un large panel
d’organes excepté Fox06 dont l'expression est restreinte au systéme nerveux central
(Furuyama et al., 2000). Il est d’ailleurs régulé par des mécanismes différents des autres
FoxOs (Jacobs et al,, 2003; van der Heide et al,, 2005). FoxO1 et Fox03 sont les facteurs FoxOs
les plus exprimés dans le systeme immunitaire. En terme de spécificité d’organes, FoxO1 est
majoritairement détecté dans la rate et les ganglions, alors que Fox03 est principalement
retrouvé dans le thymus et la moelle osseuse. En terme de spécificité cellulaire, les LT et les
LB expriment préférentiellement FoxO1, tandis que les cellules de l'immunité innée
contiennent davantage de Fox0O3 (Dejean et al., 2011). Par la suite, j'utiliserai le terme FoxOs

pour évoquer a la fois Fox01, FoxO3a et Fox04.

Les facteurs FoxOs ont la particularité de combiner deux types de fonctions. Ils exercent,
d’'une part, une activité de régulateur transcriptionnel dans le noyau. Ce sont des facteurs de
transcription: ils induisent spécifiquement la transcription de plusieurs genes cibles. En plus,
ils ont été récemment décrits comme facteurs de remodelage de la chromatine, les
rapprochant a ce titre de la sous-famille A des facteurs Forkhead. D’autre part, ils possedent
une activité promotrice de l'autophagie dans le cytoplasme de la cellule. N'étant que peu

documenté a l'heure actuelle, je n’aborderai que succinctement le role de régulateur

3 Notons ici que par convention ces protéines sont désignées par une écriture en lettres majuscules chez 'homme, alors que
chez la souris la premieére lettre est en majuscule et les suivantes en minuscules (par exemple FOX01 chez I'homme et Foxo1l

chez la souris), 'acronyme FoxO avec « ox » en minuscules indiquant que I'on parle de ces facteurs de maniére générale.
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chromatinien des FoxOs, ainsi que leur réle cytosolique dans la suite de ce chapitre. Dans un
premier temps, je vais décrire de quelles facons I'activité transcriptionnelle des FoxOs est
controlée dans les LT. Je ferai appel a des observations obtenues dans d’autres modeles
cellulaires pour exposer certains concepts pertinents, potentiellement transposables dans les
LT. Dans un second temps, je développerai les propriétés cellulaires dans lesquelles l'activité
transcriptionnelle des FoxOs est impliquée en présentant les résultats obtenus dans un

contexte de LT.

IIL.1. Régulation de I'activité transcriptionnelle des FoxOs

Dans des cellules quiescentes, et notamment les LT, les protéines FoxOs sont
majoritairement nucléaires (Brunet et al., 1999; Fabre et al., 2005). IIs ont ainsi la possibilité
d’activer/réprimer la transcription d’'une panoplie de genes que j’évoquerai dans le prochain
chapitre. Ils ont également I'opportunité d’influer le remodelage de la chromatine. Le rdle de
facteur de transcription des FoxOs étant établi depuis plus longtemps, la plupart des études
portant sur la régulation de l'activité transcriptionnelle des FoxOs se sont concentrées sur cet
aspect. Le controle de l'activité transcriptionnelle des facteurs FoxOs s’effectue a plusieurs
niveaux. Tout d’abord, il s’effectue sur leur capacité de liaison a 'ADN et leur localisation
subcellulaire. Ces deux parametres sont souvent conjointement régulés et impliquent tout un
échafaudage de modifications post-traductionnelles. A plus long terme, [lactivité
transcriptionnelle des FoxOs peut étre régulée par un contrdle de I'expression méme de ces
facteurs. Enfin, la transcription, en elle-méme, induite par les facteurs FoxOs peut s’effectuer
de maniére directe ou impliquer des interactions avec des co-facteurs. Ceci est également le
cas pour son activité de remodelage de la chromatine. J'ajouterai également a cela l'activité
cytosolique des FoxOs qui, bien qu’indépendante de la transcription, nécessite aussi des co-

facteurs. Reprenons a présent dans le détail chacun des points énoncés.
[II.1.1. Controle de la localisation subcellulaire des FoxOs

ll1.1.1.a. Laphosphorylation des FoxOs

Le mécanisme de régulation le mieux connu affecte la localisation subcellulaire des
FoxOs. Celle-ci est régulée en aval des récepteurs a I'antigene, mais aussi en aval de récepteurs
aux cytokines et aux chimiokines dans un contexte lymphocytaire T et B (Stahl et al., 2002;
Yusuf et al., 2004; Charvet et al., 2006; Ticchioni et al., 2007; Harada et al., 2010). Regardons
de plus pres les éléments démontrés dans les LT. Il a été observé au laboratoire que la

formation de conjugués LT humains-DC en présence d’antigene aboutit a ’exclusion nucléaire
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prolongée de FoxO1 via I'activation de la voie PI3K/Akt. Ceci s’accompagne donc d’un arrét de
son activité transcriptionnelle et autorise I'activation et la prolifération des LT (Fabre et al,
2005). Ce mécanisme a également été mis en évidence pour FOXO03 et FOXO4. Plus
précisément, Akt, mais aussi la famille SGK, une fois activées par la PI3K, se transloquent dans
le noyau ou elles peuvent phosphoryler les FoxOs sur deux résidus sérines et un résidu
thréonine conservés (Nakae et al,, 1999; Biggs et al., 1999; Kops et al,, 1999; Brunet et al,,
2001). Les deux sites du coté N-terminal constituent un point d’ancrage typique de la protéine
chaperonne 14-3-3. Une fois lié I'un a l'autre, une franche déstabilisation de la liaison
FoxO/ADN est observée, aboutissant a I'export nucléaire et a la rétention cytoplasmique des
FoxOs (Brunet et al, 1999). Notons que la délocalisation des FoxOs par 14-3-3 implique
également un masquage du domaine Forkhead et de séquences de localisation nucléaire
(NLS), ainsi qu'une exposition de séquences d’export nucléaire (Rena et al., 2001; Brunet et

al., 2002; Obsilova et al., 2005; Silhan et al., 2009) (Figure 12).

D’autres phosphorylations, influant la localisation des facteurs FoxOs, ont été décrites
dans d’autres modeles cellulaires. L’'idée, ici, n’est pas de faire une liste exhaustive des
modifications encourues par chaque membre du sous-groupe FoxOs dans des cellules non
lymphoides. Il est plutét question d’appréhender le fait qu’il existe une sommation de
phosphorylations possibles, plus ou moins interconnectées, qui garantissent ensemble un fin
controle de 'activité transcriptionnelle des FoxOs selon les stimuli extracellulaires. L’activité
des kinases CK1 et DYRK1A, en conjonction avec les phosphorylations induites par Akt/SGK,
favorisent I'export nucléaire par la machinerie d’export spécialisée GTPase Ran/exportine
Crm1 (Chromosomal region maintenance protein)(Woods et al, 2001; Rena, 2002). Autre
exemple, CDK2 et CDK1 (cyclin dependant kinase), protéines clés de la progression dans le
cycle cellulaire, peuvent phosphoryler FOXO1 sur la Sz49 et entrainer son inactivation du fait
de sa localisation cytoplasmique. Cette phosphorylation est abrogé en cas de dommages a
I’ADN et favorise une localisation nucléaire des FoxOs ; ceci pouvant conduire a 'apoptose des
cellules endommagées (Huang et al.,, 2006; Liu et al,, 2008). Il est important de noter qu'une
étude sur CDK1 a montré I'effet inverse de cette kinase, c’est-a-dire favorisant la localisation
nucléaire et 'activation de FOXO1. La différence provient peut-étre du fait que, cette fois-ci, il
s’agit d'un modele cellulaire non tumoral (Yuan et al., 2008). Cette régulation en réseau peut
favoriser un controle spatial (selon la localisation des kinases par exemple) et temporel (via
une phosphorylation dépendante d’une autre notamment) des FoxOs, fournissant une

réponse adaptée aux stimuli. Par ailleurs, bien qu'’il soit trés probable qu'un réseau complexe
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et semblable existe aussi dans les LT, le dernier exemple permet de garder a I'esprit que

toutes les données ne sont pas transposables d'un modéle cellulaire a un autre.
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Figure 12: La phosphorylation des FoxOs par Akt induit leur liaison a la protéine chaperonne 14-3-3,

aboutissant a leur exclusion nucléaire

Le parcours inverse des FoxOs, c’est-a-dire du cytoplasme au noyau, est également
finement régulé par un ensemble de modifications post-traductionnelles décrits dans des
systemes non lymphoides. La seule phosphatase clairement actrice de ce phénomeéne, connue
a I'heure actuelle, est PP2A (Yan et al., 2008). Elle dé-phosphoryle par exemple FOXO03 sur les
résidus T3z et Szs3, le dissociant alors de 14-3-3 (Singh et al., 2010b). De fagon plus inattendue,
des kinases participent aussi a cette localisation nucléaire. La famille des kinases JNK en est
un exemple en cas de stress oxydatif notamment ou de privation en facteurs de croissance
(Essers et al., 2004; Shen et al., 2010; Wang et al., 2012b). Une autre observation implique la
kinase MST-1 (mammalian Ste20-like kinase) suite a un stress oxydatif. Elle phosphoryle la
sérine 207 de FOXO03, hautement conservé dans le domaine Forkhead, entralnant la

dissociation du complexe cytoplasmique FOX03/14-3-3. Ceci conduit a la translocation
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nucléaire de FOX03 et a la reprise de son programme transcriptionnel (Lehtinen et al., 2006).
Un travail récent montre in vivo que I'absence d’expression de MST-1 dans des LT correle
entre autre avec une localisation majoritairement cytoplasmique de FOXO03, mais aussi,
étonnamment, avec une diminution de la quantité protéique de Foxol et de Foxo3. Le tout
affecte la survie des LT naifs (Choi et al,, 2009; Nehme et al,, 2012).

Le point essentiel que je souhaite souligner ici est I'existence d’'une hiérarchisation des stimuli
extérieurs intégrée au niveau d'une gamme de modifications post-traductionnelles
engendrées, le tout régulant l'activité des FoxOs. L’insuline et les facteurs de croissance
entrainent I'apparition de modifications post-traductionnelles, orientant vers une
séquestration cytoplasmique des FoxOs. Un signal de stress oxydatif, quant a lui, avec son
panel de phosphorylations engendrées impose une localisation nucléaire des FoxOs. Lors
d’expériences menées en présence d’insuline/facteurs de croissance et d'un stress oxydatif,
les FoxOs se localisent dans le noyau, et ce malgré la présence de modifications post-
traductionnelles fonctionnellement contradictoires. 11 existe donc une hiérarchie des
modifications post-traductionnelles. Dans le cas présent, ceci assure une réactivation rapide
des facteurs FoxOs lors d’un stress cellulaire pour adapter la réponse cellulaire a ce contexte

critique.

lI1.1.1.b. D’autres modifications post-traductionnelles ciblent les FoxOs

Outre les phosphorylations, d’autres modifications post-traductionnelles peuvent
moduler la localisation des FoxOs. Le niveau d’acétylation de lysines particulieres de ces
protéines joue par exemple un réle important dans ce processus. Cette balance implique d’'une
part des acétylases dont la plus connue est I'acétylase CBP/p300 (cAMP-Responsive Element-
Binding protein) qui est majoritairement nucléaire. D’autre part, elle requiére des membres
de la famille des désacétylases sirtuins qui peuvent étre nucléaires et cytoplasmiques (SIRT1,
2 et 3). Je ne donnerai ici qu'un exemple de leurs roles permettant de relever un concept
intéressant dans la compréhension de la régulation de 'activité des FoxOs. Lors d'un stress
oxydatif, les protéines FoxOs se localisent dans le noyau et peuvent étre acétylées par
CBP/p300. La désacétylase Sirt1 peut alors former un complexe avec les FoxOs et provoquer
leurs désacétylations. Dans ce contexte, elle favorise la liaison a I’ADN des FoxOs et la
transcription des génes impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire et la réparation de '’ADN. A
I'inverse, elle inhibe celle de génes induisant la mort cellulaire (Brunet et al., 2004; Horst et
al., 2004; Motta et al,, 2004; Daitoku et al., 2004). Ceci souléve une idée intéressante pour la

suite: la présence des FoxOs dans le noyau, du fait d’'une combinaison de toutes ces
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modifications post-traductionnelles, ne présage pas d’une activité transcriptionnelle uniforme
a un instant t sur tous leurs genes cibles. L’acétylation/désacétylation, couplée aux autres
modifications, offre un niveau de régulation complémentaire permettant des variations plus
fine, spécifique de genes, en fonction du stimulus ou de la cinétique. Des exemples de ce type
de régulation différentielle de génes cibles sont également connus dans les LT et je reviendrai

sur ce point dans le chapitre sur les fonctions des facteurs FoxOs.

Le dernier point que je vais exposer démontre l'intrication de modifications de nature
différentes dans le contrdle de 'activité des FoxOs. FOXO1 peut étre méthylé sur plusieurs
résidus arginines par la protéine PRMT1 (protein arginine methyltransferase). In vitro et in
vivo, cette méthylation bloque directement la phosphorylation de FOXO1 sur la Szs3,
aboutissant a sa rétention dans le noyau (Yamagata et al., 2008). Dans cette optique, il est
important de considérer qu'il existe d’autres types de modifications post-traductionnelles des
FoxOs, dont je vais aborder un dernier exemple : I'ubiquitination. Suite a un stress oxydatif,
FOXO04 peut étre mono-ubiquitinylée entrainant alors sa relocalisation nucléaire et sa reprise
d’activité transcriptionnelle (Horst et al., 2006). Il est intéressant de noter que certains
résidus mono-ubiquitinés sont aussi les cibles de 'acétylation par p300/CBP suggérant une
compétition entre ces deux modifications post-traductionnelles. Un autre détail intriguant est
que cette ubiquitination est exercée par I'E3 ligase MDM2, dont nous allons voir dans le
paragraphe suivant que des effets tres différents ont été décrits pour les autres FoxOs
(Brenkman et al, 2008). Quoi qu’il en soit, une claire dépendance entre les diverses
modifications existe, suggérant le large panel de réponses que peuvent proposer les FoxOs

face a la complexité environnementale (Figure 13).
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Figure 13: Principales modifications post-traductionnelles régulant I'activité des facteurs FoxOs
Fox01 est ici pris pour exemple.

D’apreés (Zhao et al.,, 2011)
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[11.1.2. Régulation de I'expression des FoxOs

La régulation de l'activité des FoxOs telle que précédemment présentée peut étre
renforcée par un controle de leurs propres expressions. Ces processus sont généralement plus
longs a se mettre en place, mais efficace a plus long terme. Ils s’exercent a plusieurs niveaux :

par un controdle de la transcription des FoxOs et par celui de leurs expressions protéiques.

lI1.1.2.a. Régulation transcriptionnelle des facteurs FoxOs

L’expression des FoxOs implique une régulation au niveau de la transcription méme de
ces facteurs. Dans les populations lymphocytaires, quelques données récentes attestent ce
type de mécanismes. De fagon tres intéressante, I'expression de Foxol et Foxo3 est régulée
positivement par liaison du facteur de transcription STAT3 sur des séquences consensus dans
des LT naifs CD4*. Ce controle étroit semble avoir un réle crucial dans la quiescence et
'activation des LT que j'’évoquerai ultérieurement (Oh et al,, 2011). Les facteurs E2A et EBF1
peuvent quant a eux reconnaitre des séquences particuliéres sur le locus de FoxO1 et affecter
le développement de LB. De méme, suite a un dommage a ’ADN, p53, facteur impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire et de l'apoptose notamment, peut se lier directement au
promoteur de Foxo3 et le transactiver dans des thymocytes notamment (Renault et al,, 2011).
D’autres facteurs de transcription impliqués dans des fonctions similaires a celles des facteurs
FoxOs présentent cette capacité d'induction de la transcription de ces derniers. Par exemple, il
a été montré qu'E2F-1 stimule positivement la transcription basale de FOX0O1 et FOX03 par
liaison directe dans une lignée de neuroblastomes. Cette régulation n’est pas a I'ceuvre dans
tous les types cellulaires testés dans I'étude (Nowak et al, 2007). Les FoxOs eux-mémes
posseédent la capacité de réguler leurs propres transcriptions, impliquant alors une boucle de
régulation positive. Le promoteur de FOXO1 possede un site consensus reconnaissable par le
domaine Forkhead et liant effectivement non seulement FOXO1 mais aussi FOX03, qui le
transactive en retour. FOXO3 peut également activer la transcription de FOX04 (Papadia et al,,
2008; Essaghir et al., 2009). Notons aussi que des membres d’autres sous-groupes de la

famille Fox peuvent réguler la transcription des FoxOs (Berry et al., 2008).

Outre les facteurs de transcription, d’autres protéines peuvent affecter la transcription
des génes FoxOs, dont voici un exemple. En cas de carence en nutriments équivalent a un
faible niveau d’AMP, 'AMPK est activée et engage l'adaptation du régime métabolique
cellulaire. Il a été notamment montré qu’elle peut phosphoryler FOX03 et entrainer une

reprise de I'activité transcriptionnelle de ce dernier (Greer et al., 2007). Le point important ici
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est qu'en combinaison avec des glucocorticoides, elle régule également positivement la
transcription de FOX03. Ce dernier peut alors augmenter lui méme sa propre transcription, se
liant a son propre promoteur (Liitzner et al., 2012). Cette voie s’oppose clairement a la voie
PI3K/Akt/SGK plagant FOX03 au cceur d’'une balance entre anabolisme/catabolisme voire, au
final, d’'une balance survie/mort.

Plusieurs observations laissent a penser qu'’il existe bel et bien une régulation de I’expression
méme des FoxOs dans les LT et qu'une boucle de régulation positive est tout a fait
envisageable. En effet, la quantité des transcrits Foxo3 est réduite dans des LT murins activés
par un anti-CD3 pendant 24 heures. Cette diminution est encore plus forte en combinant cette
stimulation avec un anti-CD28 et/ou de I'IL2. Ceci correle notamment avec une forte
activation de la voie PI3K/Akt en aval de ces signaux, aboutissant a I’exclusion nucléaire et
donc l'inactivation des FoxOs. Dans I'idée d'une boucle de régulation positive, les FoxOs exclus
ne peuvent donc plus activer leur propre transcription. D’autres facteurs sont probablement
impliqués dans cette régulation. De plus, les auteurs observent qu'un signal IL2 seul,
contrairement a un signal via le CD28 seul, est suffisant pour diminuer drastiquement la
quantité d’ARNm Foxo3. Ceci peut étre dii au fait que la stimulation du CD28, seul, active peu
la voie PI3K/AKkt, ce signal permet surtout de soutenir I'activation de cette voie amorcée par
un signal via le TCR. Etonnamment, en absence d’activation par le CD3, la stimulation
conjointe du CD28 et de I'IL2 n’affecte aucunement la quantité de transcrits de Foxo3 (Lin et
al., 2004). Une autre étude montre que la quantité protéique de FoxO1 est plus faible dans des
LT humains mémoires que dans des LT naifs, suggérant une régulation des FoxOs au cours de
la différenciation des LT (Allam et al., 2009). Il serait intéressant de confirmer ces données en
prenant soin d’identifier précisément le statut d’expression (et d’activité) des FoxOs en

fonction des divers signaux environnementaux percus et du stade de différenciation du LT.

II1.1.2.b. Régulation de I'expression protéique des FoxOs

L’expression protéique des FoxOs est régulée a plusieurs niveaux : par un controle de la
traduction des transcrits FoxOs et par un controle de la dégradation des protéines FoxOs.
Un mécanisme tres récent de régulation de I'expression des FoxOs fait appel a un contrdle
post-transcriptionnel par des miRNA. Les miRNA sont de courtes séquences d’acides
ribonucléiques capables de s’apparier spécifiquement a un ARNm entrainant l'arrét de la
transcription ou la dégradation de ce dernier. Le miR-182, par exemple, est exprimé par des
LT CD4+ activés, via un processus dépendant d'une stimulation par I'IL2. Il est impliqué dans

le blocage de I'expression protéique de Foxo1l favorisant 'expansion clonale des LT (Stittrich
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et al, 2010). Un autre miRNA, le miR-155, est, lui aussi, notamment exprimé au cours de
I'activation des LT. Il cible et diminue l'expression protéique de Foxo3 dans la lignée T
humaine Jurkat et dans des LT murins (Yamamoto et al., 2011). Ces petites molécules ajoutent

donc un niveau de controle supplémentaire de I'expression des FoxOs.

Le mécanisme de régulation de I'expression des FoxOs le mieux décrit implique une
dégradation protéolytique des FoxOs suite a leur localisation/rétention cytoplasmique.
L’exclusion nucléaire de FOXO01 induite par Akt, et principalement la phosphorylation de la
S256, mene a sa poly-ubiquitination sur des résidus lysine par le complexe protéolytique
contenant l'ubiquitine ligase E3 Skp2 (S-phase kinase-associated protein 2) (Huang et al,,
2005). Ceci aboutit a la dégradation de FOXO01, et des FoxOs en général, par la voie du
protéasome (Matsuzaki et al., 2003; Plas and Thompson, 2003; Aoki et al., 2004). Notons que
des données récentes expose un role de 14-3-3 dans la protection de FOXO03 face a la
déphosphorylation et a la dégradation protéique (Dobson et al., 2011). Quoi qu'il en soit, skp2
a probablement aussi un role important dans les LT. En effet, il a récemment été montré que
I'inhibition de 'expression de skp2 dans des LT murins est associée a une augmentation de la
quantité de protéines, mais aussi d’ARNm, de Foxo1l et Foxo3, influant drastiquement le profil
transcriptionnel des cellules (Wang et al.,, 2012a). Par ailleurs, une autre étude démontre une
diminution de I'expression protéique des FoxOs dans des LT CD4* via un processus skp2
dépendant dans un modele murin n’exprimant plus la GTPase of immunity-associated protein
5 (Gimap5). Le tout est associé a un défaut de survie des LT et une polarisation des LT en
Th17 associé a des désordres inflammatoires (Aksoylar et al., 2012). D’autres voies de
dégradation protéique ont été décrites par ailleurs. La kinase de IkB-b (IKKb), régulateur clé
de la voie NFxB, peut phosphoryler FOX03 sur la Se44, le maintenant ainsi dans le cytoplasme,
aboutissant a la poly-ubiquitination de ce facteur et a sa dégradation subséquente par le
protéasome (Hu et al, 2004). MDM2, précédemment évoqué, peut aussi par poly-
ubiquitination engendrer la dégradation protéique de FOX01 et FOXO03. Ceci est notamment
décelé apres la phosphorylation et I'export nucléaire des FoxOs par les protéines Erk ou P53
(Asada et al.,, 2007; Yang et al., 2008; Fu et al., 2009). Il est étonnant que p53, facteur impliqué
dans la régulation du cycle cellulaire et de 'apoptose, inhibe 'activité transcriptionnelle des
FoxOs qui favorise ce type de fonctions. Cependant, il a été montré que p53 peut inhiber sa
propre expression en induisant la transcription de MDM2 (Jin and Levine, 2001). Selon le
signal et I'environnement, comme en absence de stress cellulaire ou lors d’'un retour a

I’équilibre apres un stress, une boucle de rétrocontrdle négatif peut donc se mettre en place
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participant alors au blocage de l'activité des facteurs de quiescence. Globalement, les
mécanismes régulant la balance entre rétention et dégradation sont peu connus. Ils
pourraient dépendre de la force ou de la durée du stimulus, voire d’'une combinaison

particuliere de signaux externes.

[11.1.3. Régulation des activités des FoxOs via I'interaction avec des co-facteurs

Comme énoncé plus haut, les FoxOs sont des facteurs de transcription capables de
réguler directement la transcription d’'un certain nombre de génes (Figure 14). Ce point sera
développé dans le détail dans le prochain chapitre. Une étude suggere, en plus, un role
original de Foxol dans le remodelage de la chromatine, et notamment son ouverture, suite a
la fixation de domaines situés aux deux extrémités de la protéine (Hatta and Cirillo, 2007).
Ceci peut potentialiser la transactivation de genes, notamment de part le recrutement de
complexes spécialisés.

De facon intéressante, pour ces deux fonctions, l'activité des facteurs FoxOs peut étre
opérationnelle via le recrutement de co-facteurs (Figure 14). Le complexe d’acétylation
CBP/p300 joue par exemple un role ambigu sur ce plan. L’acétylation directe des FoxOs a
plutot tendance a inhiber la capacité de transactivation des FoxOs du fait d’'une liaison a 'ADN
perturbée (Fukuoka et al., 2003; Matsuzaki et al.,, 2005; Qiang et al., 2010). Cependant, son
recrutement comme co-facteur des FoxOs entraine une tout autre activité, d’acétylation des
histones notamment. Cette modulation, de la chromatine entre autre, favorise la
transactivation de genes par FoxOs (Perrot and Rechler, 2005; Yang et al,, 2009; Li et al,,
2009). Cette dualité d’action pourrait introduire une régulation temporelle ou une spécificité

génique de 'activité transcriptionnelle des FoxOs.

Un autre concept intéressant, relatif a la facette facteur de transcription des FoxOs, est la
séquestration de co-activateurs communs a d’autres facteurs de transcription. Ceci est le
modele proposé par exemple pour la 3-caténine qui peut interagir soit avec Fox01, soit avec
le T-cell factor (TCF) de la voie Wnt et participer a la transactivation de genes cibles de
chaque facteur de transcription. En réponse a un stress oxydatif ou une carence métabolique,
la B-caténine est majoritairement retrouvée en complexe avec FoxO1, privant ainsi Wnt de ce
co-activateur (Almeida et al, 2007; Kwon et al, 2010; Cardone et al, 2012). Par cet
intermédiaire, les FoxOs peuvent donc affecter d’autres voies de signalisation majeures. Ceci
est tout a fait imaginable dans les LT, notamment via la 3-caténine vu la grande conservation

de cette voie dans plusieurs modéles.
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Enfin, les FoxOs peuvent interagir également directement avec d’autres facteurs de
transcription pour promouvoir ou réprimer la transcription de genes particuliers. Dans la
plupart des cas les sites de fixation de ces facteurs sont proches 'un de I'autre sur le locus
cible. Ainsi, par exemple, les interactions FoxO/Runx3 et FoxO/Smad3/Smad4 induisent la
transcription du géne Bim et p21 respectivement (Yamamura et al., 2006; Gomis et al., 2006;
Wang et al,, 2011). L’interaction FoxO/Smad est notamment formée suite a une stimulation
par le transforming growth factor-f (TGF-f), ce qui laisse a penser qu’elle pourrait avoir un
role important notamment en fin de réponse immune pour un retour a l'équilibre
homeéostatique. Il en va de méme pour les facteurs de transcription STATs (Oh et al., 2012).
Par ailleurs, 'association a ce complexe du facteur FoxG, autre membre de la famille
Forkhead, transforme ce complexe en répresseur transcriptionnel (Seoane et al., 2004). Ceci
est d’autant plus intéressant que les FoxOs sont plus généralement décrits pour leurs rdles
activateurs de la transcription. Un dernier exemple fait part d’'un autre mode d’interaction
entre p53 et Fox03. En effet, en réponse a une carence en nutriments, FoxO3 peut lier
directement p53 entrainant la dé-répression de la transcription du géne codant Sirt1 (Nemoto
et al,, 2004). Bien qu'il y ait d’autres facteurs impliqués, ceux cités précédemment, de part leur
importance au cours d'une réponse immune, mériteraient d’étre étudiés pour leurs

interactions avec les FoxOs au sein de LT.

Bien que non lié a I'activité transcriptionnelle, le fait que FOXO1 présente une activité
cytosolique est une observation qui élargit notre conception du fonctionnement des FoxOs. En
effet, il a été montré qu’en réponse a un stress oxydatif ou une carence en sérum, FOX01 se
localise dans le noyau notamment via la phosphorylation par les kinases JNK. Il pourrait
d’ailleurs y étre maintenu par mono-ubiquitination. En absence de cette mono-ubiquitination,
FOXO1 peut étre acétylé par le complexe CBP/p300. Cette forme peut étre désacétylée par la
suite ou localement seulement, mais, alternativement, elle peut étre dirigée vers le
cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, FOX01 peut étre désacétylé par Sirt2. Cependant, en
conditions de stress oxydatif ou de privation en sérum, FOXO1 acétylé peut interagir
librement avec la protéine Atg7. Ce complexe est capable, par un mécanisme inconnu,
d’induire le processus d’autophagie, c’est-a-dire la dégradation de constituants protéiques
cytosoliques par digestion lysosomale (Zhao et al, 2010). L’ensemble de ce processus
souligne la complexité de ce réseau de modifications post-traductionnelles et en fonction
I'identification du devenir de la cellule. L'intensité ou la durée du signal doit probablement

affecter leur mise en place. L’autre point important est que la conception des FoxOs actifs
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uniquement dans le noyau est révisée par cette nouvelle observation qui vient étoffer les

fonctions associées aux facteurs FoxOs.
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B eacer oo

P00

| — Pl  —
FHRE: TGTTTAC TGTTTAC TF binding TF binding
' element element
Liaison directe de FOXO a Liaison directe de FOXO a Coopération de FOXO avec un autre facteur
une séquence spécifique sur une séquence spécifique sur transcriptionnel pour activer la transcription
le promoteur (FHRE) et le promoteur (FHRE) et o it o el d del
transactivation activation de la transcripiton grace Vi@ liaison conjointe des deux indépen amment.de Ia
siiectiterientdiir coctais facteurs sur des séquences liaison de FOXO a I'ADN
promotrices spécifiques adjacentes ex:STAT3

ex : histone acétylase CBP/p300 ex:C/EBPb , dEF-1,Smad , PGCa-1

Répression transcriptionnelle

SUSAN

Inhibition d'un facteur transcriptionnel Titration d'un cofacteur critique Titration d'un facteur transcriptionnel
via recrutement d'un corépresseur pour de nombreux facteurs conduisant a une inhibition spécifique
ex :recrutement d'une histone désacétylase transcriptionnels conduisant a des génes normalement induits par ce
(répression des cyclines D dans une inhibition générale de la facteur

les cellules de glioblastome) transcription

ex : béta-caténine/TCF
en réponse au stress oxydatif

Figure 14: Mécanismes possibles de régulation transcriptionnelle par les FoxOs
FHRE : ForkHead Response Element; TF : Facteur de Transcription
D’apres (Birkenkamp and Coffer, 2003).
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I11.2. Régulation des propriétés lymphocytaire T par les FoxOs

L’état et le devenir des LT CD8* dépend de toutes les stimulations extérieures qu'’ils
percoivent, que ce soit un signal antigénique, de co-stimulation ou cytokinique, mais aussi
plus largement, la présence d’autres facteurs de croissance, de nutriments, de stress oxydatif
etc. Les facteurs FoxOs composent avec ces signaux et modifient notamment de maniere
intrinseque les cellules, régulant une grande partie des propriétés lymphocytaires T. Je vais

b

donc a présent replacer le role des facteurs de transcription FoxOs dans le cadre des
propriétés des LT énoncées en premiere partie. J'intégrerai, enfin, I'’ensemble de ces données
pour tenter de discuter du réle des FoxOs dans la régulation de la physiologie des LT.

[I11.2.1. La quiescence

[I1.2.1.a. Apport des études in vitro

Comme discuté plus tot, la quiescence se réfere a une activité métabolique anabolique
modérée, une croissance et une prolifération cellulaire tres limitée (cf. Chap 1I/1.3). Peu de
données sont disponibles sur le lien direct entre les FoxOs et le métabolisme énergétique dans
les LT, contrairement a d’autres modeles cellulaires. La majorité des travaux impliquent
principalement un role de mTor en aval de la PI3K, ou d’autres protéines comme ’AMPK.
Néanmoins, il a été montré au laboratoire que la transfection de LT humains primaires avec
un mutant constitutivement actif de FOXO1 inhibe leur croissance suite a la reconnaissance de

I'antigene (Fabre et al., 2005). Ceci suggéere un role inhibiteur de FOXO1 sur ces parametres.

La démonstration de l'implication des facteurs FoxOs dans la régulation du cycle
cellulaire chez les mammiferes provient majoritairement d’études réalisées in vitro avec des
vecteurs permettant d’exprimer des formes mutées des FoxOs. Si les mécanismes sous-jacents
a cette régulation sont bien documentés dans des modeles cellulaires non lymphoides, les
travaux dans les LT sont plus rares. Fox0O1 et Foxo3 ont été impliqués dans ces processus. Le
défaut d’activation de la voie PI3K observé dans des LT murins déficients pour la GEF vavl,
induisant une constante activation de Foxo1, provoquent un arrét du cycle cellulaire en phase
GO/G1. Ceci est associé a une absence de diminution d’expression de 'inhibiteur des CDK:
p27KIP1 (Charvet et al., 2006). Parallelement, une étude montre dans la lignée T murine CTLL-
2 qu'une carence en IL-2 induit un blocage des cellules en phase GO/G1 du cycle. Cet arrét
peut étre mimé, en présence d’'IL2, par le traitement avec des inhibiteurs de la PI3K ou par la
surexpression d’une forme constitutivement nucléaire et active de Foxo3. Le blocage de la
progression en cycle induit par Foxo3 passe par l'activation de la transcription de p27kirl

(Stahl et al,, 2002). FOX04 semble lui aussi avoir un réle dans I'induction d’un arrét du cycle
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cellulaire via I'expression de p27XIP1, lorsqu’il est surexprimé sous forme sauvage dans des

cellules Jurkat (Medema et al., 2000).

D’autres genes impliqués dans la progression du cycle cellulaire voient leurs expressions
inhibées par FOX03 et FOX04, tels que la cycline D1 et la cycline D2 (Schmidt et al., 2002). Ces
données ne sont pour l'instant pas confirmées dans un modele lymphocytaire, de méme que
celles démontrant I'activation de la transcription par FOX03 et FOX04 de p130/Rb. Ce dernier
séquestre le facteur transcriptionnel E2F-4 nécessaire a I'entrée des cellules en phase G1
(Kops et al., 2002b). Un éventuel rdle sur la transcription de la cycline D3 n’a pas été montré,
car aucune étude n’a encore été faite dans des lignages hématopoiétiques ou la cycline D3 est
principalement exprimée. De fagon intéressante, un travail montre que le maintien d’un statut
mémoire en G1 par un LT CD8* implique une inactivation et une diminution de I’expression
protéique de Foxol. Cette régulation de Foxol est notamment maintenue par la signalisation
en aval du CD27 et du 4-1BB, activant notamment la voie PI3K/Akt. En absence de cette
signalisation, les LT CD8* retournent en GO (Allam et al., 2009). Notons également que chez
I'homme, la phosphorylation constitutive de FOXO03 dans les Tcm sur les trois sites de
phosphorylation par Akt est associée a une prolifération accrue par rapport aux Tgm (Riou et
al,, 2007). Il est possible que le statut plus avancé dans le cycle des LT mémoires, et a fortiori
des Tcm, soit activement maintenu entre autre par la diminution d’expression/activité des
FoxOs. En effet, ceci pourrait conduire, par exemple, a 'augmentation d’expression de la
cycline D3 dans les LT mémoires et une inhibition moins sévere de pRb. L’absence
d’expression de p27KIP1 pourrait, au moins partiellement, également en découler. Dans ces
conditions, la régulation négative des FoxOs favoriserait I'abaissement du seuil d’entrée en
prolifération caractéristique des LT mémoires. Elle serait aussi nécessaire pour maintenir une

quiescence de type LT mémoire et non LT naif.

L’utilisation d‘autres modeles cellulaires a aussi montré que les FoxOs peuvent affecter
le cycle cellulaire dans des phases plus tardives. Les FoxOs régulent la transcription de genes
cibles impliqués dans la résistance au stress, tels que GADD45 (Growth arrest and DNA
damage inducible protein 45) qui bloque les cellules en G2/M et stimule la réparation de
I’ADN (Tran et al., 2002). Par ailleurs, ils régulent également des génes qui participent a la
détoxification des dérivés réactifs a 'oxygene ou ROS, tels que la catalase et la superoxyde
dismutase (Kops et al, 2002a). Ce profil transcriptionnel dépendant des facteurs FoxOs

maintient activement un état de quiescence qu’il serait intéressant de vérifier dans les LT.
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Lors d’'une rencontre avec I'antigene spécifique, les LT sont soumis a un nombre considérable
de divisions dans un temps court, ce qui peut entraliner un certain nombre de dommages
notamment au niveau de la réplication de I'ADN. Les facteurs FoxOs pourraient donc
participer a I'optimisation de ces processus, en fonction des signaux percus localement dans

I'entourage d'une cellule.

I11.2.1.b. Apport des études in vivo

La caractérisation du rdle de Foxo3 in vivo chez la souris par invalidation génétique
témoigne d’'une complexité du role des FoxOs dans la quiescence. Un premier travail montre
que la délétion de Foxo3 (gene trap targeting strategy) est a l'origine d'un léger désordre
inflammatoire et d’'une lymphoprolifération, visible a la taille accrue des OLS, déclenchés au
bout de seize semaines. Les LT CD4* sont la principale cause de ces phénomenes et présentent
une capacité supérieure de prolifération et de production de cytokines a celles des cellules
controles, via une activation de la voie NFkB. En effet, on constate une chute en terme d’ARN
et de protéines d'IkBf et IkBg, inhibiteurs de I'activité transcriptionnelle de NFkB Le
phénotype de ces cellules n’est pas dii a une modification de leur résistance a I'apoptose.
Ainsi, il semble que Foxo3 puisse également réprimer des voies cruciales dans 'activation des
LT, par exemple en induisant la transcription de I'inhibiteur de NFkB : IxB. Foxo3 pourrait
donc avoir un réle dans le maintien de la quiescence des LT (Lin et al.,, 2004). Néanmoins, une
étude plus récente utilisant deux autres modeles de délétion génique de Foxo3 ne confirme
pas ce phénotype. Ainsi, les LT dépourvus de Foxo3, issus de souris agées de 8 a 10 semaines
cette fois, ne présentent aucune anomalie particuliére (Dejean et al., 2009a; Gubbels Bupp et
al., 2009). Ceci dit, dans tous les cas, aucune prolifération spontanée des LT n’est détectée.
C’est également le cas dans des modeéles murins ou Foxol ou une combinaison Foxo1 et Foxo3
ont été spécifiquement invalidés dans les LT (Kerdiles et al., 2009; Gubbels Bupp et al., 2009;
Ouyang et al,, 20093, 2010). De plus, pour s’affranchir totalement de la nature partiellement
redondante des FoxOs, I'invalidation conditionnelle simultanée de Foxol, Foxo3a et Foxo4 a
été réalisée dans tous les tissus. Ces souris développent véritablement des lymphomes a
partir de 5 mois et 75% d’entre elles sont toujours saines a plus d'un an. L’efficacité de la
délétion génomique semble néanmoins corrélée au mauvais pronostic (Paik et al., 2007). La
conclusion de ces résultats in vivo ne réfute pas pour autant les données obtenues a partir des
expériences in vitro. En effet, d’autres acteurs environnementaux sont probablement
impliqués dans une fonction aussi importante pour l'intégrité de l'organisme que l'est la

quiescence des LT. Ceci complique donc I'étude intégrée de ces phénomenes, dans laquelle la
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levée d’'un élément régulateur peut ne pas étre suffisante pour affecter drastiquement le
phénotype. Par ailleurs, la durée d’une invalidation génique voit aussi évoluer le phénotype

(modele knock-out inductible versus constant).

A cet égard, il est intéressant de noter que les modeles murins ou le gene Foxol est
spécifiquement invalidé dans les LT présentent une proportion de LT CD44" plus élevée. Ceci
est vrai dans un modeéle knock-out constant ou quelques mois apres l'invalidation dans un
modele inductible (Kerdiles et al., 2009; Ouyang et al., 2009a; Gubbels Bupp et al., 2009). Ces
cellules ont été générées en absence de stimulation classique par les signaux 1, 2 et 3 et sont
alors appelées cellules a phénotype mémoire. Une hypothese pour expliquer leur ampleur
dans ces modeéles murins est une prolifération homéostatique induite par I'IL15, du fait de la
pénurie de LT naifs matures. Le tout pourrait étre en effet assimilé aux évenements visibles en
conditions lymphopéniques. Cependant, ce n’est probablement pas la seule explication
possible puisque d’'une part I'expression de 'IL15R est classiquement induite au cours de
'activation T. D’autre part, cette augmentation du phénotype mémoire-activé n’est pas visible
dans un contexte monoclonal (OT-II), ni dans un contexte de délétion inductible a court terme
(Kerdiles et al., 2009; Ouyang et al., 2009a). Ainsi, il y a nécessairement d’autres explications
et un délai nécessaire a 'apparition de ce phénotype. Notons que Foxo3, quant a lui, ne semble
pas affecter la prolifération homéostatique de LT mémoires générés apres la rencontre avec
I'antigene spécifique (Sullivan et al., 2012a). Il serait intéressant de savoir si la différence
vient du membre des FoxOs concernés ou d’un statut mémoire différent selon 'origine de leur
différenciation. Enfin, il faut aussi considérer le fait que tous les travaux présentant un role
des FoxOs dans le maintien de la tolérance au soi peuvent étre source de réponses quant a
'apparition de ce phénotype activé/mémoire des LT. IIs ne seront cependant pas développés

ici sortant du cadre de ce manuscrit.

[11.2.2. L’apoptose

Les facteurs FoxOs ont également été impliqués dans la régulation de l'apoptose. En
effet, dans le modele précédent décrit de Stahl et al, la déprivation en IL-2, I'inhibition de la
voie PI3K ou l'activation de FOXO03 induisent la transcription de Bim menant a une forte
apoptose des cellules. Notons ici que dans certains modeles, 1'arrét du cycle cellulaire induit
par p27kirl précede I'apoptose induite par Bim (Dijkers et al., 2002). L’activation de FOX03
suite a une carence en IL-2 a également été montrée dans des LT primaires. Dans ce contexte,

I'apoptose induite via FOX03 est associée a une induction directe de la transcription de Bim et
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de PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) par FOX03 (You et al., 2006). Ainsi, il
semble que la phosphorylation et l'inactivation de FOX03 est essentielle pour un signal de
survie efficace délivré par I'IL2. Ceci est d’ailleurs conforté par le fait que chez I'homme, la
phosphorylation constitutive de FOX03 dans les Tcum sur les trois sites de phosphorylation par
Akt est associée a une résistance a I'apoptose accrue par rapport aux Tgm. Cet avantage semble
dli au moins en partie a une expression réduite de la protéine pro-apoptotique Bim, et serait
aussi dépendant de la kinase IKK (Riou et al., 2007). De plus, I'inactivation accrue de FOX03
est directement associée a la meilleure survie des LT mémoires chez des patients qui
controlent naturellement la réplication du virus HIV (Grevenynghe et al., 2008). D’autres
membres de la famille des molécules Bcl2 régulant I'apoptose pourraient étre des cibles
indirectes des FoxOs dans les LT. I a notamment été montré que FOX04 induit aussi
'expression de BCL6, un répresseur transcriptionnel dont I'une des cibles est la protéine anti-
apoptotique Bcl-XL activée notamment en aval de la PI3K (Tang et al., 2002; Jones et al,
2000). L’autre grande voie d'induction d’apoptose implique le récepteur a domaine de mort
Fas. La transfection d’'un mutant constitutivement actif de FOXO3 dans une lignée T Jurkat
provoque 'apoptose de ces cellules par un mécanisme dépendant de Fas. Il semble que FOX03
peut induire la transcription de Fas, mais ceci n’a pas été encore démontré dans les LT ou ne
semble pas étre impliqué dans l'apoptose des LT induite apres une privation en cytokine

(Brunet et al,, 1999; Dijkers et al., 2002; Stahl et al., 2002).

Ainsi, les facteurs FoxOs sont a 'interface entre les deux voies majeures d'induction de
I'apoptose : la voie mitochondriale impliquant les facteurs de la famille Bcl2 et la voie
extrinseque notamment induite en aval de la signalisation du récepteur a domaine de mort
Fas. Par ailleurs, l'observation que FOXO1 est moins exprimé et principalement
cytoplasmique dans des LT humains mémoires suggere que ceci pourrait favoriser la
résistance a I'apoptose/une meilleure survie de ces cellules. Ceci suggere également une mise
en place de ces mécanismes différente entre les LT naifs et les LT mémoires. Enfin, ces
données in vitro permettent de proposer le modele suivant: la phase de contraction durant
laquelle la plupart des LT effecteurs meurent par apoptose requiere I'activation des FoxOs. Ce
processus prendrait place du fait de la diminution des facteurs de survie cytokiniques
disponibles et I'importance des signaux de stress type ROS provoquant I'entrée des FOxOs
dans le noyau. Il est également possible d'imaginer que les FoxOs conjointement avec les
facteurs Stat favorise la contraction induite par I'l[FNy. Néanmoins, une étude récente montre

que Foxo3 n’affecte a priori pas la phase de contraction in vivo (Sullivan et al., 2012a). Il serait
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intéressant d’identifier le role de la redondance des FoxOs dans ce contexte. De plus, le retour
a 'homéostasie est un processus finement régulé par une diversité d’acteurs, ce qui
complique son analyse in vivo comme nous avons pu le voir dans le chapitre II de cette

introduction.

[11.2.3. La survie

by

Paradoxalement a ce qui vient d'étre écrit, Foxo3 peut également induire la
transcription de genes favorables a la survie des LT. En effet, des études démontrent
clairement que Pink1l (phosphatase and tensin homolog-induced putative kinase 1) et GILZ
(Glucocorticoid-induced leucine zipper) sont des cibles transcriptionnelles directes de Foxo3
et sont notamment induites suite a la déprivation en IL-2 de cellules murines CTLL-2. La
premiere prolonge la survie des LT par des mécanismes de résistance au stress oxydatif,
tandis que la deuxieme inhibe transitoirement 'apoptose induite suite a une privation en
cytokine (Mei et al., 2009; Asselin-Labat et al., 2004). Ainsi, Foxo3 semble étre impliqué dans
une balance entre survie et mort des LT. Ceci pourrait étre fonction de la durée, de I'intensité
et de la sommation a un instant donné ou dans le temps des signaux initiateurs, de facon a
répondre de maniere adaptée a l'environnement. Il est possible de proposer le modele
suivant : une cellule peut étre soumise a un/des stress a un instant donné, tel qu'une carence
en signaux de survie, un stress oxydatif, des dommages a I’ADN. A court terme, les FoxOs
favorisent la préservation de l'intégrité cellulaire et/ou la réparation des dommages causés a
la cellule. A plus long terme, si ces dommages s’accumulent et/ou que le contexte

environnemental reste défavorable, les FoxOs pourraient alors induire la mort cellulaire.

En absence de stress particulier, le role majeur des facteurs FoxOs dans la survie des LT
quiescents est imputé a FoxO1. Cette observation a été apportée par les études in vivo qui
démontre son role de régulateur direct de la transcription de la chaine o de I'IL7R (Kerdiles et
al,, 2009; Ouyang et al., 2009b) (Figure 15). En effet, I'invalidation de FOXO1 dans les LT est
associée a une diminution de l'expression de I'I[L7Ra et de sa signalisation subséquente,
aboutissant a une expression moindre de la molécule anti-apoptotique Bcl2. Ceci participe a la
déplétion du compartiment T périphérique dans des modeles murins déficients en Foxol. Le
croisement d'une telle souris avec une souris transgénique pour I'IL7R restaure la survie des
LT périphériques dans le modele murin transgénique pour le TCR OT-II (Ouyang et al,

2009b).
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Le controle de I'expression de I'IL7R est tres complexe et implique différentes molécules
régulatrices autre que Foxol. Ceci dépend des signaux percus par la cellule, ainsi que de son
état de différenciation (cf. chapitre II). Nous avons déja évoqué le role inhibiteur du facteur
Foxp1 sur I'expression de I'lL7Ra. Le point intéressant a ce sujet est que ce facteur se lie sur la
méme région enhancer du promoteur de I'lL7Ra que Foxol (Feng et al., 2010). Il existe donc
probablement une compétition entre ces deux facteurs. Cette étude suggere en plus que la
diminution de l'expression de I'IL7Ra en absence de Foxol est en partie dépendante d'une
répression par Foxpl. L’IL7 est un signal de survie crucial non seulement pour les LT naifs,
mais également pour les LT mémoires comme présentés précédemment. D’ailleurs, ces deux
populations expriment fortement I'[L7R. Cependant, la quantité de protéines FoxOs est plus
faible dans les LT mémoires que dans les LT naifs. Ceci suggere I'existence de mécanismes de
régulation de I'IL7Ra différents entre ces cellules. A ce sujet, une étude montre que I'état du
locus de I'IL7Ra varie selon I'état de différenciation de la cellule et elle s’attache a décrire
dans ce contexte la balance GABPa/Gfi-1 (Chandele et al., 2008). Il est alors possible de
proposer le modele suivant. Dans les LT naifs, le répresseur transcriptionnel Gfi-1 n’est pas
exprimé. Le locus de I'IL7Ra est acétylé et une quantité modérée de GABPa est lié au
promoteur. Foxol, quant a lui, est fortement exprimé et actif et transcrit le gene de I'IL7Ro.
Dans les MPECs, Gfi-1 est exprimé mais se lie tres faiblement au promoteur de I'IL7Ra. GABPa
est fortement fixé sur le promoteur de I'IL7Ra et les histones sont acétylés. Il est possible que
ce mécanisme soit important non seulement pour la génération des LT mémoires, mais
également pour leur maintien. La question du réle de Foxo1, faiblement exprimé dans les LT
meémoires, reste ouverte. Une étude montre que la survie a long terme de LT mémoires
invalidés pour le géne Foxol est altérée (Rao et al, 2012). Ceci montre que Foxol est
important dans le mécanisme de survie des LT mémoires. Tout d’abord, il est possible que la
faible quantité de Foxo1l soit suffisante pour une transcription efficace de I'IL7Ra. Une autre
hypothese est que Foxol favorise le recrutement de co-facteurs, par exemple GABPaq, et
qu’ensemble, ils activent la transcription du gene. Il se pourrait également que Foxo1, par son
role de facteur de remodelage de la chromatine, favorise I'ouverture de la chromatine au
niveau du locus de I'L7Ra dans les LT mémoires. Ceci est cohérent avec le fait que de
nombreuses modifications épigénétiques semblent influencer le phénotype des LT mémoires

et sont, en plus, transmissibles au cours de leur auto-renouvellement.
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[II.2.4. La circulation

La démonstration de l'implication de la famille FoxOs dans la circulation des LT
quiescents est relativement récente. Ce role des FoxOs n’avait pas été envisagé au préalable se
révélant étre une particularité du modele lymphocytaire. Parmi les facteurs FoxOs, FoxO1 est
I'acteur principal de cette propriété et il agit a deux niveaux. D'une part, il influe sur
I'expression de molécules de surface directement impliquées dans la migration des LT et le
homing ganglionnaire. D’autre part, il régule I'expression de facteurs intracellulaires qui
participent au contréle de ces processus.

Il a été montré au laboratoire dans des expériences de puces a ADN que 'expression d’un
mutant constitutivement actif de FOXO1 dans la lignée leucémique Jurkat induit la
transcription de CD62L, du CCR7 et de S1P1 (Fabre et al., 2008a). Ces résultats ont par la suite
été confirmés in vivo dans plusieurs modeles murins d’invalidation conditionnelle ou
constitutive de FOXO1. Dans ces conditions, le nombre de LT naifs dans les ganglions
lymphatiques est considérablement réduit, notamment du fait d'une perte d'expression de
CD62L et de CCR7. Des expériences de transfert adoptif identifient clairement un défaut de
homing des LT Foxo1-/- dans les ganglions lymphatiques (Kerdiles et al., 2009; Gubbels Bupp
et al., 2009; Ouyang et al., 2009b). Notons ici qu'il est difficile de montrer in vivo la relevance
du controle de S1P1 par FOXO1 dans la sortie des LT matures des ganglions dans la mesure ou
FOXO1 régule déja leur entrée (Figure 15).

L’ensemble de ces études montre également la régulation transcriptionnelle du facteur de
transcription Klf2 par FOXO1. Cette régulation est directe puisque FOXO1 est capable de se
lier sur un site consensus présent dans le promoteur de KIf2 (Fabre et al., 2008a). Plusieurs
études ont démontrées un roéle clair de Klf2 dans la capacité circulatoire des LT via le controle
direct de la transcription des génes codant CD62L et S1P1 (Carlson et al., 2006; Bai et al,,
2007). Le schéma global semble donc étre le suivant: FOXO1 active directement la
transcription de Klf2, qui en retour induit la transcription des genes CD62L et S1P1. La
régulation de CCR7 semble plus complexe puisque des LT invalidés pour le gene Klf2 ne
présente pas de modifications de la quantité de transcrits du CCR7, en revanche I'expression
protéique de ce dernier est diminuée (Carlson et al., 2006). Il pourrait exister des mécanismes
de régulation post-traductionnelle du CCR7 par KIf2. L’absence de couplage de la régulation
du CCR7, d’'une part, et de CD62L et Klf2, d’autre part, est également attestée pour FOXO1. En
effet, lors d’'une privation en cytokines induisant une activation des FoxOs, I'expression du

CCR7 n’est pas augmentée, contrairement a celle de CD62L et KIf2 (Kerdiles et al., 2009). Ceci
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laisse a penser que des mécanismes annexes de régulation permettent a FoxO1 de controler la

transcription de CCR7 de maniere indirecte.

L’'inhibition de l'activité des FoxOs au cours de l'activation lymphocytaire est donc
nécessaire pour inhiber I'expression de Klf2, CD62L, CCR7 et S1P1. Ceci limite la circulation
des LT activés et effecteurs au sein des OLS, favorisant non seulement une
activation/expansion optimale des LT, mais aussi leur migration vers le site de la perturbation
(Figure 15). Par ailleurs, KIf2 a été impliqué dans l'inhibition de I'expression de récepteurs
aux chimiokines inflammatoires tels que CCR5 (Sebzda et al., 2008). Ainsi, la faible expression
de KIf2 dans les LT activés/effecteurs favorise leur localisation dans des tissus non
lymphoides. Il serait intéressant de savoir si FoxO1 participe ou non a ce processus et

éventuellement de facon indépendante de KIf2.
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Figure 15: Les facteurs FoxOs sont des acteurs majeurs du contrdle spatio-temporel d'une réponse

immune et de ’'homéostasie des LT
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[11.2.5. La différenciation des LT CD8*

Des études tres récentes impliquent les facteurs FoxOs dans la régulation du devenir des
LT CD8* au cours d’'une réponse immune. La stimulation in vitro de LT murins, avec I'antigene
OVA, la molécule de co-stimulation B7.1 et I'IL12 (favorisant une différenciation en LT
effecteurs), est associée a une inactivation de Foxol par exclusion nucléaire et dégradation
protéique. Cette inhibition est nécessaire a I'expression du facteur de transcription T-bet,
favorisant la mise en place d’'une réponse effectrice avec notamment une forte production
d’'IFNy et granzyme B. En effet, Foxol semble avoir la capacité de réprimer la transcription du
geéne codant pour T-bet de maniére indirecte (Rao et al., 2012). Notons que ce dernier point a
été également démontré en aval d'une stimulation par le TGF(3 dans un autre travail (Kerdiles
et al., 2010). Parallelement, Foxol peut se lier directement sur le promoteur du facteur de
transcription Eomesodermine (eomes) et induire sa transcription. En conséquence, I'activité
transcriptionnelle de Foxol promeut I'acquisition d’'un phénotype mémoire par les LT, de par
la nature de ces genes cibles tels que eomes, CD62L et IL7Ra (Rao et al,, 2012). Ces résultats
sont cohérents avec le fait que I'activation constitutive d’Akt (les FoxOs sont alors inactivés)
met en place un programme transcriptionnel en faveur d’une différenciation en LT effecteurs

a courte durée de vie et inversement (Macintyre et al.,, 2011; Kim et al., 2012).

Deux équipes se sont intéressées au role de Foxo3 au cours d’'une réponse immune in
vivo. Une premiere étude a montré que la délétion du gene Foxo3 dans tous les tissus aboutit a
une expansion clonale des LT CD8* de plus grande ampleur suite a une infection par le virus
LCMV. Cette accumulation de LT CD8* est permise par une augmentation du nombre de DC
ainsi que de leur production d'IL6, favorisant la survie des LT via une augmentation de leur
expression en protéines anti-apoptotiques Bcl2 et Bcl-xi. (Dejean et al,, 2009a). Récemment,
un autre groupe a montré, a contrario, que Foxo3 pouvait réguler la réponse des LT CD8* de
maniere intrinseque. La délétion de Foxo3 dans tous les tissus ou uniquement dans les LT
impose une expansion clonale de plus grande ampleur des LT CD8* spléniques suite a une
infection par LCMV. Cette accumulation de LT CD8* spécifique de I'antigene est, a priori, due a
une réduction de I'apoptose et non une augmentation de la prolifération. A long terme, un
plus grand nombre de LT CD8* spécifiques subsistent également bien que la phase de
contraction ne soit pas affectée. Le controle du titre viral lors d'une infection chronique par
LCMV est de ce fait favorisé par la délétion de Foxo3 (Sullivan et al., 2012a, 2012b). Ainsi,
Foxo3 limite 'amplitude d’'une réponse T CD8*, ainsi que I'apparition des cellules MPECs dont
émergeront les cellules mémoires a longue durée de vie. Je tiens a souligner ici que le modele
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murin employé par Sullivan et al. est le méme que celui utilisé par Lin et al., le seul présentant
une lymphoprolifération tardive des LT en absence de Foxo3. Il existe donc une réelle
différence non identifiée entre ces modeles qui influence drastiquement les phénotypes
observés dans les LT. Quoi qu'’il en soit de plus amples études sont donc nécessaires pour

analyser 'implication extrinseque et intrinseque de Foxo3 dans une réponse immune.

Foxol semble pouvoir jouer un réle dans la différenciation mémoire de par le panel de
genes qu’il induit. Foxo3, quant a lui, parait influer principalement 'accumulation des LT
spécifiques de I'antigene au cours de la réponse, aboutissant a terme a un plus grand nombre
de LT mémoires spécifiques. La question alors soulevée est I'impact de ces facteurs sur la
fonctionnalité des LT mémoires lors d’une re-stimulation. La délétion de Foxo3 ne semble pas
affecter qualitativement la réponse des LT mémoires générés dans ce contexte, en terme de
production d’IFNy par exemple. En revanche, la délétion de Foxol affecte non seulement la
survie a long terme des LT mémoires, mais également leur capacité lors d’'une réponse
secondaire. En effet, ces cellules présentent un défaut important d’expansion et de fonctions
effectrices, comme la production d’IFNy. Il serait intéressant de savoir si Foxol affecte
directement les fonctions des LT mémoires lors d’'une réponse secondaire ou si ceci est dii a la
maniere dont ces cellules ont été générées in vitro. 1l est également possible que la délétion
prolongée de Foxol affecte 'état général d’une cellule (propriété de survie, de résistance au

stress, d'induction d’apoptose) la rendant non répondeuse en cas de stimulation antigénique.

Notons ici qu'une partie de la littérature implique également les facteurs FoxOs dans la
différenciation des LT CD4*. Bien que n’étant pas l'intérét premier de ce manuscrit, je
voudrais juste souligner quelques points a ce sujet. Les facteurs FoxOs régulent la balance de
différenciation entre LT régulateurs et LT effecteurs (Figure 15). Des études ont permis de
montrer un role fondamental de Foxo1l et Foxo3 dans le développement et la fonction des LT
régulateurs (Ouyang et al., 2009b; Kerdiles et al., 2010). Ce controle s’effectue notamment par
la régulation directe de la transcription du facteur Foxp3, facteur de transcription clé du
développement et du fonctionnement des LT régulateurs (Harada et al., 2010; Ouyang et al,,
2010). Parallelement, Foxo1 est requis en aval d'un signal TGF-8 pour inhiber I'’expression du

facteur T-bet qui est impliqué dans la différenciation en LT CD4* de type Th1.
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[11.2.6. Discussion générale sur le réle des FoxOs dans la physiologie des LT CD8*

L’ensemble de ces données confirme un role primordial de FoxO1 dans le contrdle de
I'homéostasie du pool lymphocytaire T. En effet, il sous-tend parfaitement le concept de
dépendance vitale a la circulation des LT quiescents pour leur survie, évoqué dans le chapitre
II; le tout pouvant étre régulé au niveau d’'une méme molécule Foxol. En effet, ce facteur
permet l'expression du CCR7 favorisant la localisation des LT dans des zones riches en IL-7,
que ces cellules peuvent capter via une régulation de I'IL7R par Foxol. Il est évident que ce
schéma est simplifié puisque nous avons vu que la régulation de ces récepteurs implique
d’autres acteurs moléculaires. La quantité d’IL7 disponible, ainsi que la possibilité
d’interaction avec des complexes CMH/peptide du soi sont des signaux de survie cruciaux
pour les LT naifs. Les LT mémoires, eux, sont sensibles a des signaux IL-7 et IL-15 pour leur
survie (cf. Chapitre II). Ces types de signaux activent modérément la voie PI3K/Akt et la voie
Jak/Stat aboutissant a une diminution transitoire de I'expression de I'lL7Ra. Les LT concernés
présentent alors une capacité de compétition moindre pour I'IL7. Il est possible d'imaginer
que ce mécanisme soit impliqué dans le maintien de la diversité du répertoire des LT (cf.
Chapitre II). En conséquence, FoxO1 semble étre un facteur intrinseque clé de régulation de
deux grandes caractéristiques du pool lymphocytaire T énoncées au départ: le maintien du
nombre de cellules et la polyclonalité.

L’activation modérée de la voie PI3K en aval des signaux de survie participe aussi au maintien
du métabolisme anabolique des LT quiescents. Ceci crée un couplage direct entre les
récepteurs cruciaux pour les propriétés des LT, tel que le récepteur aux chimiokines pour la
circulation, et 'apport d’énergie nécessaire a leurs réalisations. De ce point de vue la, I'impact
de la PI3K semble plutdt s’exercer via la protéine mTor (cf. Chapitre II). Il est possible que,
lors de la circulation des LT dans les vaisseaux, ces cellules utilisent la petite quantité
d’énergie disponible pour leur fonctionnement. On pourrait également imaginer, en se basant
sur le travail de Zhao et al. que I'activité des FoxOs, pleinement restaurée en absence de
signaux de survie, favorise I'acquisition d’énergie par une autophagie transitoire. Notons que
si le contexte environnemental favorise une autophagie prononcée, le role des FoxOs pourrait

basculer de facteur de survie a facteur induisant I'apoptose.

La régulation de la quiescence et de la circulation par les FoxOs favorise la rencontre
entre un LT et la CPA portant I'antigene spécifique et le déclenchement d’une réponse en
conséquence. Lors d’'un contact LT-DC portant 'antigéne spécifique, de nombreux signaux
sont percgus par le LT via le TCR, les molécules de co-stimulation et les récepteurs aux
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cytokines (IL2R, IL12R notamment). Ceci engendre une forte activation de la voie PI3K/Akt
aboutissant notamment a l'inactivation et I’exclusion nucléaire drastique des FoxOs. Le
programme transcriptionnel des FoxOs est alors éteint, au profit d'un autre permettant une
activation lymphocytaire T efficace via un arrét de la migration de ces cellules et leur entrée
en cycle. De plus, cela léve une voie de répression du facteur de transcription T-bet, crucial a
la différenciation en LT effecteurs. Des éléments de réflexion pour la compréhension de cette
balance proviennent d’'un modele ou Akt est activée de facon sous-optimale du fait de
I'absence de phosphorylation par PDK1 qui ne peut étre recrutée a la membrane par le PIP3.
Dans ces conditions, on observe une phosphorylation/inactivation partielle de Foxo1/Foxo3
sur les sites T24/T32 respectivement. En réponse a une stimulation antigénique et
cytokinique, ces cellules conservent une capacité de croissance et de prolifération. Par contre,
elles n'acquierent pas le profil d’expression classique de T effecteurs en terme de molécules
impliquées dans le homing : elles expriment toujours fortement Klf2, CD62L, CCR7 et S1P1
(Waugh et al,, 2009). Ceci est également le cas dans un modele ou la sous-unité p1106 de la
PI3K est privée de son domaine catalytique fonctionnel (Sinclair et al,, 2008). En conséquence,
la force des signaux initiateurs pourrait guider la mise en place d’'une réponse et notamment,
ici, par un mécanisme de contréle garantissant une activation optimale et la prolifération de
LT avant l'acquisition de la faculté a rejoindre les tissus affectés. Les facteurs FoxOs
constituent donc un point central d’intégration d’'une variété de signaux successivement
percus au cours d'une réponse. A chaque instant, la modulation fine de leurs activités

transcriptionnelles participe a la progression de la réponse.

En présence de signaux de stress, les facteurs FoxOs vont réguler une fine balance entre
progression en cycle arrét et apoptose. Ce controle est dépendant du FoxO considéré, du type
cellulaire et de la nature et intensité des signaux pergus par les cellules. Il est possible de
proposer le modele suivant. Selon I’état de différenciation de la cellule, le role des FoxOs serait
d’inhiber 'entrée en cycle (maintien de la quiescence des LT) ou de I'arréter (dans le cas de
cellules prolifératives). Lorsque les signaux de stress persistent, quand un certain nombre de
dommages ont été accumulés ou en présence de signaux de nature particuliére, les FoxOs
pourraient faire pencher la balance en faveur de 'apoptose de la cellule. Cette complexité de
régulation peut étre sous-tendue par les divers modes de contrdle de la transcription génique
par les FoxOs. Par exemple, l'activité transcriptionnelle des FoxOs peut étre directe ou
nécessiter la présence de co-facteurs. Une étude a mis en évidence ce phénomene en

comparant le profil transcriptionnel d’'une lignée exprimant une forme constitutivement
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active de FOXO1 a celle contenant la méme protéine mais incapable de se lier a 'ADN
(mutation H215R dans le domaine Forkhead). Dans ces conditions, le mutant H215R n’a plus
la faculté d’'induire I'expression des genes pro-apoptotiques, mais conserve celle de transcrire
les génes impliqués dans l'arrét du cycle cellulaire (Ramaswamy et al, 2002). Ceci peut
s’expliquer par l'interaction de FOXO avec des cofacteurs pour activer un panel de génes a

défaut d’un autre, comme décrit précédemment pour le cofacteur Sirt-1 (Brunet et al., 2004).

Dans ces conditions, il est l1égitime de questionner le role des facteurs FoxOs dans la
différenciation en LT effecteurs versus LT mémoires. D’autant plus que, les premiers sont
soumis en fin de réponse a une apoptose massive, alors que les seconds persisteront a long
terme. Tout d’abord, il est possible que localement les LT ne percoivent pas les mémes
signaux, d’ou une activation différentielle des FoxOs et bien siir d’autres acteurs. Ceci pourrait
orienter progressivement la différenciation des cellules. Deuxiémement, I'aspect temporel est
a prendre en compte. En effet, certaines études montrent que des LT mémoires pourraient
émerger indépendamment d’une différenciation en LT effecteurs préalables. On peut alors
imaginer qu’'une activation modérée de la voie PI3K/Akt favorise l'apparition de LT
meémoires. Ceci pourrait étre le cas en début de réponse, lorsqu'un fort environnement
stimulateur n’est pas encore en place, ou fin de réponse, lorsque cet environnement a
largement décru. La cinétique de combinaison des signaux pourrait aussi en étre a l'origine.
Cette hypothese semble d’ailleurs cohérente avec dans ce cas le maintien d'une capacité
proliférative et celui de I'expression des marqueurs de circulation dans les OLS, '’ensemble
étant typique d’'un phénotype Tcm. En fin de réponse, la déprivation en facteurs de survie ou
la forte concentration de ROS pourraient étre radicale pour les LT activés, en expansion du
fait du role des FoxOs dans I'apoptose dans ce type de conditions. En périphérie, I’élimination
de l'antigene, la disparition de signaux de survie, la forte concentration d’'IFNy ou de
molécules suppressives (type TGFB) pourrait restaurer l'activité des FoxOs, menant a
I'apoptose des LT. La complexité des mécanismes de régulation des FoxOs pourrait sous-
tendre la fine régulation entre apoptose et persistance. En effet, il est important de rappeler
que I'induction d'un panel de génes plutot qu'un autre par les FoxOs dépend non seulement de
sa localisation subcellulaire, de son expression, mais aussi de ses partenariats avec divers
cofacteurs. Par ailleurs, son réle de régulateur du remodelage de la chromatine étoffe la
complexité mais aussi la flexibilité de la présence et de I'activité du réseau moléculaire induit.

Le programme moléculaire induit par les FoxOs, ainsi que leur(s) activité(s) pourraient
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participer a la mise en place de la diversité des voies de différenciation des LT CD8* et/ou étre

un marqueur de I’état de différenciation.

Ainsi, les facteurs FoxOs semblent impliqués dans un grand nombre de fonctions des LT
et parfois de facon a priori contradictoire. Plusieurs parametres peuvent participer a
I'explication de ces phénomenes. Tout d’abord, il existe une redondance fonctionnelle
uniquement pour certaines propriétés cellulaires entre les FoxOs. Ensuite, la multiplicité des
mécanismes de régulation de l'activité des facteurs FoxOs permet une adaptation locale et
temporelle a chaque contexte environnemental. Troisiemement, les FoxOs présentent en
réalité plusieurs niveaux d’actions : dans le cytosol, mais aussi dans le noyau ou il agit comme
régulateur de la chromatine et comme facteur de transcription. Enfin, la nature trés variée des
genes cibles des FoxOs est un exemple flagrant de leur large panel d’action. C’est dans le cadre

de ce dernier point que s’insere mon travail de these.
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[V. Identification d’'une nouvelle cible transcriptionnelle putative de FOXO1 :

Fam65b

Des travaux antérieurs menés au laboratoire ont montré que la stimulation antigénique
de LT humains primaires entraine une forte activation de la voie PI3K/Akt, aboutissant a
I'exclusion nucléaire du facteur FOX01 (Fabre et al., 2005). Le panel de génes induit par
FOXO1 étant dépendant du contexte cellulaire, ce travail a été poursuivi par 'analyse du
transcriptome de FOXO1 dans les LT. Ainsi, des expériences de puces a ADN ont été réalisées
au laboratoire afin d’identifier des cibles transcriptionnelles de FOXO1 dans un modele de
cellules T leucémiques Jurkat. Cette lignée cellulaire est caractérisée par I'absence
d’expression de l'enzyme PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), catalysant la
déphosphorylation du PIP3 en PIP2. En absence de PTEN, I'accumulation de PIP3 entraine
une activation constitutive d’Akt et, ainsi, une exclusion nucléaire permanente des FoxOs.
Ainsi, dans des cellules leucémiques Jurkat, les facteurs FoxOs, localisés dans le cytoplasme,
ne peuvent exercer leur activité de régulateurs transcriptionnels. L’idée a donc été de faire
exprimer une forme de FOXO1 mutée sur les trois résidus phosphorylés par Akt (FOX01-TM)
qui reste, ainsi, confinée dans le noyau. N'étant ainsi pas soumis a une régulation par Akt,

FOXO1-TM exerce constitutivement son activité transcriptionnelle.

Contre toute attente, les génes connus pour étre des cibles transcriptionnelles de FOX01, dans
d’autres modeles cellulaires, se sont révélés faiblement induits dans un contexte
lymphocytaire T. C’est le cas par exemple des genes codant pour les protéines Bim et p27KIP1,
Par contre, FOXO1 induit préférentiellement un ensemble de genes impliqués dans la
circulation des LT, tels que CD62L, CCR7et S1P1 (Fabre et al., 2008a) (Figure 16). Ces données
ont été par la suite confirmées in vivo par d’autres équipes, démontrant physiologiquement
que la régulation de ces genes par Fox01 affecte le homing ganglionnaire des LT (Kerdiles et
al, 2009; Ouyang et al.,, 2009b; Gubbels Bupp et al.,, 2009). Ces résultats montrent que les
facteurs FoxOs régulent conjointement la quiescence et la mobilité des LT. L’'idée est donc que
le controle moléculaire commun de la migration et de la quiescence permet a un LT
d’atteindre les zones propices a la rencontre avec les cellules présentatrices d’antigene. Ceci
fait d’autant plus sens, que lors de l'activation, l'extinction de ce controle implique
simultanément I'arrét et I'activation du LT. Les facteurs FoxOs semblent donc étre un nceud de
cette régulation, favorable au déclenchement d'une réponse immune efficace lorsque

nécessaire.
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Figure 16: Quantité de transcrits mesurée par RT-PCR quantitative dans des cellules de la lignée
leucémique Jurkat infectée par une forme constitutivement active de FOX01 comparée a celle mesurée

dans des cellules infectées par un vecteur controle.
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(Fabre et al., 2008)

Mon travail a porté sur I'’étude d'une nouvelle cible, Fam65b, qui fait parti des genes les plus

fortement induits dans notre analyse du transcriptome induit par FOX01 dans les LT (Figure

17).
Fold
Gene Description
increase
lymphotoxin beta (TNF superfamily,
LTB member 3) (LTB), transcript variant 1, 15.8
mRNA [NM_002341]
selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1)
SELL 13.6
(SELL), mRNA [NM_000655]
mRNA for KIAA0386 gene, partial cds.
Fam65b 13.1
[AB002384]
THC2002539 Unknown 10.7
endothelial differentiation, G-protein-
EDG6 8.1
coupled receptor 6, mRNA [NM_003775]
endothelial differentiation, sphingolipid G-
EDG1 protein-coupled receptor 1, mRNA 7.8
[NM_001400]

Figure 17: L’expression de Fam65b est induite dans des cellules Jurkat exprimant une forme

constitutivement active de FOX01
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Les quelques travaux disponibles dans la littérature impliquent Famé65b dans des
modifications morphologiques associés aux processus de fusion cellulaire au cours du
développement placentaire, musculaire et neuronal. Ainsi, le développement du placenta
nécessite une fusion des cytotrophoblastes pour former des syncitiotrophoblastes. Ce
processus de fusion est précédé d’'une hausse des ARNm de Fam65b (Dakour et al., 1997). De
méme, une augmentation de l'expression de Fam65b est observée au cours de la
différenciation musculaire, lorsque les myoblastes fusionnent en syncitia. Réciproquement,
I'inhibition de son expression par la technique d’'interférence a ARN implique un défaut de
fusion des myoblastes (Yoon et al., 2007). Ces résultats ont été confirmés dans des cellules
musculaires de caille ou l'expression de Fam65b favorise la formation de myotubes
(Hirayama and Kim, 2008). Fam65b semble également pouvoir réguler le cytosquelette. En
effet, la surexpression de Famé65b dans des cellules musculaires provoque la formation de

protrusions membranaires, riches en actine ou en tubuline (Yoon et al., 2007).

Une autre approche globale, menée indépendamment au laboratoire, a été réalisée afin
d’identifier les partenaires protéiques des Rho GTPases. Cette famille de protéines est étudiée
par I’équipe pour son implication dans I'activation et la mobilité des LT (cf. Encart n°2). La
réalisation de ce crible double hybride a permis de mettre en évidence une interaction directe

entre Famé65b et les Rho GTPases.

Famé65b est donc une cible transcriptionnelle de FOX01, qui interagit avec les Rho GTPases et
qui modifie la morphologie cellulaire par son role sur le cytosquelette (Yoon et al). Ces
différents éléments nous ont amené, dans un premier temps, a étudier le role de Fam65b sur

la mobilité des LT. Dans un second temps, nous avons exploré son role sur la prolifération.
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Encart n°2 : Les Rho GTPases : régulation de leurs activités et effets biologiques

Les GTPases de la famille Rho sont des acteurs moléculaires essentiels de la signalisation
cellulaire. Les Rho GTPases les plus étudiées dans un contexte lymphocytaire T sont: Rac,
Cdc42 et RhoA. Elles sont activées en aval de divers signaux issus du récepteur a I'antigene,
des molécules de co-stimulation, des récepteurs aux cytokines et des récepteurs aux
chimiokines. Les Rho GTPases alternent, en effet, entre deux conformations: une forme
inactive couplée au GDP et une forme active couplée au GTP qui est capable de se lier et
d’activer diverses protéines effectrices. Trois classes de protéines régulent 1'équilibre entre
ces deux conformations (Figure 18).

Les voies de signalisation controlées par les GTPases de la famille Rho impliquent de
multiples effecteurs. La GTPase Racl, par exemple, est connu pour son role dans la
polymérisation de I'actine via son effecteur Wave qui active le complexe Arp2/3 de nucléation
de l'actine. Ce complexe peut également étre activé en aval de la GTPase Cdc42 via son
effecteur Wasp. RhoA, quant a elle, est notamment impliquée dans la contraction de la
myosine via son effecteur ROCK, jouant un réle fondamental dans la formation de I'uropode.
Ainsi, les Rho GTPases participent a de nombreuses propriétés des LT, telles que I'adhésion, la
polarisation, la migration, I'activation, la progression dans le cycle cellulaire et la régulation
de I'expression de genes spécifiques (Rougerie and Delon, 2012).

Des interactions ont été décrites entre les voies Rho GTPases et PI3K. Certains facteurs
promouvant le chargement en GTP (GEF) des GTPases Rac/Rho possedent un domaine PH
capables de lier le PIP3 produit par les PI3K. Cette liaison pourrait favoriser le recrutement
localisé des GEF dans des régions membranaires spécifiques et /ou moduler leur activité.
Vav1l est un exemple de GEF, activée en aval de la PI3K, qui a un réle crucial dans l'activation
des LT. Enfin, des études suggerent que les Rho GTPases peuvent également agir en amont de
la voie PI3K/Akt, avec un réle activateur de Rac et inhibiteur de RhoA démontré dans les LT.
Ce dernier point reste néanmoins a confirmer (Cantrell, 2003a, 2003b).

........................
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Figure 18 : Quelques mécanismes de régulation des Rho GTPases.
Les Rho GTPases canoniques alternent entre une forme inactive liée au GDP et une forme
active liée au GTP. Les GEF, localisées pour la plupart a la membrane cellulaire, favorise
'activation des Rho GTPases. Les GAP catalysent I'hydrolyse du GTP et inactive ainsi les Rho
GTPases. Les GDI, quant a elles, se fixent sur les Rho GTPases et, en les séquestrant dans le
cytoplasme, inhibent leur activation. Les Rho GTPases actives se lient a leurs effecteurs et
induisent chez eux des changements de conformation qui les activent a leur tour.
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V. Fam65b, nouvelle cible transcriptionnelle de FOX01, controle la migration

des LT en régulant la voie de signalisation RhoA

L’'une des propriétés fondamentales des LT quiescents est leur capacité a sillonner
I'organisme, passant d’'un OLS a un autre, en empruntant notamment les vaisseaux sanguins et
lymphatiques. Un role primordial du facteur FoxO1 a été rapporté dans ces processus, et plus
particulierement dans le homing ganglionnaire. En effet, FoxO1 régule l'expression de
molécules de surface clés de I'entrée dans les ganglions comme CD62L, CCR7 et S1P1, et ce
notamment via 'expression du facteur de transcription Kfl2.

Dans le travail présenté ici, nous démontrons que Famé65b est une cible transcriptionnelle de
Fox01. Une étude précise du locus famé65b in silico, nous permet d’établir que I'expression de
chacune des deux isoformes de Fam65b est sous le controle de son propre promoteur et que
chacun de ces deux promoteurs possede des sites de réponse au facteur de transcription
FOXO1. La fonctionnalité de ces deux promoteurs, ainsi que la présence des sites de fixation
de FOXO1, sont vérifiées a I'aide de tests luciférase et d’expériences d’'immuno-précipitation
de la chromatine.

Afin d’étudier le role de Famé65b dans la capacité migratoire des LT, nous avons utilisé la
technique d’interférence a ARN dans des LT primaires humains. La comparaison in vitro des
LT, exprimant ou non Famé65b, nous permet de mettre en évidence que Fam65 régule
négativement le seuil d’activation des LT en réponse a une stimulation par la chimiokine
CCL19. Ceci se traduit par une augmentation de I'adhésion, de la polarisation et de la
migration des LT n’exprimant pas Fam65b. Ces données sont, en partie, confirmées in vivo
dans un modele xénobiotique original, faisant appel a la microscopie intravitale.

Au niveau moléculaire, nous établissons grace a une approche par double hybride, confirmée
par des expériences de pull down, que les deux isoformes de Famé65b sont des ligands de la
RhoGTPase RhoA. La fixation de Fam65b sur RhoA se fait par I'intermédiaire d’'un domaine
compris entre les acides aminés 54 a 113 de Fam65b et elle est indépendante de I'état
d’activation de RhoA. Enfin, nous démontrons que cette interaction dans des LT primaires est
inhibée tres rapidement (2 min) en présence de la chimiokine CCL19.

Au niveau mécanistique, nous montrons, a 'aide de protéines recombinantes, que la présence
de Fam65b inhibe le chargement de RhoA en GTP, obtenu en présence du domaine DBS,
domaine actif commun a une majorité des GEF. Ce résultat est confirmé dans des LT primaires
humains exprimant ou non Fam65b (siRNA). En effet, nous constatons que la quantité de
RhoA actif est plus importante dans des LT n’exprimant pas Fam65b. Enfin, nous montrons
qu’'un mutant de Famé65b, dépourvu du domaine de fixation a RhoA, n’inhibe plus la migration
des LT.

Nous avons donc identifié une nouvelle cible de FoxO1 dans les LT, qui abaisse de facon
tonique le seuil d’activation des LT et en réponse a une stimulation par la chimiokine CCL19.
Nous avons montré que cette inhibition résulte de la régulation négative de I'activation de la
Rho GTPase RhoA. L’ensemble de ces données, nous permet donc d’établir un lien moléculaire
entre deux molécules (FoxO et RhoA), dont la coordination est impliquée dans le contrdle de
la migration. Ainsi, Famé65b est un nouvel « effecteur » de FoxO1 dans la régulation de la
mobilité des LT.

Ce travail est actuellement en révision.
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Forkhead box Os (FOXOs) transcription factors favor both T cell quiescence and trafficking
through their control of the expression of genes involved in cell cycle progression, adhesion
and homing. Here, we report the characterization of the product of the fam65b gene, as a new
target of FOXO1. We show that Fam65b binds the small GTPase RhoA via a non canonical
domain and represses its activity by decreasing its GTP loading and consequently negatively
regulates chemokine responses such as adhesion, morphological polarisation and migration.
Therefore, these results show the existence of a new functional link between FOXO1 and
RhoA pathways. We propose that the FOXO1 target Famé65b tonically dampens chemokine-

induced migration by repressing RhoA activity.
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INTRODUCTION

Efficient T-cell adaptive immune responses take place in secondary lymphoid organs such as lymph
nodes (LN). Thus, circulating T lymphocytes have to leave the blood stream to home in LN through
high endothelial venules (HEVs) and perform their surveillance task. This motile behavior
necessitates a tight control of expression of some cell surface proteins such as the adhesive
molecules CD62L and LFA-1, and the CCR7 chemokine receptor (1). In addition, many signaling
pathways responsible for profound alterations in T lymphocyte morphology are activated during
this migratory process and during motility inside LN (2).

Using a large scale study of the genes that are specifically controlled by FOXO1 in human T
cells, we have previously shown that FOXO1 regulates a much larger set of genes than previously
expected. In addition to controlling a specific category of genes involved in T lymphocyte
quiescence and survival, FOXOI1 also controls expression of the CD62L and CCR7 homing
receptors (3). These results have been largely confirmed in murine systems (reviewed in (4)).
However, no putative transcriptional targets of FOXOI1 involved in the control of signals
transduced downstream these homing receptors have been identified so far.

Here, we describe the function of a new gene controlled by FOXOI1 called fam65b that
fulfils such a function. In resting T cells, we report that Fam65b negatively regulates adhesion,
polarisation and migration. Mechanistically, we show that Fam65b represses these responses by
inhibiting RhoA activity, a GTPase particularly important for cell migration (5). This shows the
existence of a novel and unsuspected link between FOXO1 and RhoA pathways. Taken together,
our results demonstrate that Famo65b is a target gene of FOXO1 that regulates the triggering

threshold of RhoA-dependent chemokine responses.
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Materials and Methods
In silico analysis

The following publicly accessed databases were used: BLAST, UniGene, GeneCards, GeneAtlas,

Clustal, Pfam, InterProScan, PSORT II Prediction, Panther and PROSITE

. Accession numbers are: fam65b (UGID:1775160); Fam65b isoform 1 (Fam65b(1), 140 kDa,

NP _055537.2); Fam65b isoform 2 (Fam65b(2), 85 kDa, NP_056948.2).
gRT-PCR

Total RNA was prepared using RNeasy mini kit (Qiagen). cDNA was produced with the Advantage
RT-for-PCR kit (Clontech Laboratories) using 1 pg of total RNA and random hexamer priming in a
final volume of 20 pl. Real-time quantitative PCR was performed by using the LightCycler
FastStart DNA Master plus SYBRGreen kit (Roche Diagnostics). Genes of interest were detected
using primers that had been designed with the Oligo6 software (Molecular Biology Insights) and
optimized to generate a single amplicon of 80—130 nucleotides. The sequences of the primers used
in qRT-PCR experiments are the following: ppia (F): 5’- GGT GAC TTC ACA CGC CAT AAT G
-3’; ppia (R): 5°- ACA AGA TGC CAG GAC CCG TAT -3’; fam65b (F): 5°-GCG GAG TTT AAC
CTC AGC AG-3’; fam65b (R): 5’-CCT TCA GGT GTG ACT TTG GC-3’; isol(F): 5’- GTC CCC
TTC ACC CAA GT-3’; isol(R): 5°- GGG TTC TCT GGC ATA TAA AAG-3’; iso2(F): 5°- CGC

AAG AAT GCAT ACA AAC-3’;is02(R): 5°- GAA GGC AGT TTG AGC GA-3’.
Luciferase assays

The FOXOI1 enhancer in the isol (130 650-131 815) and iso2 promoter region (164 220-165 360)
was amplified from human genomic DNA using the following set of primers: iso/-Kpnl: 5°-
ATACATGGTACCATGTTCCCTTTCGGCTAATGTCTCA-3’ and isol-Bglll: 5’-
ATGTATAGATCTGACGGCTCCTTGTCATGTCAGGGGC-3; iso2-Kpnl: 5’-
ATACATGGTACCGTCAAATTGAGTACAGAAAGAACAG-3’ and iso2-Bglll: 5’-

ATGTATAGATCTCTCAAAGCTACGCGAAGCAGCTCAG-3’). DNA was amplified for 30
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cycles (94°C 30 s, 68°C 30 s) in 2x buffer with 1.5 mM MgCly, 0.25 mM dNTPs, 0.5 uM each

primer, 100 ng genomic DNA, and 5 U pfx platinium (Invitrogen) in a total volume of 50 pl. The

amplified sample was digested with Kpnl and BglII and introduced into the pGL3 vector (Promega)

opened by the same enzymes. Jurkat T antigen cells (5x106/we11) were co-transfected with Firefly
luciferase reporter construct (5 pg), CMV-Renilla luciferase reporter construct (0.1 pg) and
FOXO1(34)-GFP. 24 h after transfection, cells were lysed in passive cell lysis buffer (500 ul) and
luciferase activity was assayed using the Dual-Luciferase Reporter assay system (Promega) as per

the manufacturer’s instructions.

Constructs

The pEGFP-C3-RhoAN19 constructs was provided by M.R. Philips (New York University School
of Medicine, USA). The FOXOI(3A)-GFP and FOXOI1(3A, H215R)-GFP plasmids were
previously described (3, 6). Fam65b(2) was PCR-amplified using a V5-tagged fam65b vector (7) as
a template; the PCR fragment was then introduced into pEGFP-N1 vector (Clontech). Fam65b(1)
was PCR-amplified using T lymphocyte cDNA as a template and similarly introduced into pEGFP-

N1. V5-tagged Fam65b(2) truncated mutants were described (7).
ChIP assays

JTag cells infected with lentiviral vectors encoding GFP or FOXO1(3A)-GFP were used three days
later for some ChIP experiments performed with the Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay
kit (Millipore) according to the manufacturer’s instructions. Anti-GFP and control irrelevant rabbit
IgG were purchased from Abcam. DNA was extracted using a phenol/chloroform method. PCR
reactions were conducted using the ampliTaq Gold kit with Gene Amp using the following
parameters: 30 cycles (94°C 30 s, 58°C 1 min, 72°C 1.5 min) and the indicated primers

(Supplemental Fig. 2B, C). Migration of PCR products was then performed with 2.5% agarose gels.

Yeast two-hybrid screen
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Yeast two-hybrid screening was performed by Hybrigenics (Paris, France) using full-length

Fam65b(2) as bait to screen a random-primed human CD4" CD8" thymocytes cDNA library.
Cells

Human PBT were purified from the blood of healthy donors as described (8). Jurkat and 293T cells

were cultivated in complete RPMI medium.
DNA and RNAi transfections

293T cells were transfected with Lipofectamine2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. 2.100 Jurkat T antigen cells were nucleofected with 4 ug DNA using the Amaxa
system (Lonza) (kit V, program X001). 5 .100 PBT per cuvette were nucleofected with 10 pg DNA

of the indicated construct using Amaxa and the U14 program. For RNAi experiments, 2.106 PBT
per cuvette were nucleofected with 2 pl of a 100 pM solution of OTP smartpool RNAIi
(Dharmacon) directed against human Fam65b or non-targeting sequences as a control. Cells were
rested for 10 min in RPMI at 37 °C and then supplemented with complete RPMI medium
containing human AB serum and 5 U/ml IL-7. Cells were then tested for functional experiments 3

days after nucleofection when the level of Fam65b knock-down was maximal.
Biochemistry

Protein expression levels of Fam65b were analysed by Western blot as described (8). Both Fam65b
isoforms were revealed by immunoblotting with anti-FAM65b (Abnova). Other blotting antibodies
were anti-RhoA (Cytoskeleton) and anti-f actin (Sigma) followed by goat-anti-mouse-HRP

(BioRad) incubation and ECL revelation.

For pull-down assays, beads containing GST-tagged RhoA (Cytoskeleton) were incubated
with 1 mM GDP or 0.2 mM GTPyS in the presence of 15 mM EDTA at 30 °C for 15 min and then

locked in the GDP or GTPyS -bound conformation by supplementing 60 mM MgCly. They were

then added to the cleared lysate of Fam65b-GFP -expressing 293T cells in the following buffer: 100
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mM NacCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1% NP-40, 10% glycerol, 2 mM MgCl> in the presence of

Complete protease inhibitors. For pull-down assays on PBT, 5.107 cells were stimulated with 200
ng/ml CCL19 for different times and the lysates were similarly submitted to a pull-down assay

using 5 ug GST or GST-RhoA coated on glutathione beads. Alternatively, His-RhoA or His-

RhoALG63 proteins (Cytoskeleton) were loaded on LiquiChip® Penta-His beads (Qiagen) according
to the manufacturer's instructions and put in presence of GST-Fam65b(2) recombinant protein
(Abnova) in PBS containing 1% BSA. All samples were then agitated for 1h, washed and processed
as described above. Membranes were blotted with anti-GFP (living colors, Molecular Probes), anti-
V5 (Invitrogen), anti-His (Invitrogen), anti-Fam65b (Abnova) or anti-GST (Amersham) antibodies.
Goat anti-mouse or anti-rabbit antibodies (BioRad) conjugated to HRP were then used and

membranes were revealed by ECL.

RhoA activation assay

RhoA-GTP levels were measured using the G-LISATM RhoA activation assay (Cytoskeleton).
PBT stimulated or not with CCL19 (200 ng/ml) for 30 sec were lysed for 30 min with occasional
stirring in the following lysis buffer in the presence of complete protease inhibitors: 50 mM Hepes,

1% Triton-X100, 0.5% deoxycholate, 0.05% SDS, 500 mM NacCl, 10 mM MgClp, 2 mM EGTA, 20

mM Benzamidine. Protein concentrations were quantified according to the manufacturer's
recommendations. Equal amounts of proteins were added in triplicate to a 96-well plate coated with
the RhoA binding domain of Rhotekin and incubated at 4 °C for 1 hour. Wells containing only
some lysis buffer were used as blank samples. After washing, the amount of RhoA-GTP bound to
each well was revealed by an anti-RhoA antibody followed by a secondary HRP-labeled antibody
and detection of HRP. Signals were measured with a microplate spectrophotometer by quantifying

absorbance at 490 nm.
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Nucleotide Exchange Kinetics Assay

Nucleotide exchange activity on 2 uM of RhoA was measured with or without 2 uM of Dbs using a
RhoGEF exchange assay kit (Cytoskeleton, Inc.) according to the manufacturer instructions, except
that 6His-RhoA was produced in our laboratory (9). Fluorescence measurements were performed at
25 °C in a 384-well plate using a FlexStation 3 (Molecular Devices) with excitation and emission
wavelengths of 360 and 440 nm, respectively. The exchange reaction was initiated by addition of

Dbs, with or without 0.6 uM of recombinant Fam65b (Abnova) and monitored for 30 min. kghg

were calculated by fitting the fluorescence changes to a single exponential, using the Prism 5

software (GraphPad Software, Inc.).
Flow cytometry

PBT were stimulated at 37 °C with 100 ng/ml CCL19 for different times, fixed with 4%
paraformaldehyde for 10 min, permeabilised with 0.1% saponin and incubated with phalloidin-
TRITC (Sigma). The F-actin content was then measured in each sample by flow cytometry using a
FACScan (Becton Dickinson). JTag cells nucleofected with GFP, FOXO1-GFP, FOXO1(3A)-GFP
or FOXO1(3A, H215R)-GFP were similarly processed for flow cytometry using an anti-Fam65b

antibody (Santa Cruz).
Immunocytochemistry

PBT unstimulated or stimulated with 100 ng/ml CCL19 for different times, were fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) for 10 mins, permeabilised with 0.1% Triton-X100 and incubated with a
combination of phalloidin-Alexa-Fluor350 (Invitrogen), anti-moesin (C-15, Santa Cruz) and anti-
Fam65b (Antibody Research, Inc. or Santa Cruz). Because we have confirmed that PFA fixation
does not work for RhoA staining (10), anti-RhoA (26C4, Santa Cruz) immunofluorescence was
performed using a 10% trichloroacetic acid (TCA) fixation method together with a P-ERM (Cell
Signaling Technology) staining to localize the uropod. Unfortunately, Fam65b staining does not

work with TCA fixation which precludes the possibility of performing a RhoA-Fam65b co-staining.
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DAPI stainings (blue) were used in some cases to stain the nucleus. Primary antibodies were
revealed by FITC- or Texas Red- conjugated anti-rabbit, anti-mouse or anti-goat IgG antibodies

(Jackson ImmunoResearch). T lymphocytes were then allowed to sediment, mounted on glass
coverslips using FluorSave [M Reagent (Calbiochem) and imaged by confocal microscopy.

Adhesion assays

For under-flow adhesion assays, CT or Fam65b KD T cells were resuspended at 109/ml in standard

adhesion buffer (PBS, 1 mM CaClp, 1 mM MgCly, 10 % FCS, pH 7.2). Cellular adhesive

interactions were studied in underflow conditions with the BioFlux 200 system (Fluxion
Biosciences). A 48-well plate microfluidics was first co-coated overnight at room temperature with
human E-selectin (5 pg/ml; R&D system) and human ICAM-1 (5 pg/ml; R&D system) in PBS.

Before use, microfluidic channels were washed with PBS, coated with 2 uM CCL19 in PBS for 3 h

at room temperature and the assay was done at a wall shear stress force of 2 dyne/cmz. After
extensive washing of channels with adhesion buffer, the behavior of interacting lymphocytes was

recorded on digital drive with a fast CCD videocamera (25 frames/sec, capable of 1/2 subframe 20

msec recording) and analyzed subframe by subframe. Single areas of 0.2 mm?2 were recorded for at
least 120 sec. Interactions of 20 msec or longer were considered significant and scored.
Lymphocytes that remained firmly adhesive for at least 1 sec were considered fully arrested. Cells

arrested for at least 1 sec or 10 sec were scored.

In vivo lymphocyte arrest on blood vessels endothelial cells was studied by intravital microscopy as
described (11). Briefly, CT or Fam65b KD T cells (in DMEM without sodium bicarbonate
supplemented with 20 mM HEPES, 5 % FCS, pH 7.1) were labelled with either CMFDA (1 min at
37 °C) or CMTMR (3 min at 37 °C). 15 x 100 labelled cells were injected i.v. in the tail vein of
C57BL/6J mice. In situ video-microscopic analyses were carried out in Peyer’s patches HEVs.

Experiments were recorded on digital videotape with a high sensitive fast SIT videocamera (25
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frames / sec). Cell behavior was analysed over a period of 20-30 min starting 2 min after i.v.

injection. T lymphocytes that remained firmly arrested for at least 10 sec were scored.
Polarization

T cell polarization assays and the analysis of the 4 categories of morphological changes elicited by

CCL19 stimulation were performed as described (12).
Migration

Nucleofected PBT were placed on the upper chamber of a 5-um diameter transwell (Nunc).
Different concentrations of CCL19 were put in the lower chamber and the cells were allowed to
migrate for 3 hours. Lymphocytes that had reached the lower chamber were then harvested, put in a
FACScan tube together with an equal amount of flow check fluorspheres (Beckman Coulter). The

number of migrating cells was analysed by flow cytometry relative to the number of beads.
Statistics

Means +/- SE are shown when indicated. Statistically significant differences between groups were

assessed with the Student’s ¢ test calculated with KaleidaGraph.
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Results

Famo65b is induced by FOXO1

We initially identified fam65b as a major response gene of FOXO1 by microarray
experiments in human T lymphocytes (3). Fam65b (Family with sequence similarity 65 member b)
also called fam65b, has two paralogs (Fam65a and Fam65c), all three molecules being well
conserved from Zebra fish to humans (Supplemental Fig. 1A), especially in their N-terminal
regions. In humans, this gene is located on chromosome 6 and encodes two isoforms (Supplemental
Fig. 1B). A UniGene search for the distribution of the transcripts indicated that fam65b6 mRNA
levels are particularly high in blood cells and adult tissues of hematopoietic origin such as the
secondary lymphoid organs (Supplemental Fig. 1C).

As presented in supplemental figure 2, the fam65b gene encodes two mRNA isoforms
resulting from two alternative promoters that give rise to two proteins. To further characterize the
regulation of Fam65b expression by FOXOI1, we designed PCR primers amplifying specifically
each isoform, and followed their expression in the Jurkat T cell line expressing a constitutively
active nuclear form of FOXO1 (FOXO1(3A)). As shown in figure 1A, Jurkat cells expressing
FOXOI1(3A) exhibited a 4.5 £ 0.1 and 6.5 = 3 (mean = S.E.M.) fold increase in Fam65b isoform 1
(isol) and isoform 2 (iso2) transcript levels respectively, as measured by qRT-PCR. In the same
context, the H215R mutant, which does not bind DNA, induced only a marginal increase of 2 £+ 0.1
for isoform 1 and 1.75 + 0.35 for isoform 2 in transcript levels.

In order to better identify the role of FOXOI1 on fam65b transcription, we analysed the
regulation of each fam65b transcript by its own promoter. To determine whether FOXO1 directly
controlled fam65b gene transcription, we searched for evolutionary conserved FOXO1-binding site
in the two fam65b promoters with the Genomatix program. We found one putative FOXO1 site
within the 500 pb of isol promoter region and four within iso2 that were conserved between mouse
and human (Supplemental Fig. 2B, C). To further demonstrate that FOXO1 does indeed regulate

Fam65b expression, luciferase reporter plasmids of fam65b were constructed for each promoter and
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co-transfected with FOXO1(3A) vector into Jurkat cells. The results showed that, as the FOXO1
content increased, the luciferase activity of isoform 1 promoter (3.5 £ 0.4) and isoform 2 promoter
(8.9 = 0.9) was significantly increased (Fig. 1B). To investigate further whether FOXO1 directly
binds these DNA elements, we used Jurkat cells transduced with FOXO1(3A) fused with GFP or
GFP alone to perform chromatin immunoprecipitation experiments. For the promoter of isoform 1,
a genomic fragment containing the FOXO1 site but not an irrelevant sequence is selectively
enriched with anti-GFP antibody only in FOXO1(3A)-transduced cells (Fig. 1C). For the isoform 2
promoter, only the most proximal 5’ fragment is detected with anti-GFP in FOXO1(3A)-transduced
cells, demontrating that only this site is active in T lymphocytes for regulating isoform 2 expression
by FOXO1. These findings demonstrate that the two isoforms of Fam65b are direct FOXOI targets
in T cells.

We next aimed at determining whether FOXO1 control of fam65b transcription allows
Fam65b expression. We show that only the constitutively active form of FOXO1 is able to induce
Fam65b expression (Fig. 1D). The wild type form of FOXOI fails to induce Fam65b expression
because we show that it localises in the cytosol. This is most certainly due to the fact that the Jurkat
cell line that lacks expression of the lipid phosphatase PTEN exhibits a tonic inactivation of both its
endogenous and overexpressed FOXOI1 proteins (3).

Altogether, these results demonstrate that FOXO1 directly controls fam65b transcription and

consequently, the expression of this protein in T lymphocytes.

Famo65b negatively regulates adhesion, polarization and migration upon chemokine stimulation
In unstimulated T cells, we and others have previously shown that FOXO1 controls the expression
of CCR7 which binds the homeostatic chemokines CCL19 and CCL21 (3, 13). CCR7 is crucial for

lymph node homing (14) or during intra-nodal motility (15-17). Because we demonstrate here that
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FOXO1 also controls Fam65b expression in resting T lymphocytes, we next tested whether Fam65b
plays a role in CCL19 responses.

Using a RNAIi approach (Supplemental Fig. 3A), we first tested whether Fam65b plays a
role in T cell adhesion upon CCL19 stimulation. Adhesion under flow upon chemokine stimulation
elicits a rapid inside-out mechanism of integrin activation that supports a quick cell arrest that might
be followed by additional mechanisms to stabilize adhesion (18). Under-flow adhesion assays were
conducted for control (CT) and Fam65b knocked-down (KD) T lymphocytes visualised in
microfluidic channels coated with CCL19, E-selectin and ICAM-1. The behavior of CT and KD T
cells is quantified in Fig. 3A. KD T cells have a lower tendency to exhibit rolling (Fig. 2A, /left) and
reciprocally show an increased propensity to adhere briefly (Fig. 2A, middle) or more stably (Fig.
2A, right). We next aimed at evaluating the adhesive role of Fam65b in the complexity of an in vivo
situation under physiological shear stress forces. We used a validated xenobiotic setting that
consists in imaging the microcirculation of human T cells in the Peyer’s patches HEVs of
anesthetized mice by intravital microscopy (11). In these conditions, Fam65b depletion increases
the percentage of stably arrested T lymphocytes (Fig. 2B). Therefore, Fam65b negatively regulates
T lymphocyte adhesion, both in vitro and in vivo.

We then analysed the capacity of Fam65b KD cells to polarize morphologically upon
CCL19 stimulation as described (12). Interestingly, even without any chemokine stimulation,
Fam65b KD cells tend to spontaneously polarize slightly more than control cells (Fig. 2C). After
CCL19 stimulation, twice as many KD cells progressed toward the fully polarized stage compared
to control cells (Fig. 2C).

As polarity establishment is considered to be a prerequisite for optimal migration (19, 20),
we next aimed at testing a role for Fam65b in T cell migration. We observed in transwell assays that
KD cells had a higher ability to migrate toward CCL19 than control cells (Fig. 2D). This effect was

quite dramatic at sub-optimal CCL19 concentration as the sole Fam65b depletion was able to turn
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immobile cells into lymphocytes efficiently migrating 4 times above the baseline level (Fig. 2D,
middle), a phenomenon most likely due to the higher fraction of polarized cells.
Altogether, these results show that Fam65b inhibits T cell adhesion, polarisation and

migration.

Famo65b is a new partner of RhoA

In our initial attempt to delineate the signaling pathways regulated by Fam65b, several independent
observations pointed toward the RhoA GTPase. (i) A remarkable aspect is that the T cell functions
reported above, in which Fam65b has an inhibitory role, have been reported to depend on RhoA
activity, whereas actin polymerization in primary T lymphocytes is controlled neither by RhoA nor
by Fam65b (Supplemental Fig. 3B) (21-25). (ii) An in silico approach using Panther classification
system for phylogenetically related proteins identified Fam65b as a molecule related to the RhoA
partner PKN (26, 27) (PTHR15829). (iii) A yeast two-hybrid screen set up for identifying Fam65b
partners identified the small GTPase RhoA as a possible candidate for Fam65b binding.

In order to confirm this interaction, we realized a series of pull-down assays. As shown in
figure 3A and B, both Fam65b isoforms strongly interact with RhoA in an inactive GDP-bound
form as well as an active GTP-bound form. Titering down the amount of RhoA-GDP or RhoA-GTP
in this assay still maintained similar binding to Fam65b (Fig. 3C), irrespective of the type of
nucleotide loaded. Association of Fam65b with wild-type RhoA or the constitutively active mutant
RhoAL63 was also detected purely in vitro, demonstrating a direct association between Fam65b
and RhoA (Fig. 3D).

We next attempted to identify the Fam65b region responsible for RhoA binding. A series of
truncated Fam65b mutants was tested in a pull-down assay for interaction with RhoA. N-terminal
deletion of the first 54 amino acids maintained the ability of this mutant to bind RhoA (Fig. 3E).
However, removal from amino acid 113 and beyond completely abrogated RhoA interaction.

Conversely, deletion of the last 101 amino acids did not affect binding to RhoA. We conclude that
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Fam65b binds RhoA through the 54-113 region of Fam65b, a protein segment predicted to display a
coiled-coil structure.

In addition, we could detect an interaction between RhoA and endogenous Fam65b in the
lysates of primary human T cells (Fig. 3F). Interestingly, this association was the strongest in
unstimulated T lymphocytes and was transiently decreased upon CCL19 stimulation. This result
indicates that CCL19 stimulation transiently frees RhoA from the inhibitory effect of Fam65b, most

likely to allow appropriate RhoA activation once the T cell has been stimulated.

Famo65b inhibition of migration depends on RhoA binding
We next aimed at determining whether the Fam65b-RhoA interaction could account for the effect
of Fam65b on T cell migration.

We first checked whether RhoA controls T cell migration as described for many other cell
types (5). This was verified in our system for T cell migration elicited by CCL19 signaling using a
dominant negative mutant of RhoA. The inhibition of RhoA activity elicited a 63 % inhibition of T
cell migration (Fig. 4A).

In addition, overexpression of full-length Fam65b inhibited T cell migration whereas the
A113 mutant, that does not bind RhoA, did not show such an effect (Fig. 4B). This result confirms
the inhibitory effect of Fam65b on chemokine-induced migration, and unveils the requirement for
the RhoA binding region of the protein for this inhibition.

This indicates that Fam65b needs to interact with RhoA for inhibiting T cell migration.

Famo65b inhibits RhoA activity

The functional effects of Fam65b on migration could thus arise from an inhibition of the activity of
its partner RhoA. To further test this hypothesis, we directly measured the content of active GTP-
bound RhoA in Fam65b-KD or control cells. The results show that resting KD cells had a higher

content in RhoA-GTP that did not increase substantially after chemokine stimulation contrary to
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control T cells (Fig. 5A), indicating that Fam65b acts as a factor that tonically inhibits the RhoA
pathway in unstimulated T lymphocytes. This could explain that in the absence of Fam65b, we
observed an increase in chemokine-independent polarization and migration. We conclude that
Fam65b inhibits RhoA activity by decreasing the T cell RhoA-GTP content.

In order to delineate the molecular mechanism by which Fam65b inhibits RhoA activity, we
performed an in vitro nucleotide exchange assay to measure the kinetics of RhoA GTP loading by
the Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF) domain of the RhoGEF Dbs in the presence of
Fam65b. In a solution containing fluorescent GTP, we could observe a slow and passive loading of
GTP on RhoA that was largely independent of the presence of Fam65b (Fig. 5B, leff). However,
addition of recombinant Dbs accelerated GTP loading as expected. Interestingly, the presence of
Fam65b slowed down the exchange rate of Dbs on RhoA, as shown by a 5-times reduction in the
kobs value (Fig. 5B, right).

Therefore, we conclude that Fam65b down-modulates the exchange reaction that GEFs

perform on RhoA and consequently, dampens levels of active RhoA in T cells.
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Discussion

Here, we report that the transcription factor FOXO1 does not only regulate the expression of
homing receptors as previously demonstrated (3), but also controls an important signaling pathway
involved in T cell migration. We have found that Fam65b, a phylogenetically well-conserved
protein, takes part in the cooperativity between the FOXO1 and RhoA modules in order to modulate
T cell motility. Our work provides important information regarding this new protein: we
demonstrate that Fam65b is induced by FOXO1 and represses RhoA activity.

It is puzzling to note that FOXO1 seems to have opposite effects on motility as it induces
expression of CD62L and CCR7 that favor homing and expression of Fam65b that inhibits
migration. It is not clear at the moment whether this paradox constitutes for FOXO1 a way of finely
regulating motility. Alternatively, our in vivo data demonstrate a negative role for Fam65b in T cell
adhesion to HEVs. This could allow FOXOI1 to indirectly promote homing again by avoiding T
cells to exhibit too strong adhesive properties that would maintain them otherwise stuck onto blood
vessels. The use of a mouse model deficient for Fam65b should allow us to test this possibility.

We show that Fam65b markedly affects adhesion, polarization and migration upon
chemokine exposure although it does so without exhibiting obvious changes in its subcellular
localization (Supplemental Fig. 4A). This is in agreement with the fact that Fam65b can interact
with RhoA independently of the type of nucleotide it bears and that the total pool of RhoA is
distributed on both sides of a polarised T cell (Supplemental Fig. 4B) (10). We report here that
Fam65b exerts a tonic inhibition on RhoA activity. Together with other necessary signaling
pathways triggered upon chemokine stimulation, the depletion in Fam65b is thus likely to account
for the advantage exhibited by the KD cells to polarize and migrate. Interestingly, we also show that
Fam65b-RhoA interaction decreases upon CCL19 stimulation, suggesting that the loss of Fam65b

control on RhoA activity is likely to allow for RhoA activation in normal conditions.
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Fam65b is an unexpected regulator of RhoA. Indeed, it does not contain any known
consensus domain found in typical RhoA interactants such as GAP (GTPase Activating Protein)
and GEF proteins. It does not present any sequence similarity with GDI (Guanine nucleotide
Dissociation Inhibitors) proteins either. In addition, as effectors can discriminate between the GDP-
and GTP-bound forms of Rho GTPases, Fam65b does not belong to this class of Rho partners.
Interestingly, previous papers have reported possible new mechanisms for RhoA regulation. The
unrelated FI1L (28) and Memo (29) proteins that do not contain any canonical domain of
interaction with RhoA were indeed described as RhoA partners and regulators. Although the three
proteins do not share any obvious sequence identity, these results indicate that RhoA activity can be
controlled by thus far unrecognized mechanisms. We show here that Fam65b inhibits the exchange
reaction performed by GEFs on RhoA. It would be interesting to determine whether these three non
canonical RhoA partners, i.e. F11L, Memo and Fam65b, share a similar regulatory mechanism on
RhoA.

Fam65b has previously been shown to be up-regulated during placenta and muscle cell
differentiation and to induce membrane protrusions necessary for cell-cell fusion (7, 30, 31). In fact,
it is the 54-113 portion of the protein that is required for this morphological effect in myoblasts (7).
Interestingly, we show that this particularly well conserved region related to PKN is necessary to
bind RhoA, suggesting that the effect of Fam65b on myoblast fusion may depend on its ability to
interact with RhoA and to inhibit its activity. Consistent with this model, others have shown that a
decrease in RhoA-GTP content was indispensable to allow myoblast fusion (32). Therefore, we
consider most likely that Fam65b behaves as an inducible repressor of RhoA activity to allow cell-
cell fusion during muscle or placenta formation is most likely.

In conclusion, we have identified here a new RhoA down-modulator whose expression is
tightly controlled by FOXOI1. Although our data have been obtained in T lymphocytes, the

mechanisms uncovered in these cells may be of much wider significance in other cell types for
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contributing to other cell-specific functions. We have shown that Fam65b acts as a brake for T cell

migration, and therefore represents a new target by which FOXO1 can regulate motile processes.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Fam65b expression is controlled by FOXO1. (A) Jurkat cells transduced with GFP,
FOXO1(3A)-GFP or FOXO1(3A, H215R)-GFP were analyzed 48 hrs later for fam65b isoform 1 or
2 transcript levels by qRT-PCR. Data are from three independent experiments. (B) Jurkat cells were
co-transfected with a construct encoding FOXO1(3A)-GFP together with a luciferase reporter
plasmid containing the putative FOXO1 enhancer in fam65b isoform 1 or 2 promoters and an
internal Renilla luciferase reporter construct driven by the CMV promoter. 24 h post transfection,
cells were lysed and Firefly and Renilla luciferase activities were measured. Data are shown as
means of two independent experiments conducted in triplicate. (C) Chromatin proteins in Jurkat
cells infected with GFP (control) or FOXOI1(3A)-GFP were cross-linked to DNA and
immunoprecipitated using anti-GFP or non immune rabbit IgG control. Eluted DNAs were diluted
for PCR and amplified DNA fragments using specific primers (supplemental Fig. 2) were resolved
on gel. (D) Flow cytometry analysis of Fam65b expression in Jurkat cells transfected with plasmids
encoding GFP, FOXO1-GFP, FOXO1(3A)-GFP or FOXO1(3A, H215R)-GFP. Left: examples of
dot plots. Top right: Overlays of Fam65b expression gated in cells expressing GFP (plain black
histogram), FOXO1-GFP (grey line), active FOXO1(3A)-GFP (black line) and active FOXO1(3A,
H215R)-GFP (grey dotted line). Bottom right: Mean fluorescence intensities of Fam65b expression

in the different transfectants (means +/- SE from six independent experiments).

FIGURE 2. Fam65b inhibits T cell adhesion, polarization and migration upon chemokine
stimulation. (A) Under-flow adhesion to ICAM-1 was tested in PBT transfected with control (CT)
or Fam65b (KD) RNAI. The % of cells exhibiting rolling (/eft), or arrest for at least 1 sec (middle)
or 10 sec (right) is shown. Means +/- SE from seven independent experiments. (B) The % of
control (CT) or Fam65b-depleted (KD) PBT that arrested at least 10 sec on Peyer’s patches HEVs
in vivo were quantified (means +/- SE from ten microscopic fields obtained in four mice). (C) PBT

transfected with control (CT, left) or Fam65b (KD, right) RNAi were stimulated or not with 100
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ng/ml CCL19 for 8 mins, fixed and stained for F-actin. Each cell was scored into one of the four
categories previously described (12): weak homogenous actin (black), mislocalized actin (white),
polarized actin (light grey) and fully polarized with a uropod (dark grey). For each category, one
example of the F-actin staining depicted with an inverted black and white scale is shown as an
illustration. One example out of three experiments is shown. (D) PBT transfected with CT or
Fam65b (KD) RNAi were tested for migration to different concentrations of CCL19 in a 3-hour

transwell assay. One representative experiment out of three is presented.

FIGURE 3. Fam65b interacts with RhoA. Lysates from 293T cells transfected with Fam65b(1)-
GFP (A) or Fam65b(2)-GFP (B) were subjected to a pull-down assay using beads bearing GST
alone or 8 pg GST-RhoA loaded with GDP or GTPyS. wcl: whole cell lysate. (C) The lysate from
293T cells transfected with Fam65b(2)-GFP was incubated in a pull-down assay with 9, 3 or 1 pg
GST-RhoA beads loaded with GDP or GTPyS. The RhoA-Fam65b association was tested by
Western blot in the different conditions. (D) Human recombinant Fam65b(2) tagged with GST was
added to beads loaded with no protein, His-RhoA (28 kD) or His-RhoAL63 (22 kD). Direct protein-
protein interaction was analysed by pull-down assay. Note that both recombinant RhoA proteins
have slightly different molecular weight due to a small irrelevant amino acid stretch present
between the His tag and the RhoA sequence of the wild type protein. (E) Left panel: The deletion
mutants of Fam65b(2) are schematically represented. Right panel: Lysates from 293T cells
transfected with Fam65b(2)-V5 FL (Full Length) or different deletion mutants in N- or C-terminal
were submitted to a pull-down assay using GST-RhoA beads. For each transfectant, the first lane
shows the wecl fraction and the second lane shows the amount of Fam65b(2) FL or mutant bound to
RhoA. Each panel shows a representative experiment of at least three independent assays. (F)
Lysates from PBT stimulated for different times with 200 ng/ml CCL19 were submitted to a pull-

down assay using GST or GST-RhoA beads (top two panels). Fam65b in the whole cell lysate
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fraction is shown as a loading control (bottom panel). One experiment representative of three

independent ones is shown.

FIGURE 4. The role of Fam65b in T cell migration depends on RhoA binding. (A) PBT
transfected with GFP or GFP-RhoAN19 were tested as described previously in a transwell assay.
The percentages of migratory T cells were normalized to the GFP-transfected population in each
experiment set to 100. Data are from two independent experiments (*p=0.039). (B) PBT transfected
with empty vector (EV), full-length (FL) Fam65b(2) or Nt-Fam65b(2)A113 (A113) were similarly
tested in a migration assay. Data obtained for each condition was normalised to the migration index

obtained in EV-transfected T cells set to 100. Data are from eight donors (*p=0.02; **p=0.005).

FIGURE 5. Fam65b inhibits RhoA activity. (A)

PBT transfected with CT or Fam65b (KD) RNAi were stimulated or not with 200 ng/ml CCL19 for
30 sec. The active RhoA-GTP content was measured for each condition in triplicate by the G-
LISA™ method. Data from three independent experiments are shown (n.s.: not significant;
**p=0.0317; ***p=0.0075). (B) Recombinant RhoA and Fam65b were placed alone or in
combination in wells of a 384-well plate. Recombinant Dbs was then added and the plate was put in
a FlexStation to read the evolution of RhoA GTP loading by fluorescence (/eft). Means +/- SE of

kobs values for RhoA+Dbs (n=8) or RhoA+Dbs+Fam65b (n=6) (right) (*p=0.014).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Supplemental Data

Supplemental Fig. 1: In silico analysis of Fam65b.

(4) Phylogenetic tree for Fam65b. Fam65b (red) is conserved from Zebra fish to humans. Its two
homologs (Famé65a in green; Fam65c¢ in blue) are also expressed in the same species. (B) The two
Fam65b isoforms expressed by alternative splicing of the same gene are schematically represented.
The dashed segment in isoform 1 corresponds to a unique amino acid sequence encoded by an exon
that is not found in isoform 2. (C) EST profile of fam65b. Relative distribution of fam65b
transcripts in various adult human tissues or organs reported by UniGene. No transcript was found
in the following: adrenal gland, bladder, bone, cervix, ear, esophagus, heart, larynx, mouth, nerve,

ovary, parathyroid, salivary gland and umbilical cord.

Supplemental Fig. 2: Schematic representation of the initial locus of the human fam65b gene.
(4) Positions of the two promoter regions, transcription initiation sites (arrows), exons and the two
fam65b 5" end transcripts detected. Sequences of promoter 1 (B) and 2 (C) are shown. Predicted
FOXO1 sites are depicted with bold blue letters. Sequences of the primers used for the ChIP

experiments are underlined.

Supplemental Fig. 3: Fam65b knocked-down (KD) T cells exhibit normal actin
polymerization upon CCL19 stimulation.

(4) The efficiency of Fam65b KD in human PBT was checked by immunoblotting with anti-
Fam65b, anti-p actin and anti-RhoA. (B) Actin polymerization in CT or Fam65b KD T cells
stimulated during different times with CCL19 (100 ng/ml) was measured. No statistical difference

between CT and KD was observed.
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Supplemental Fig. 4: Famé65b is homogenously distributed in chemokine-polarized T cells.

(4) PBT were unstimulated (time 0, top) or stimulated with 100 ng/ml CCL19 for 8 mins (bottom),
fixed in PFA, and co-stained for moesin (red) and Fam65b (green). (B) PBT were stimulated with
100 ng/ml CCL19 for 8 mins, fixed with TCA and stained for RhoA (green), P-ERM (red) and
DAPI (blue). The transmitted-light visible picture is shown in the left panel. Images are from three

independent experiments.
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 2
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TIARCAGRTGAGGRGACTGAGGCATAGCAGGGRARTICCCTATGTARAGERTG AGAGGRGAACCTICATTAACCAT TAR RGO AT TCTI TARATATAGTGRACCCCRA
GAGRCIGAGTCAGGACCIITICCCTGEGTCCTIGTCGACT CCCAGT TCCAT GITICICTICARAGAATCAGTATGICAGTACGITCAGGICTCCTATTICTITIGR
ACAGTITCCRACTCCRRRRGGCCCTIT TEEGRRTGTCIGTCTATCAGET TTCTCCATTTTAAAGTTTARCT TGGTICTCTTCETCTCCITGCTCCTAGT
GACCCATGCTTTCCCCACRGEARACCTTTATCAT TCAANTCCACCAGARCE TTCAGTARRCACCATTCCCACCAGTCCTANTCRGTAGTTICACATITGITICCCC
ARATIRAZARCARTICTICT TGCCATCITTATGAGAGCTGTGICCRERG TGETCACCIGCTTCATCCTGRACTCATCCCAGTCACCTGITGGACCTGAGTCAC
c GGTAGHUGAGRGT! ACRARGCH TCTT GGCTT CCCTGETCACCTGCTC TGACCT ARG TCACCT TTAGTTACCTET TCC TRACCE T
TCCAGCRCARCCCTIGCCETGEGCAGCCARCCTCACCCTCACK CCCCC CCTTCCTGCCARACTACCCACCCCACCACTGTGGCTCATACCCCTACTCTCTT
ACCCCATACACCACCECCTCATTITIITCAATGCACAGCCCAGCTITGIATG TR AT GCC AR T CAGRRT TAGCTTAGACTETGCGETCCRACCCTR 22TR
A23GHTCCCARAR GET TAGCTGARA GEECCT TICCITAAC TCAGCTCCT TT GGECAACGACACACCRCTAGEECCATEC TICAGE AT ARG ARC TCC TECCCCT

CCICTGCCCTCTCCCT CCRGCGCECTGEATCCACCEEGLTOECTCCCCEEC CCCTGICCAAGTGTIGEICTCACCATTACTCCAT TCATAAGTTGCRCCCTT:
GCGATICCACGSGTCACTCCAR AGCTGCCECGCCAGCTCTTECARAGGRGC 22 CTIGCTGAGRR AAT TAAATT TATGTTIGRAGTGCTAT
CTGGCCTGCCGECGATCAGCTIGGRAGCAGECACCGAAGCGCAGCCTCCTGS IGTCGCATCARAS

ATTTATARCACAATTAGCAGT TITTIGAGCC

ACTTCECCTCARGTAGCTE TCARGCACC TSI CTCCACCCECCCTOCCCTEC TTGLCCCTCCCAAGA BCCTTATCTGCACT TECATTTICT
CAGCACAAGTGACGOCECCEECCECK TCCCCCTCCTCACGS CTAACCATITGIGCCCTACATATIACTI TIACTGCTCATACGTACTICTICAT
CTOCCECO0C TCCEOCCRCTOCECCECT CTAGCT COECRC TCCGOCACECT TACTICTAAAATTCTCGAGART GOCCTRA RARTCT ARGCTCCTCCICOOCARET
CEOBOOCGOC BECOOC GCAACT TCAOOCOECGOGO0GCAGCTGCTGORRGE AGTATCECAT TICCATCIC ACCCACATCARACAGCAACCEGAT TECCATACCT
GGACGCEECACERCACCCaES AGCTCOCETCCACCOGACTIC GTAGCCAACTGACTCACCHCCTCTACCT CCCAACART CCATACARACTCCAGS

CTCCTGEGEETCCCCTTCACCCR ST GAGCCAGCTCAGGCTGICTGTRRAGT GCTGCTCTCTCCTGRRAGAGE[ exon 2
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VI.Fam65b, nouvel effecteur de la quiescence des LT induite par FOXO1

Les PI3K controlent un réseau coordonné de molécules et de facteurs de transcription
responsables de la régulation spatio-temporelle de la réponse des LT a l'antigéne. La
production massive de PIP3 dans le LT suite a la rencontre avec l'antigene participe a la
rupture du statut quiescent de la cellule notamment via l'inhibition de I'activité des facteurs
FoxOs.

Nous montrons ici que la régulation transcriptionnelle de Fam65b par FOXO01, se traduit in
vitro et in vivo par une diminution de I'expression de Fam65b apres stimulation du TCR. Des
tests luciférase, réalisés dans des LT primaires humains, montrent que l'activité des deux
promoteurs de Fam65b décroit apres activation du TCR. Cette activité peut étre maintenue
par 'expression d'une forme constitutivement active de FOXO01.

Afin d’étudier le role de Famé65b dans 'activation et la prolifération des LT, nous avons utilisé
la technique d’interférence a ARN dans des LT primaires humains. La comparaison in vitro des
LT, exprimant ou non Famé65b, nous permet de mettre en évidence que Fam65 régule
négativement le seuil d’activation des LT en réponse a une stimulation du TCR. Nous
constatons également que le maintien de I'expression de Fam65b dans des LT, inhibe la
prolifération. Donc l'inhibition de I’expression de Fam65b semble étre un pré requis a toute
prolifération.

Enfin, nous observons dans la lignée leucémique humaine Jurkat, que 'expression de Famé65b
dans des cellules proliférantes induit un arrét en G2/M du cycle cellulaire, voire la mort des
cellules. Nous observons, de facon corrélative, les mémes résultats par surexpression d’un
mutant dominant négatif de RhoA.

Afin d’analyser les conséquences d’'une modulation de I'expression de Fam65b sur la réponse
immune dans un contexte plus intégré, nous avons utilisé le modeéle de souris transgénique
pour le TCR HY. Nous observons que l'inhibition de 'expression de Fam65b n’affecte pas
significativement la réponse primaire. En revanche, lors d'une réponse secondaire, I'inhibition
de I'expression de Fam65b est associée a des capacités renforcées d’élimination de I'antigene.
Enfin, mon travail, a permis de mettre en évidence que physiologiquement chez 'homme,
comme chez la souris, Fam65b est plus faiblement exprimé dans les LT mémoires que dans les
LT naifs.

L’ensemble de ce travail nous a donc permis de montrer que Fam65b est un frein a I'activation
induite par le TCR et que l'inhibition de son expression est nécessaire pour rompre |'état de
quiescence des LT. Fam65b est donc un des nombreux acteurs moléculaires de la quiescence,
régulé par FoxO1.

Ce travail est actuellement en finition.
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SUMMARY

The FoxOl transcription factor is inactivated by phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt signaling
upon T cell receptor triggering. This general and early block in FOXOI-mediated transcription
upon antigen recognition regulates major functions of T lymphocytes, such as cell cycling,
apoptosis, migration, and differenciation. We show here that Fam65b is a transcriptional target of
FoxOl in T cells, and is indeed downregulated in vitro and in vivo during T cell activation. We also
demonstrate that Fam65b expression level sets the activation threshold of primary T lymphocytes
and that Fam65b downregulation is a prerequisite for T cell proliferation. Furthermore, we show
that the forced expression of Fam65b in Jurkat cells induces a cell cycle arrest in G2/M and cell
death. In addition, in a secondary immune response in vivo, Fam65b knocked-down T lymphocytes
eliminate the antigen more efficiently than control T cells. Altogether, these data define Fam65b as

a FoxO1-dependent regulator of the T cell activation threshold.
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INTRODUCTION

An antiviral immune responses strongly depends on the elimination of infected cells by CDS8
T lymphocytes. Recognition of complexes of antigenic peptide and major histocompatibility
complex class I by the T cell receptor (TCR) triggers a rapid cell proliferation of naive CD8 T cells
and thus an increase in the number of antigen-specific T cells, and a differentiation of these cells
into effector cytotoxic T lymphocytes (CTLs). After the expansion phase, the effector population
undergoes a substantial contraction, during which 90-95% of the antigen-specific cells die. Despite
this considerable cell death, there are more antigen-specific cells remaining at the end of the
immune response than before the infection. These cells are memory CD8 T cells, which, if
appropriately maintained, are responsible for host protection from reinfection through vigorous
recall responses. The efficacy of memory responses is due not only to an increase in the frequency
of antigen-specific lymphocytes but also to qualitative differences between naive and memory T
cells. The mechanism by which antigen-specific CD8 T cells become committed to the memory cell
lineage is still a matter of debate (reviewed in 1 and 2).
Class O Forkhead factor (FoxO) are important T lymphocyte quiescence factors that are
present at high levels in the nucleus of naive or resting cells (3). Transcriptional activity of FoxO1

and FoxO3 contributes to maintenance of naive or resting T lymphocytes in a quiescent state by up-

kip! jce

regulating the expression of several genes, such as p27 , KLF2, which promote cell cycle

» P2
arrest (4). However, upon TCR engagement, activation of the PI3K/AKT pathway phosphorylates
FoxOs, inducing their exclusion from the nucleus by the 14.3.3 scaffolding protein and thereby
relieving the block on T cell activation imposed by FoxO protein (3, 5). FoxOl is also involved in
other aspects of immune responses. Efficient T-cell adaptive immune responses take place in
secondary lymphoid organs such as lymph nodes (LN). Thus, circulating T lymphocytes have to

leave the blood stream to home in LN through high endothelial venules (HEVs) to perform their

surveillance task. This motile behavior necessitates a tight control of the expression of several cell
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surface proteins, namely the adhesive molecules CD62L and LFA-1, and the CCR7 chemokine
receptor (6). A number of studies have reported that expression of homing molecules, essential for
trafficking of T cells, is coordinately regulated by FoxO1 (4, 7-9). Thus, the two missions of a naive
T cell, “travel and stay at rest”, might be viewed as the two sides of the same “FoxO medal”. It
might also be speculated that the exact opposite orders, “stay here and cycle”, are also
simultaneously given to the T cell when this FoxO1 control is “off” after antigen recognition and
PI3K activation. More recently, FoxO1 and FoxO3 have been implicated in the differentiation
process leading to memory T cells (10-13). While it has been described that the invalidation of
Foxo3 led to an increased number of memory T cells during a LCMV infection (12, 13), recent
reports have shown that transcriptional activity of Foxol promotes memory T cell differentiation by
regulating the balance of two transcription factors T-bet and Eomes that respectively favor effector
and memory T cells differentiation (10, 11).

Here, we report that FoxO1 regulates the expression of the Fam65b gene (also known as
KIAA0386, PL48, Diff40, Diff48 or C60ORF32) in primary T lymphocytes. Fam65b has previously
been shown to be up-regulated during placenta and muscle differentiation, inducing membrane
protrusions necessary for cell-cell fusion (14). In this paper, we analyze the functional
consequences of Fam65b expression during T cell activation both in vitro and in vivo. We show that

Fam65b controls the activation threshold of T lymphocytes and in particular CD8 T cell responses.
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RESULTS
Famé65b is a target of FOXO1

We previously demonstrated that the two fam65b isoforms are under the control of FOXO1
(15). To analyze the consequences of this controlled expression, we examined first if the nuclear
exclusion of FOXO1 responsible for an arrest of its transcriptional activity observed in T cells upon
TCR triggering results in a decrease of fam65b expression. Fam65b expression was quantified by
western blot, following in vitro stimulation of primary T lymphocytes with anti-CD3 and CD28
coated beads. As depicted in figure 1A, the observed decrease of the two Fam65b isoforms is in line
with a general and early block in FOXO1-mediated transcription upon antigen recognition (3). In
order to test whether this regulation occurred in physiological conditions, we used TCR transgenic
mice whose T lymphocytes were activated by in vivo immunization. CD4" T cells from 5C.C7 mice
differentiate into rapidly cycling effector cells within a few days after encounter of their antigen
(pigeon cytochrome ¢, PCC). Purified T lymphocytes from immunized mice exhibited a marked
decrease in Fam65b expression levels compared to lymphocytes from unimmunized mice (Figure
2B). To clearly demonstrate that the down regulation of Fam65b expression is the result of the
arrest in FoxOl1 transcriptional activity, we performed luciferase assays in T cells following TCR
activation. Each promotor was transfected in primary T lymphocytes with or without a vector
coding for an active form of FOXO1 (FOXO1-TM). 24 hours after transfection, the cells were
activated with antiCD3/CD28 beads for 8 hours, and then luciferase assays were performed. As
shown in figure 1C, the luciferase activities depending on the promotors for isoforms 1 and 2 were
significantly decreased after TCR activation except in the presence of an active form of FOXOI1, as
expected. One can thus conclude that Fam65b expression is controlled by FoxOl in the
physiological context of T cell activation.
Famé65b controls T cell proliferation

As Fam65b is a target of FoxOl in T cells, and FoxO1 is one of the master transcription

factors involved in quiescence (reviewed in (16), we next addressed the role of Fam65b in T
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lymphocyte proliferation using an RNA interference (RNAi) approach. A substantial reduction in
Fam65b expression in primary human peripheral blood T cells could be obtained with this
technique (supplementary figure 1A). Next, we assessed the consequences of Fam65b knocked-
down on antiCD3/CD28-induced proliferation, by analysing CellTrace violet dilution in both
control and knocked down (KD) T lymphocytes. As shown in figure 2A, KD cells proliferated at
sub-optimal doses of anti-CD3/CD28 beads that were unable to induce proliferation of control T
lymphocytes expressing Fam65b. Conversely, we compared the proliferation of primary T
lymphocytes over-expressing or not Fam65b. As shown in figure 2B, expression of Fam65b totally
inhibited the proliferation induced by TCR activation, even at supra-optimal doses of anti-CD3 and
CD28 beads. Thus, manipulating the level of expression of Fam65b modified the T cell activation
threshold, suggesting that Fam65b acts as a brake that must be released for T cells to become fully
activated.

To decipher the cellular mechanism of the proliferation block induced by Fam65b, we performed
cell cycle analysis of Jurkat cells transfected with expression constructs coding for GFP alone as a
control, or for Fam65b isoform 1 or 2 fused to GFP. As we have previously demonstrated that
Fam65b interacts with RhoA GTPase, and inhibited its function (15), we followed Jurkat cells
proliferation after transfection of vectors coding for the two isoforms of Fam65b, and a dominant
negative form of RhoA. As shown in figure 2C, expression of the two isoforms of Fam65b in Jurkat
cells or in primary T lymphocytes induced a potent inhibition of T cell proliferation. Analysis of
cell cycle demonstrated that Fam65b expression induced a block at the G2/M state (figure 2D)
without apparition of multinucleated cells (data not shown). We observed that expression of a
dominant negative form of RhoA leads to the same result, e.g. inhibition of cell proliferation and
G2/M arrest. An annexin V labelling revealed that Jurkat cells expressing Fam65b not only ceased
dividing, but also died. The observation that all cell lines that we tested do not express Fam65b is

consistent with the notion that sustained cell proliferation and Fam65b expression are not
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compatible (data not shown). All these results demonstrated that Fam65b is an efficient regulator of
T lymphocyte proliferation.

Famo65b expression and memory T cells phenotype

As Fam65b regulates the T cell activation threshold, we next examined the consequences of
a modulation of its expression on the development of an immune response. For this purpose, we
used the well calibrated model of HY CD8 transgenic T cells: both limited number of male cells
expressing the HY antigen and HY TCR transgenic T cells are transferred in a recipient mouse. The
male cells are eliminated by the transgenic T cells, and this elimination is followed by the
appearance of a population of long-lived resting memory T lymphocytes (17, 18). To examine the
importance of Famo65b in such a response, we modulated its expression with a retrovirus expressing
a Fam65b targeting shRNA coupled with GFP (supplemental figure 1B). This retrovirus, or control
virus, were used to infect HY specific transgenic CD8 T cells. Transduced T cells were adoptively
transferred into recipient chimeric mice. This system allowed us to evaluate the consequence of
Fam65b expression on the potential of CD8 T cell to differentiate in memory T lymphocytes. In an
initial set of experiments, we compared the number of HY CD8 T lymphocytes recovered from
spleen sixty days after injection of transduced T lymphocytes. At this time point, T lymphocytes are
in a non proliferating quiescent state. We found that GFP HY cells, transduced with the Fam65b
targeting retrovirus, present a capacity to differentiate equivalent to that of control GFP infected
cells (Figure 3A). We next examined the effects of Fam65b inhibition during a secondary response.
To address this question, we purified and sorted HY CD8 GFP T lymphocytes at day sixty
following stimulation by HY target cells, and injected these T cells into a new chimera. As shown
in figure 3B, inhibition of Fam65b expression did not alter the number of HY CDS8 T lymphocytes
recovered at day 5 after injection. However, analysis by PCR of HY antigen elimination in recipient
mice demonstrated that secondary Fam65b-depleted HY CD8 T lymphocytes were more efficient
for eliminating the HY antigen. Thus, Fam65b depletion enhanced the quality of the HY-induced

CDS8 T cells response.
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Altogether, these results suggest that the qualitatively enhanced response of memory T cells could
at least in part be due to a decreased level of expression of Fam65b in quiescent memory T cells. To
further evaluate this question, we measured Fam65b expression levels in naive (before
immunization), activated (7 days after immunization) and memory (60 days after immunization) in
HY-specific CD8 T lymphocytes purified from the spleen (Figure 4A). At day 7, expanding T
lymphocytes expressed low levels of Fam65b, whereas at day 60, quiescent memory T lymphocytes
reexpressed Fam65b, albeit to a lesser extent than their naive counterparts. Similar results were
obtained with CD8 T cells purified from lymph nodes (data not shown). We next attempted to
generalize this observation by comparing Fam65b expression levels in CD45RA and CD45RO
subpopulations purified from human peripheral blood cells. Indeed, we observed that, both at
transcripts and proteins levels, Fam65b was expressed at a higher level in naive CD45RA cells than
in activated/memory CD45RO cells (Figure 4B and 4C). These results clearly establish that a
reduced level of Fam65b expression is a hallmark of the memory differentiation state of CD8 T

cells, compared to naive T cells.
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DISCUSSION

In this manuscript, we have shown that Famé65b is an effector of the FoxO1 transcription factor for
the control of T cell proliferation. We have first shown that fam65b is a direct transcriptional target
of FoxO1, which controls its down-regulation during T cell activation. This down-regulation is a
prerequisite for cell division, as forced expression of Fam65b blocked the proliferative response of
T cells upon TCR triggering. Accordingly, Fam65b could not be detected in spontaneously
proliferating T cell lines, and its forced expression led to a cell cycle arrest in the G2/M phase, and
to cell death. Conversely, inhibiting Fam65b expression allowed T cell activation at otherwise
subthreshold doses of anti-CD3/anti-CD28 antibodies. Strikingly, the known low activation
threshold of quiescent memory T cells correlated with a low Fam65b expression level, and

decreasing this level led to a more efficient secondary immune response.

The implication of FoxOl1 in the quiescence of T cells is actively studied. FoxO proteins maintain
naive or resting T cells in the Gy phase of the cell cycle by up-regulating the expression of cell cycle
inhibitors, such as p27kip1, Gadd45, cyclin E, and p130 (19). FoxOs also regulate T cell quiescence
by controlling secondary transcription factors (reviewed in 16). Lin et al have shown that FoxOs
induce expression of IkB, a protein that interacts with and sequesters NF-kB in the cytoplasm (20),
thereby inhibiting the expression of the growth factor IL-2 (21, 22). In addition, KLF2 is a
transcription factor whose expression is directly regulated by Foxo, and which controls T cell
quiescence (4). Cellular localization experiments demonstrate that Fam65b is cytoplasmic (14), and
hence not a transcription factor. In addition, Fam65b controls the cell cycle at the G2/M phase.
Whether this control is direct, or results from the regulation of cellular pathways, has to be
explored. We have previously shown that Fam65b interacts with RhoA, and inhibits its GTPase
activity (15). As RhoA can strikingly potentiate TCRa/B-mediated responses in primary
lymphocytes both in vitro and in vivo, and is required for proper mitosis completion (23, 24), it is

tempting to suppose that at least part of Fam65b effects result from RhoA inhibition.
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Our data establish that Fam65b down-regulation is strictly required for T cell proliferation. On one
hand, Fam65b blocks the proliferation of quiescent T lymphocytes upon TCR triggering. On the
other hand, in proliferating T cell lines, Fam65b expression leads to a block in the G2/M phase of
the cell cycle, and then to cell death. Be it confirmed in normal T cells, this death-inducing capacity
could play a role in the physiology of the T cell response. Upon ligand recognition and cell
activation, a robust proliferation program must be initiated to stimulate a few CD8" T cell clones to
generate effector cells. The sizeable expansion of the T cell pool is followed by a contraction phase
in which most effectors cells die by apoptosis. The kinetics of Fam65b re-expression after initiation
of an immune response is compatible with a functional importance of this molecule in the triggering

of the contraction phase.

We have also shown that Fam65b regulates the activation threshold of T lymphocytes. This could
be responsible for at least part of the phenotypes observed in Foxol” mice. The major phenotype
observed in T cells of Foxol” mice is a defect in homeostasis. Naive T cell survival/homeostasis
depends in particular upon two signalling pathways, the IL7/IL7R pathway and stimulation of TCR
by self antigens. Ouyang et al. have demonstrated that IL7R is a transcriptional target of FoxOl1,
which is therefore a major regulator of the first pathway. The TCR signal induced by self antigens
contributes to survival of T cells in the absence of overt activation. The spontaneous activated
phenotype observed in Foxol” mice could result in part from the absence of Fam65b, relieving a

brake to activation by self antigens.

In the same line, the enhanced responsiveness of quiescent memory T cells could at least in part
result from their decreased expression of Fam65b. Indeed, our data show that Fam65b interferes
with the functional capacity of memory T lymphocytes to respond to re-stimulations. It would be of

interest to assay for a likely similar role of Fam65b in the primary response in vivo. In conclusion,
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in the complex network of regulations that contribute to shape efficient immune responses, we have
shown that Fam65b constitutes a novel and important node, regulating both T cell

quiescence/proliferation, memory and migration, all under the control of FoxO,
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Constructs

Fam65b isoform2 was PCR amplified with a forward primer containing Ndel (5°-
ATACATCATATGTTGGTAGGATCCCAGTCTTTTTCGC-3") and a reverse primer containing
Xhol site (5’-ATGTATCTCGAGCTTTTTTAGAATATCATCCAAATTCA

TGACT-3’) using V5-tagged c6orf32 vector (14) provided by E. Gussoni (Children's Hospital,
Boston, USA) as a template; the PCR fragment was Ndel/Xhol-restricted and introduced into
pEGFP-N1 vector (clontech) opened at the same sites. c6orf32 (isoform1) was PCR amplified with
a forward and reverse primer containing Bglll site (forward: 5’-
ATACATCATATGTTGGTAGGATCCCAGTCTTTTTCGC-3’, reverse: 5°-ATGT
ATCTCGAGCTTTTTTAGAATATCATCCAAATTCATGACT-3’) using T lymphocyte cDNA as
a template; the PCR fragment was Bglll-restricted and introduced into Bgl/l-restricted pEGFP-N1
vector (clontech). The FOXO1TM-GFP and FOXOITM H215R-GFP plasmids was previously
described (3).

Cells

Human PBT were purified from the blood of healthy donors and cultivated as described (3). Jurkat
and 293T cells were cultivated in complete RPMI medium.

Luciferase assays

The FOXO1 enhancer in the isoform 1 (130 650-131 815) and isoform 2 promoter region (164 220-
165 360) was amplified from human genomic DNA using respectively one set of primers isol-
Kpnl: 5’-ATACATGGTACCATGTTCCCTTTCGGCTAATGTCTCA-3’ and isol-Bglll: 5’-
ATGTATAGATCTGACGGCTCCTTGTCATGTCAGGGGC-3; iso2-Kpnl: 5’-
ATACATGGTACCGTCAAATTGAGTACAGAAAGAACAG-3’ and iso2-Bglll: 5’-
ATGTATAGATCTCTCAAAGCTACGCGAAGCAGCTCAG-3’). DNA was amplified for 30
cycles (94°C 30 s, 68°C 30 s) in 2x buffer with 1.5 mM MgCl,, 0.25 mM dNTPs, 0.5 uM each
primer, 100 ng genomic DNA, and 5 U pfx platinium (Invitrogen) in a total volume of 50 pl. The
amplified sample was restricted with Kpnl and BglIl and introduced into the pGL3 vector
(Promega) opened by the same enzymes. T lymphocytes (5x10%/well) were co-transfected with

Firefly luciferase reporter construct (5 pg), CMV-Renilla luciferase reporter construct (0.1 pg) and
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in some condition FOXO1TM-GFP (5ug). 24 h after transfection, cells were activated with
antiCD3CD28 beads. After 8 hours of activation, cells were lysed in passive cell lysis buffer (500
ul) and luciferase activity was assayed using the Dual-Luciferase Reporter assay system (Promega)
as per the manufacturer’s instructions.

Quantification of Famé65b expression by qRT-PCR. Total RNA was prepared using RNeasy
mini kit (Qiagen). cDNA was produced with the Advantage RT-for-PCR kit (Clontech
Laboratories) using random hexamer priming. Real-time quantitative PCR was performed by using
the LightCycler FastStart DNA Master plus SYBRGreen kit (Roche Diagnostics). Fam65b was
detected using specific primers designed to amplify both isoform transcripts. The sequences of the

primers used in qRT-PCR experiments are indicated in the following table:

Name sequence

ppia (F) 5’- GGT GAC TTC ACA CGC CAT AATG -3’
ppia (R) 5’- ACA AGA TGC CAG GAC CCG TAT -3’
fam65b (F) 5’-GCG GAG TTT AAC CTC AGC AG-3’
fam65b (R) 5’-CCT TCA GGT GTG ACT TTG GC-3’

Cell proliferation assay

Cells (10° were washed twice with 1ml PBS PBT were loaded with 0.5 uM Cell Trace
(Invitrogen), probe for 20 min at 37°C in the dark. After one wash in PBS containing 10% FCS,
cells were stimulated with anti-CD3/CD28 beads (Invitrogen) for 4 days. Proliferation shown as
CellTrace dilution was measured by flow cytometry (Deckton Dikinson).

Cell cycle analysis by Flow cytometry

Cell cycle status was determined using flow cytometric analysis. Cells (2x10°) were washed twice
with 1ml PBS and fixed (4% formaldehyde in PBS) for 10 minutes at room temperature. Cells were
pelleted (300g, 5 minutes) and washed once with 1ml PBS before being re-suspended in
permeabilisation buffer (1 mM EDTA, 0,1% Saponine in PBS) and stored for 10 minutes at room

temperature. Cells were stained at room temperature in the dark by propidium iodide staining
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(50pg/ml), in labelling buffer (20mM hepes, 160mMNaCl, ImM EGTA and 0.2mg/ml RNAse A)
for 30 minutes. Cells were before immediate analysis by flow cytometry (Beckman Coulter).

Flow cytometry analysis for apoptosis determination

Annexin V labelling was performed using the Annexin V-PE (Invitrogen). Following treatment,
cells were harvested by centrifugation (6,000 g, 10 min) and washed twice with PBS. 10° cells were
re-suspended in 500-pl binding buffer and stained with 5-uL. PE-labeled Annexin for 10 min at
room temperature in the dark. After further washes with PBS, cells were subjected to cytometer
analysis.

DNA and RNAI transfections

293T cells were transfected with Lipofectamine2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. PBT (5x10° cells) were nucleofected with 10 pg DNA of the indicated construct using
the Amaxa system (Lonza) and the Ul4 program. For RNAI experiments, 2x10° PBT per cuvette
were nucleofected with 2 pl of a 100 uM solution of OTP smartpool RNAi (Dharmacon) directed
against human Fam65b or non-targeting sequences as a control. Cells were rested for 10 min in
RPMI at 37 °C and then supplemented with complete RPMI medium containing human AB serum
and 5 U/ml IL-7. Cells were then tested for functional experiments 3 days after nucleofection when
the level of Fam65b knocked-down was maximal.

Mice

C57Bl/6 mice, CD3-g-deficient (CD3-¢”) mice (25), female Rag2-deficient (Rag2”) mice
expressing a TCR-af} transgene (Tg) specific for the male antigen HY restricted to MHC class I D"
(Rag-2"/ CD8" Tg mice) (26), B10.A-5C.C7-Rag2” mice expressing a TCR transgene specific for
the pigeon cytochrome ¢ (PCC) bound to class II I-E* (Rag-27/ CD4" Tg mice), and CD3-¢”-PCC
transgenic mice expressing the PCC antigen under the control of a MHC class I promoter and an
immunoglobulin enhancer (27) were all bred at the Center for the Development of Advanced

Experimental Techniques, Orléans, France.
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Immunization protocols

To generate CD8 immune responses, female mice were immunized with male cells by adoptive
transfer. Briefly, female CD3-¢”" mice were irradiated and co-injected with 0.5x10° male bone
marrow (BM) cells together with 4.5x10° female BM cells from CD3-¢”" mice. Three days later,
0.5x10° purified lymph node (LN) CD8 TCR anti-HY Tg T cells from Rag2” CD8" Tg female
mice, with or without retroviral infection, were injected with an equal number of purified LN CD4
T cells (from C57BL/6 female mice) into chimeric CD3-¢”" mice. To generate CD4 immune
response, 10° LN CD4 TCR anti-PCC Tg T cells (from Rag2”” CD4" Tg mice) were injected i.v.
into CD3-¢/" PCC mice.

Mice were assessed at different time after immunization; during the expansion phase (day 4); at the
peak of the response (effector phase: day 7) and at the memory phase for CD8" T cells (day 60).
CD8" and CD4" T cells were isolated from the spleen or LN, respectively. They were first enriched
after depletion of B cells and macrophages by using a mixture of monoclonal antibodies and
magnetic sorting with coated Dynabeads (Dynal) and further purified by positive selection using
CDS8-biotinylated or CD4-biotinylated antibodies and beads directly coupled to streptavidin
(Miltenyi Biotech). The purity of the different cell populations was around 99%, as determined by
surface staining with the following MoAbs: Allophycocyanin (APC)-labeled anti-CD90.2; Pacific
Blue-labeled anti-CDS, Fluor780-labeled anti-CD4; PerCP Cyanine 5.5-labeled anti-CD3, biotin-
labeled anti-T3.70 (anti-TCR-a Tg) revealed by Pacific Orange labeled Streptavidin. Flow
cytometry was performed with a FACSCanto cytometer and data files were analysed using FlowJo
software (Becton Dickinson).

Lentiviral infections

Lentiviral production was obtained by transient calcium-phosphate co-transfection of the 293T cell
line with the TRIPAU3-EF1a vector, the p8.91 encapsidation vector (AVprAVifAVpuANef), and a
vesicular stomatitis virus-G protein (VSV-G) envelop expression plasmid (pHCMV-G). Fresh

medium was added after 24 h at 37°C. The culture supernatant containing viral particles was
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collected 48 h posttransfection. Virion particles were concentrated by ultracentrifugation and the
resulting pellet was resuspended in PBS and frozen at —80°C under 20 pl of aliquots until use.
Before lentiviral transduction, T cells purified from spleen were activated for 24 h in 24-wells plate
(10°well) with coated anti-CD3/anti-CD28 (Invitrogen) in the presence of IL-2 (30U/ml).
Stimulated T cells were then incubated with lentiviral vector particles. After a 24-h exposure to
virus at 37°C, fresh RPMI medium with IL-2 was added. 48-h post-infection cells were injected to
mouse.

Quantification of number of male cells by qPCR

For that purpose, we quantified, by real-time PCR (7900 HT; Applied Biosystem), using
Sybergreen (Warrington Applied Biosystems), genomic DNA coding for Zfy-1 (Zinc finger protein
Y-linked) gene present at one copy per male cell and Aprt (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) gene present at two copies per male and female cells, as reporter gene.
Primers used were the following: Zfy-1, (forward) 5'-ggatagtgaccagattgttg-3' and (reverse) 5'-
tgaggttgacgtaataccag-3';  hprt, (forward) 5'-aaggacctctcgaagtgttg-3’ and  (reverse) 5'-
gtactcattatagtcaagggc-3'. Primers were designed to achieve similar amplification efficiency and
produce amplicons of similar size. Briefly, DNA was extracted from 2 x 10° spleen cells. Due to the
small number of male cells among total cells, a different dilution of genomic DNA was used to
detect Zfy-1 and hprt. A 5 ng genomic DNA was used for Aprt gene and 20 ng for Zfy-1, allowing
us to determine an optimal threshold cycle (C;) comprising of between 20 and 22 for hprt gene and
24 and 36 for Zfy-1 gene. For each sample, real-time PCR was performed in triplicate and in the
same run for both genes to avoid extrinsic variation. The number of male cells per million total cells
was calculated using the following: 2 X 2(Cthprt “C. /) x (dipr/dzg.1) % 10°, where d is the dilution of
genomic DNA.

Quantification of Fam65b expression by Western Blot

Protein expression levels of Fam65b were analysed by Western blot. T cells were washed in cold

PBS and lysed in RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 % Triton-X100, 0.5 %
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deoxycholate, 0.1 % SDS, 2 mM EDTA) supplemented with Complete protease inhibitors (Roche)
for 30 min at 4 °C under occasional stirring. Samples were then centrifuged at 14.000 rpm for 10
min. The pellet was discarded and protein concentration in the supernatant was quantified with the
Bradford assay. SDS loading buffer was added to each sample and then boiled at 100 °C for 5 min.
An equal amount of proteins was loaded on 12 % Tris-Gly gels. After migration and transfer on a
PVDF membrane (Amersham), a blocking step was performed with 5% milk in Tween-TBS buffer.
Both Fam65b isoforms were revealed by immunoblotting with anti-Fam65b (Abnova) or with a
custom-made rabbit serum against a peptide encompassing the 567-581 region (sequence:
PHKEQYKEFQDLNQE) of Fam65b (Antibody Research, Inc.). Other blotting antibodies were
anti-f} actin (Sigma) or anti-elF-4E (Transduction Laboratories) followed by goat-anti-mouse-HRP
(BioRad) incubation and ECL revelation. eIlF-4E was used as a loading. Gel band intensities were

quantified by Imagel.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Drop in Famé65b expression upon T cell activation. (A) Fam65b protein levels were
analysed by Western blot on primary T lymphocytes activated for different times by anti-
CD3/CD28 beads. One representative experiment out of three is shown. (B) CD4" T lymphocytes
from 5C.C7 TCR transgenic mice were activated in vivo for different times, purified from the
lymph nodes, and the Fam65b levels analyzed by Western blot. Time 0 corresponds to non
activated naive cells from an unimmunized mouse. One experiment out of two performed is shown.
(C) Primary T lymphocytes were co-transfected with luciferase reporter plasmid containing the two
isoforms of fam65b promoter, an internal Renilla construct driven by the CMV promoter and in
some conditions pEGFP FOXO1 TM construct. 24 h post transfection, cells were stimulated with
antiCD3/CD28 beads (1 beads for 5 cells) and 8 hours later lysed and Firefly and Renilla luciferase
activities were measured. Data are shown as means of two independent experiments conducted in

triplicate.

Fig. 2. Fam65b inhibits T cells proliferation. (A) Cell proliferation was assessed in primary T
lymphocytes by Cell Trace dilution. CT (black) or Fam65b KD (grey) T cells were loaded with Cell
Trace and stimulated with 1 anti-CD3/CD28 coated bead for 10, 20 or 30 cells. Cell Trace dilution
was analysed by flow cytometry 4 days after activation. One example out of four independent
experiments is shown. (B) Primary T lymphocytes were transfected with GFP (black) or Fam65b
1s02-GFP (grey), loaded with cell trace violet and stimulated with anti-CD3/CD28 beads (1 bead for
5 cells). Cell Trace dilution was analysed by flow cytometry after activation for 4 days. One
example out of three independent experiments is shown. (C) Jurkat cell line was transfected with
GFP (@), Fam65b isol1-GFP (O), is02-GFP (A ) or RhoA N19 ( Q and each day the numeration of

GFP" cells were performed, (D) and three days post transfection cell cycle was analyzed by flow
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cytometry, (E) and four days post transfection an annexinV labelling were performed was analyzed

by flow cytometry. The results are the mean of tree experiments.

Fig.3. Fam65b expression controls the amplitude of secondary response. (A) Chimeric mice
were injected with 0.5x10° CD8" TCR anti-HY Tg T lymphocytes, infected with an empty
retrovirus or a retrovirus coding shRNA against fam65b. Sixty days post injection, the CD8" TCR
anti-HY Tg GFP" cells number was analyzed. One example out of three independent experiments
(three mice per group) is shown. (B) The CD8" TCR anti-HY Tg GFP" cells obtained, as mentioned
in figure 1A, were sorted by cytometry and injected in the new chimeric mice. Five days post
injection, CD8" TCR anti-HY Tg GFP" were counted and (C) clearing of antigen HY was analyzed

by RT-PCR. The results are the mean of two experiments with a total of five mice.

Fig. 4. Fam65b is less express on memory than naive T lymphocytes. (A) Kinetic analysis of
Fam65b protein levels was performed for CD8" HY T cells purified from the spleen of immunized
animals. Fam65b iso2 levels from three independent experiments were averaged (Right). Day 0:
naive; day 7: effector; day 60: memory. The level of Fam65b expression at transcriptional level (B)
and protein level (C) was analyzed in human primary T lymphocyte purified for the expression of
CD45RA and RO molecules.

Fig. S1. (A) The level of Fam65b expression of human primary T lymphocyte after transfection
with siRNA control or directed against fam65b was evaluated by Western blot. (B) HEK293T cell
line non treated (lane 1) or infected with retroviruses control (lane 2) or induced expression of
isoform 2 of Fam65b (lane3), with (lane4) or without surinfection with retroviruses coding shRNA

directed against Fam65b were analyzed by Western blot for Fam65b expression level.
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VII. Fam65b : un effecteur de FoxO1 régulant la quiescence et la migration

des LT

VIL.1. Régulation de I'expression de Fam65b

Notre travail a permis de mettre en évidence une organisation complexe du locus
Fam65b. Deux transcrits alternatifs, sous le contrdle de deux promoteurs indépendants,
peuvent étre synthétisés a partir de ce géne. Ces ARNm sont de longueur différente et varient
dans leur partie 5’. Cette structure particuliéere peut impliquer plusieurs niveaux de régulation

via une stabilité ou un recrutement ribosomal propre a chaque ARN.

Fam65b est une cible transcriptionnelle de FOXO1. En effet, FOXO1 peut se lier sur des
séquences consensus et transactiver subséquemment les deux promoteurs de Fam65b. Nous
montrons, en plus, que ces deux promoteurs sont co-régulés par FOX01 dans les LT. En effet,
au cours de l'activation, I'expression des deux isoformes de Famé65b diminue, ce qui correle

avec I'exclusion nucléaire de FOX01 et donc I'arrét de son activité transcriptionnelle.

D’autres geénes présentent ce type de régulation différentielle via 1'existence de deux
promoteurs. Un cas tres similaire a Fam65b concerne le gene codant la diacylglycérol kinase a
chez la souris (DGKa). Une étude récente montre que deux promoteurs co-existent au locus
DGKa a partir desquels sont synthétisés des ARNm de longueur différente. Ces deux
promoteurs sont co-régulés par Foxol et Foxo3 dans les LT, impliquant une diminution de
leurs expressions au cours de l'activation. Aucune régulation d’expression différentielle ou de
caractéristiques spécifiques des transcrits obtenus n’a été identifié par ailleurs (Martinez-
Moreno et al,, 2012). Le géne Lck est aussi caractérisé par la présence de deux promoteurs.
L’'un des deux est uniquement actif dans les thymocytes, alors que les deux sont actifs dans
des LT matures. Il peut donc exister des mécanismes de régulation différentielle de deux
promoteurs d’'un méme gene selon le stade de différenciation cellulaire (Wildin et al., 1991).
Certains auteurs ont d’ailleurs rapporté une augmentation spécifique de I'un des transcrits
dans certains lymphomes (Rouer et al, 1993). Il est tout a fait envisageable que la co-
régulation des promoteurs Famé65b, notamment par FOX01, ne soit pas effective dans tous les
types cellulaires ou qu’elle varie au cours du développement. On peut, par exemple, se

demander si ces mécanismes de régulation sont retrouvés dans un contexte musculaire ou

placentaire, dans lesquels 'expression de Fam65b a été décrite. Ceci permettrait d’identifier
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des roles spécifiques de chacune des deux isoformes (Dakour et al., 1997; Yoon et al.,, 2007;

Hirayama and Kim, 2008).

D’autres facteurs de transcription pourraient étre impliqués dans la régulation de
I'expression de Fam65b dans les LT. Tout d’abord, les autres membres de la famille FoxO, et
plus particulierement Fox03, sont susceptibles de se fixer aux mémes sites de liaison que
Fox01. Du fait d’'une possibilité de redondance fonctionnelle entre FoxO1 et Fox03, il serait
intéressant de voir si FoxO3 peut également réguler I'expression de Famé65b. Parallelement,
une analyse in silico révele, par exemple, la présence de sites de liaison pour klf2, lui-méme
cible de FoxO1. KIf2 pourrait donc également contrdler la transcription du géne Famé65b. Les
mécanismes de régulation de I'expression de Fam65b pourraient, ainsi, étre ajustés selon le

contexte cellulaire.

La transcription des deux ARNm de Fam65b aboutit a la synthése de deux protéines de
taille différente qui ont en commun leur partie N-terminale. En aval d'une stimulation du TCR,
on observe une diminution transcriptionnelle et protéique de l'expression de Fam65b. La
diminution de la quantité protéique de Fam65b apres activation est trés rapide et drastique.
Elle pourrait s’expliquer par une courte durée de vie des protéines ou un mécanisme actif de
dégradation. Plusieurs protéines sont régulées de cette fagon apres la stimulation du TCR
permettant une adaptation trés rapide (régulation protéique) et prolongée (régulation
transcriptionnelle) de la cellule. C’est notamment le cas de klf2 et p27XIP1 deux cibles des
facteurs FoxOs, mais aussi des FoxOs eux-mémes comme nous l’avons vu dans l'introduction.
La dégradation de ces protéines est active, d’ou sa rapidité, et implique le systeme ubiquitine-
protéasome (Hara et al, 2001; Zhang et al., 2004). On peut se demander si I'inhibition de

I'expression de Famé65b implique le méme type de régulation active.

VIIL.2. Mécanismes d’action de Famé65b

VIL.2.1.Fam65b est-il une GEF, une GAP, une GDI ?

Notre travail démontre que Famé65b est un nouveau partenaire de RhoA, interagissant
directement avec cette derniere qu’elle soit active ou inactive. De plus, Fam65b régule
'activité de RhoA en contrdlant la balance GDP/GTP, par inhibition du chargement en GTP

induit par une GEF.
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RhoA posséde un certain nombre de partenaires que 'on peut classer en deux grandes
classes: les effecteurs et les régulateurs de son activité. Famé65b n’est, a priori, pas un
effecteur puisque ceux-ci lient uniquement la forme active, couplée au GTP, de RhoA et ne
régulent pas directement le chargement en GTP. Les partenaires qui régulent 'activité de
RhoA sont des facteurs d'échange (GEF) permettant le remplacement du GDP par le GTP, des
protéines GAP catalysant l'autohydrolyse du GTP, et enfin des protéines GDI qui, en inhibant
une relocalisation membranaire des Rho GTPases, favorise le couplage au GDP a défaut du
GTP. Ces trois familles de protéines possedent des domaines consensus qui sont spécifiques a
chacune d’elles. Le fait que Fam56b ne présente aucun domaine consensus n’est pas en faveur
de son appartenance a l'une de ces trois familles de protéine. Ceci est renforcé par les
résultats expérimentaux que nous avons obtenus. Nous avons observé le role inhibiteur du
chargement en GTP de Fam65b dans un modele acellulaire, ce qui est en défaveur d’un role de
Fam65b comme GDI. Nous pouvons exclure un réle de Fam65b comme protéines GEF puisque
ces dernieres, contrairement a lui, favorisent le chargement en GTP. L’hypothese la plus
évidente serait que Famé65b appartienne la famille de GAP et donc inhibe le chargement en
GTP de RhoA. Trois arguments sont en défaveur de cette hypothéese : Fam65b est dépourvu
des domaines consensus, les GAP ne se fixent généralement que sur la forme active de RhoA,
contrairement a Famé65b, et enfin nous n’avons pas observé d’augmentation de

I'autohydrolyse du GTP de RhoA, en présence de Fam65b seul, dans le test acellulaire.

L’ensemble de ces observations est en faveur d’une régulation atypique de RhoA par
Fam65b. D’autres régulateurs atypiques ont été décrits. F11L, par exemple, est une protéine
du virus de la vaccine qui est capable de se fixer sur RhoA de maniere indépendante de sa
charge en GTP. Il partage quelques acides aminés en commun avec l'effecteur ROCK et entre
en compétition avec ce dernier pour la liaison a RhoA. Ainsi, F11L, en bloquant la liaison de
ROCK a RhoA, inhiberait une boucle de rétrocontréle positive entre ROCK et la charge en GTP
de RhoA. En effet, en présence de F11L, la quantité de RhoA-GTP est diminuée (Valderrama et
al, 2006). Un autre inhibiteur atypique de RhoA est la protéine MEMO. Cette protéine exerce
un role d’échafaudage, en recrutant RhoA a la membrane, au sein d’'un complexe avec
I'effecteur mDia. Le recrutement membranaire de RhoA favorise probablement son contact

avec des GEF, d’ou I'augmentation de la charge en GTP (Zaoui et al.,, 2008).

Une autre hypothése de mécanisme d’action de Famé65b serait qu'il soit un compétiteur

de GEF. Il pourrait inhiber le fonctionnement des GEF en se fixant sur RhoA. Le point en
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défaveur de ce modele est que Fam65b se lie aux deux formes de RhoA. L’argument, en faveur
de cette hypothese, est que Fam65b inhibe le chargement en GTP, uniquement en présence de
GEF. Quelques cas de régulateurs de l'activité GEF sont décrits dans la littérature. RasGRF2,
GEF de la GTPase Ras, peut se fixer a la Rho GTPase Cdc42 dans des cellules de la lignée T
Jurkat. Cette interaction empéche la fixation des GEF de Cdc42 (Calvo et al,, 2011). Le gene
DGKa, quant a lui, induit par les FoxOs dans les LT, est un inhibiteur de RasGRP1 qui est une
GEF de la GTPase Ras (Sanjuan et al.,, 2003). Le dernier exemple implique I"'ubiquitine ligase
Cbl-b, qui régule 'activité de Vav, GEF de Racl (Chiang et al,, 2000). Il est intéressant de noter
a ce sujet que, dans I'étude globale du transcriptome induit par FOX01 dans les LT, menée au
laboratoire, Cbl-b apparait comme une cible transcriptionnelle potentielle (Fabre et al,
2008b). Fam65b serait donc un pont moléculaire entre le facteur de transcription FoxO1 et la

voie des Rho GTPases.

VII.2.2.Mécanisme moléculaire de la régulation de I'inhibition de RhoA par Fam65b

Nos résultats démontrent, qu’au cours d’une stimulation chimiokine, Fam65b se dissocie
trés rapidement (2 min) de RhoA. Seul Fam65b étant endogene dans nos expériences de pull-
down, la rapidité de dissociation est trés probablement due a une régulation post-
traductionnelle de Fam65b. Une analyse in silico permet d’identifier trois sites de
phosphorylation sur Fam65b qui ont été validés par des approches protéomiques a haut débit
(Mayya et al., 2009). Ce type de régulation par des modifications post-traductionnelles
controle I'activité de nombreuses protéines, comme les FoxOs dont nous avons déja discuté
dans lintroduction. D’autres exemples existent comme, par exemple, la localisation
cytoplasmique de p27KIP1 apres phosphorylation par Akt sur la sérine 10 (Rodier, 2001). Les
phosphorylations peuvent également étre a l'origine d'un ciblage par le systeme ubiquitine-
protéasome. L’étude du role de la phosphorylation de Fam65b est actuellement en cours au

laboratoire.

De fagon intéressante, nous avons observé que l'un des sites de phosphorylation de
Fam65b, la sérine 21, est un site canonique de fixation de la protéine chaperonne 14-3-3. Les
résultats de crible double hybride identifiant des partenaires de Fam65b met a jour une
interaction de celui-ci avec la protéine chaperonne 14-3-3. Ce résultat vient d’étre confirmé au
laboratoire par des expériences de co-immunoprécipitation. Les protéines 14-3-3 sont
impliquées dans une variété de processus biologiques par la régulation de I'activité et/ou de

la localisation de diverses protéines, mais aussi en modulant la formation de complexes
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protéiques (Obsil and Obsilova, 2011b). Les protéines cibles de 14-3-3 contiennent des motifs
comportant des résidus sérine ou thréonine phosphorylés. C’'est notamment le cas des
facteurs FoxOs qui, suite a leur phosphorylation par Akt, forment un complexe avec 14-3-3,
entrainant leur localisation et séquestration cytoplasmique (cf. Chapitre 3).

Une étude reéalisée dans la lignée cellulaire NIH 3T3 montre que l'activation de la voie
PI3K/Akt aboutit a la phosphorylation du substrat Kank sur des résidus sérines. Cette
phosphorylation permet la fixation de Kank a 14-3-3. Le complexe, ainsi formé, inhibe alors
'activation de RhoA (Kakinuma et al., 2008). Ainsi, il est tentant d’'imaginer I'existence d’un tel
systeme de régulation a trois acteurs permettant l'inhibition de RhoA par Fam65b. Nous
pouvons proposer le modele suivant: en aval d’'une stimulation par la chimiokine CCL19 ou
par le TCR, I'activation de la voie PI3K/Akt pourrait entrainer la phosphorylation de Fam65b
sur ces résidus sérines. Suite a cela, la forme phosphorylée de Fam65b pourrait interagir avec
14-3-3 qui le séquestrerait, inhibant la liaison de Fam65b a RhoA. Ce mécanisme d’action est

actuellement a I’étude au laboratoire.

La nature des signaux percus par la cellule implique des mécanismes de régulation de
Famé65b différents. En effet, nous montrons que la stimulation du TCR provoque I'arrét de la
transcription du géne famé65b, ainsi qu'une dégradation de la protéine. En conséquence, le
complexe Fam65b/RhoA ne peut plus se former. En revanche, nous n’observons pas cette
régulation en aval d’'une stimulation chimiokine. Le signal TCR agit donc radicalement sur
'activité de Fam65b, puisque c’est I'expression de Fam65b qui est affectée. Cette « franche »
levée d’inhibition pourrait permettre une activation a plus long terme de RhoA. En effet, la
reformation du complexe nécessite du temps, puisqu’il faut que Famé5b soit ré-exprimé. Un
tel mécanisme pourrait donc étre favorable au processus d’activation du LT en réponse a
I'antigene, via une activation soutenue et prolongée de RhoA en absence de Fam65b. En aval
d’'une stimulation du CCR7, la dissociation du complexe Fam65b/RhoA, sans modulation de
I'expression de Fam65b, pourrait permettre une grande réactivité du systeme. En effet, étant
effective en quelques minutes, la dissociation favorise probablement une activation rapide de
RhoA, et donc une adaptation dynamique trés rapide de la cellule. Parallelement, la
reformation du complexe étant facilitée, cela permet une régulation fine de I'activité de RhoA
par Fam65b. Notons qu’'une éventuelle dissociation du complexe Fam65b/RhoA tres

précocement apres le début de la stimulation du TCR est actuellement a I’étude au laboratoire.
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En absence de stimulation :

Fam65b est exprimé dans les LT quiescents via une
régulation de sa transcription par Fox01 qui est
nucléaire dans ce contexte. Fam65b interagit sous
forme de complexe avec RhoA actif (couplé au GTP) et
inactif (couplé au GDP). L’ensemble est maintenu dans
le cytoplasme. Fam65b inhibe I'activité de RhoA en
limitant son chargement en GTP induit par une GEF.
Actuellement, nous ne savons pas si cette inhibition
implique la forme de Fam65b couplé a RhoA-GDP et/ou
GTP. Fam65b inhibe la signalisation en aval du TCR et
du CCR7, maintenant ainsi la quiescence des LT en
absence de stimuli adéquats.

En aval d'une stimulation du CCR7 :
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Figure 18: Mécanisme d'action de Fam65b.

Fam65b, activement exprimé par FoxO1, se dissocie de
RhoA. Nous ne savons pas, actuellement, si cette
dissociation implique la forme de Fam65b couplé a
RhoA-GDP et/ou GTP. La dissociation est favorable a
I'augmentation du chargement en GTP de RhoA et donc
de son activité. Une interaction éventuelle de 14-3-3
avec Fam65b pourrait apparaitre suite a la
phosphorylation de ce dernier sur des résidus sérines.
Ceci pourrait participer a maintenir Famé65b a distance
de RhoA, empéchant, transitoirement, la reformation
de ce complexe.

En aval d'une stimulation du TCR :

L’activation de la voie PI3K/Akt aboutit a la
phosphorylation et a I'exclusion nucléaire de Foxo1, lié
a 14-3-3. De fait, la transcription du gene famé65b est
arrétée. La phosphorylation de Fam65b en aval du TCR
pourrait favoriser son interaction avec 14-3-3. De plus,
'activation du LT induit la dégradation des protéines
Fam65b. Actuellement, nous ne savons pas si une
dissociation du complexe RhoA/Fam65b est effective
en aval d'une stimulation du TCR. L’ensemble favorise
le chargement en GTP de RhoA par les GEF induites en
aval du TCR et donc une activation soutenue et
prolongée de la voie RhoA.
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VIL3. Régulation fonctionnelle par FAm65b

VIL.3.1. Fam65b régule le seuil d’activation des LT

En absence de toute stimulation, nous montrons que le chargement de RhoA en GTP
dans des LT primaires, dépourvus en Fam65b, est supérieur a celui observé dans des LT
exprimant Fam65b. De plus, la limitation du chargement en GTP de RhoA par Famé65b se fait
uniquement en présence de GEF comme le montre notre test acellulaire. Cela implique
'existence de cycles de chargement/déchargement en GTP de RhoA dans un LT quiescent en
absence de stimulus et donc a une activité basale de GEF. Dans ce contexte, Fam65b est un

régulateur tonique de cette alternance a bas bruit, ayant lieu en absence de stimulation.

Nous montrons également que I'inhibition de I'expression de Fam65b permet I’entrée en
cycle des LT humains dans des conditions de stimulation sous optimales, via le TCR et le
CD28. Il semble donc que la moindre expression de Fam65b induit une moindre inhibition
basale de la voie RhoA, rendant les LT plus facilement activable. Ainsi, Fam65b impose un
seuil a franchir pour que les LT s’activent en réponse a I'antigene. Nous postulons donc que
Famé65b est un régulateur du seuil d’activation des LT et que la régulation de son expression
permet d’ajuster l'intensité des signaux nécessaire a engager un LT dans un processus

d’activation et de prolifération.

Cette régulation du seuil d’activation par Fam65b est cohérente avec le phénotype des
LT, observé dans un modeéle murin invalidé pour le géne Foxol (Bupp et al., 2009; Kerdiles et
al, 2009; Ouyang et al, 2009b). Les LT naifs restants présentent un phénotype
meémoire/activé et expriment le marqueur d’activation précoce CD69 et, trés fortement, le
marqueur de cellules activés ou a phénotype mémoire CD44. Ainsi, au vu de son rdéle de
régulateur du seuil d’activation des LT, Fam65b pourrait participer a maintenir un état non

activé des LT.

Cette inhibition de la signalisation en aval du TCR par Fam65b parait d’autant plus
importante que les LT naifs sont dépendants pour leur survie d’interactions de leur TCR avec
des complexes CMH/peptide du soi (cf. chapitre II). Dans ces conditions, il est tout a fait
envisageable que Fam65b inhibe la signalisation en aval du TCR suite a I'’engagement par les
complexes CMH /peptide du soi. Il permettrait alors de prévenir d’'une éventuelle activation en
aval de ce signal, tout en « autorisant » le signal de survie. Ainsi, le phénotype activé des LT
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invalidés pour Foxol pourrait s’expliquer, au moins en partie, par I'absence d’expression de

Famé65b.

Les LT mémoires ne requierent pas d’interactions avec des complexes CMH /peptide du
soi, ni avec I'antigéne pour leur survie. Une signalisation tonique en aval du TCR n’est donc
pas induite par ce biais dans les LT mémoires. De facon intéressante, nous avons observé que
I'expression de Fam65b est plus faible dans les LT mémoires que dans les LT naifs, ce qui est
cohérent avec son role d’inhibiteur de la signalisation basale en aval du TCR lorsque celui-ci

est engagé par des peptides du soi.

VIL.3.2. Fam65b, un effecteur de la quiescence

Nous montrons que le maintien de l'expression de Fam65b, dans des LT quiescents,
bloque la prolifération induite en aval d’un signal TCR/CD28. Ceci implique que la diminution
d’expression de Fam65b est un prérequis a la prolifération de LT quiescents, ce qui correle
avec une activation de la voie RhoA, promotrice des réponses cellulaires induites en aval du
TCR (Mullin et al, 2007). L’ensemble est, en plus, cohérent avec le fait qu’aucune lignée
proliférative, que nous avons testé, n’exprime Fam65b. Ainsi, nous postulons que Fam65b est

un régulateur de la quiescence des LT.

L’'inhibition de Fam65b dans des LT quiescents n’induit pas leur prolifération spontanée
en absence de tout stimulus. Ceci est également le cas dans les modéles murins d’invalidation
des genes codant Foxol ou Foxo3 (Bupp et al., 2009; Kerdiles et al., 2009; Ouyang et al,,
2009b). L’ensemble suggere I'existence d’'une somme de leviers moléculaires a actionner pour
sortir de la quiescence et donc que cet état, activement maintenu, est verrouillé a plusieurs

niveaux.

Les mécanismes d’action sous-jacents au maintien de l'expression d'un facteur de
quiescence dans des cellules non prolifératives different de ceux induits lors de la ré-
expression d'un tel facteur dans des cellules en prolifération. Nous observons que I'expression
de Fam65b dans la lignée leucémique Jurkat entraine 'arrét de leur prolifération associé a un
blocage en phase G2/M du cycle cellulaire, voire leur apoptose. Physiologiquement, nous
avons pu observer que l'expression de Fam65b augmente entre jour 7 et jour 11 dans le
modele murin transgénique pour le TCR HY (données non montrées). Ceci corréele avec le

début de la phase de contraction de la réponse immune. Ainsi, il est envisageable que Fam65b
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puisse étre impliqué dans 'arrét de la prolifération et la mort des LT sortants de la phase

d’expansion clonale.

Les mécanismes moléculaires qui permettraient d’expliquer le role de Fam65b dans la
régulation du cycle cellulaire ne sont pas connus. Plusieurs hypothéses peuvent étre
formulées. Nous montrons que I'expression d'un dominant négatif de RhoA dans la lignée
leucémique Jurkat induit un arrét de la prolifération en phase G2/M. Il est donc envisageable
que Fam65b induise un arrét prolifératif via I'inhibition de l'activité de RhoA. Cependant,
n’étant qu'une corrélation, d’autres mécanismes peuvent étre proposés. Fam65b pourrait
interférer avec certaines protéines régulatrices du cycle cellulaire. De telles interactions n’ont
pu étre identiées dans notre crible double hybride. Ceci n’exclut tout de méme pas
définitivement cette hypothése, notamment de part des biais inhérents a la technique, mais
aussi parce que ce crible a été réalisé sur une banque de thymocytes et non de LT
périphériques. En revanche, il est possible que 'arrét de la prolifération induit par Famé65b
nécessite sa liaison a la protéine chaperonne 14-3-3, qui a été largement impliquée dans la

régulation du cycle cellulaire (Gardino and Yaffe, 2011).

VIL.3.3. Expression modérée de Famé65b dans les LT mémoires: conséquences

fonctionnelles

Nos résultats montrent que I'expression de Fam65b dans les LT mémoires est plus faible
que dans les LT naifs, qu’ils soient humains ou murins. L’'une des différences fondamentales
entre la quiescence des LT naifs et celle des LT mémoires est la capacité de ces dernieres a
s’auto-renouveler lentement. C’est ce que l'on appelle la prolifération homéostatique (Cf.
Chapitre II). Nous avons vu que 'expression de Fam65b inhibe la prolifération des LT. Il est
envisageable que I'expression modérée de Fam65b dans les LT mémoires soit favorable au
processus de prolifération homéostatique induite par I'IL15. Il serait donc intéressant

d’étudier I'effet d’'une inhibition de I'expression de Fam65b sur la réponse des LT a I'IL15.

L’autre hypothese qu'il est tentant de formuler est que I'expression modérée de Famé65b
dans les LT mémoires participe a la plus grande réactivité de ces cellules en réponse a
I'antigene. Cette réactivité peut étre vue en terme de capacité proliférative, mais aussi
effectrice. Nous montrons que l'inhibition de I'expression de Famé65b, dans des LT naifs
transgéniques pour le TCR HY, aboutit a une réponse secondaire améliorée qualitativement

parlant. En effet, in vivo, I'élimination de I'antigene est plus efficace en absence de Fam65b.
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Il est envisageable qu’une faible expression de Fam65b favorise I'entrée en cycle plus
précoce des LT mémoires en réponse secondaire. En effet, nous observons in vitro, pour une
méme dose de stimulation, une proportion de LT en cycle l1égerement plus importante en
absence de Fam65b. Dans notre expérience in vivo, nous ne voyons pas de différence
d’accumulation de LT spécifiques de I'antigene a jour 5 apres le transfert. Il serait intéressant
d’effectuer une cinétique en cours de réponse afin de visualiser un éventuel effet quantitatif

de Fam65b.

La cytotoxicité améliorée des LT mémoires, exempt de Fam65b, ne semble pas venir
d’une différence en terme de production d'IFNy puisque celle-ci n’est pas affectée lorsque 1'on
restimule in vitro des LT mémoires en fin de réponse primaire (données non montrées). Il est
tout a fait envisageable que d’autres types de cytotoxicité soient affectés par Famé65b:
production de granzyme, de perforine. Il est également possible que cette différence reflete
une variation d’ordre cinétique du relargage des molécules cytotoxiques. A ce sujet, il est
intéressant de soulever le fait que les RhoGTPases sont clairement impliquées dans les
processus de cytotoxicité des LT. Par exemple, le remaniement du cytosquelette est un
parametre crucial de la polarisation des granules et de leur sécrétion lors d’'un contact avec
une cellule infectée (Khurana and Leibson, 2003). Il est envisageable que l'inhibition de
I'expression de Famé65b, entrainant une activation plus importante de la voie RhoA, favorise
une dégranulation plus rapide et plus efficace. Il est alors tentant de se demander si un tel
mécanisme existe dans les LT mémoires exprimant faiblement Fam65b. A ce sujet, il est
important d’ajouter que la capacité des LT mémoires a éliminer plus rapidement une cellule
infectée n’est pas encore formellement établie. Bien que des études montrent que les LT
meémoires éliminent leurs cibles plus vite (Cho et al, 1999; Barber et al.,, 2003), d’autres
n’observent aucune différence en terme de capacité de lyse (Bachmann et al., 1999). L’étude
de l'axe Foxo/Fam65b/RhoA pourrait apporter des informations plus précises sur ces

questions.

Il est possible que I'implication fonctionnelle de 'inhibition de I'expression de Famé65b
en réponse secondaire soit en fait tres similaire en réponse primaire. Cependant, le modele
que nous avons utilisé ne nous permet pas de vérifier cette hypothese. En effet, la modulation
de I'expression de Fam65b par des lentivirus dans des LT nécessite la pré-activation de ces

derniers. Ceci implique que les LT n’expriment plus Fam65b deés le début de la réponse qu'ils
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soient infectés par un vecteur controle ou un vecteur inhibant I'expression de Fam65b. Ainsi,
nous ne pouvons percevoir le role de Fam65b dans une réponse immune qu’a partir de sa ré-
expression. La réalisation, en cours au laboratoire, d’'une souris knock-out pour le gene

Fam65b permettra de palier a cette difficulté.

L’ensemble de ces résultats nous permet de postuler que I'expression modérée de
Fam65b mesurée dans les LT mémoires participe a abaisser leur seuil d’activation et sous-

tend leur plus grande réactivité et efficacité.

Ces données montrent également que la modulation d’expression de Fam65b entre les
LT naifs et les LT mémoires est un argument supplémentaire pour appuyer I'idée que le statut
quiescent differe entre ces deux populations. Une étude, particulierement intriguante a ce
sujet, montre que I'activation de la voie PI3K en aval du CD27 est nécessaire pour empécher la
réversion d’'un phénotype mémoire vers un phénotype naif (Allam et al., 2009). Ceci correle
avec notre observation d’une plus faible expression de Fam65b dans les LT mémoires
comparé aux LT naifs, puisque l'activation de la voie PI3K induit I'arrét de I'activité
transcriptionnelle de Foxo1l par exclusion nucléaire. Ainsi, Famé65b est un marqueur du stade

de différenciation des LT.

VII.3.4. Fam65b : un effecteur des FoxOs dans la différenciation et la fonctionnalité des

LT mémoires ?

Nous venons de voir que la régulation de l'expression de Fam65b ajuste le seuil
d’activation des LT. Sa moindre expression dans les LT mémoires correle avec leur plus
grande efficacité a éliminer I'antigene. En revanche, notre travail montre également que
I'inhibition de I'expression de Fam65b in vivo n’affecte pas la différenciation en LT mémoires.
En effet, nous n’observons pas de différence en terme de nombre de LT spécifiques de

I'antigene comptabilisé soixante jours apres le début de I'immunisation.

Un premier point doit étre souligné ici: comme nous venons de le discuter la pré-
activation des LT dans notre modeéle implique que, des le début de la réponse, les LT infectés
avec un vecteur controle n’expriment pas de Fam65b au méme titre que ceux infectés avec un
vecteur inhibant I'expression de Fam65b. De ce fait, nous ne pouvons exclure un éventuel role
de Fam65b, dans la réponse primaire et la différenciation en LT mémoires, issu d’un effet au

cours des premiéres heures de 'activation.
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Nos résultats peuvent étre mis en perspective avec de récents travaux étudiant le role
des facteurs FoxOs dans la mémoire des LT.
Fox01 est impliqué dans la différenciation des LT mémoires de par sa capacité a activer la
transcription d’Eomes, facteur de transcription favorisant la génération de cellules
précurseurs des LT mémoires (Rao et al,, 2012). De plus, I'induction par Foxo1 de I’expression
de T'IL7R semble nécessaire a l'établissement du pool de cellules mémoires et a leur
fonctionnalité en réponse secondaire (Kim et al, 2012; Rao et al, 2012). Enfin,
physiologiquement, les LT mémoires expriment moins de FOXO1 que les LT naifs (Allam et al,,
2009). D’apreés nos résultats, Fam65b n’intervient pas dans la différenciation des LT
meémoires. Il n’est donc pas un effecteur de FoxO1 dans la régulation de la mémoire des LT via
Eomes, ni via 'IL7R. En revanche, Fam65b est moins exprimé dans les LT mémoires comparé
aux LT naifs. Ainsi, la faible expression de FoxO1 et donc de Fam65b est une caractéristique

fonctionnelle de LT mémoires, en participant a leur plus grande réactivité.

Foxo3 limite 'ampleur de la phase d’expansion clonale, affectant a terme le nombre
accumulé de LT spécifiques d’antigene sans pour autant affecter leur fonctionnalité (Dejean et
al, 2009; Sullivan et al, 2012a, 2012b). Cette apparente discordance avec nos résultats
nécessite, dans un premier temps, la vérification d’'une éventuelle régulation de la
transcription de Fam65b par Foxo3. Par ailleurs, dans notre modeéle, nous ne pouvons pas
visualiser le role de Fam65b dans la phase d’expansion clonale lors d’'une réponse primaire, ce
qui limite la comparaison de ces résultats entre eux. Cependant, nous n’observons pas de
différence du nombre de LT accumulés a jour 5 apres transfert en réponse secondaire. Cette
contradiction pourrait provenir d’une différence du point cinétique étudié. Enfin, I'utilisation
de contextes expérimentaux différents peut aussi moduler l'interprétation des résultats. En
effet, alors que nous avons testé l'efficacité des LT mémoires sur leur capacité a éliminer
'antigene, le role de Foxo3 a été mesuré sur la capacité des cellules a produire des cytokines

telles que I'lFNy, sur laquelle Fam65b non plus ne semble pas jouer.

VIIL.3.5.Fam65b régule la capacité migratoire des LT

Le travail présenté ici montre que Fam65b inhibe des propriétés fonctionnelles des LT
en aval d’'une stimulation chimiokine : I'adhésion, la polarisation et la migration.
Fam65b module les étapes trés précoces de I'adhésion, puisque cette protéine affecte le

nombre de cellules capables de s’arréter sur un substrat ne serait-ce qu'une seconde. Nos
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observations montrent que cet effet n’est pas dii a une modification de I'état d’affinité des
intégrines, ce qui peut étre étonnant du fait d’'une implication décrite de RhoA. Il est possible
que Fam65b soit impliqué dans l'agrégation des intégrines qui modulent également les

propriétés adhésives des cellules (Giagulli et al., 2004; Pasvolsky et al., 2008).

Parallelement, I'absence de Fam65b augmente la proportion de cellules possédant un
lamellipode et, de facon plus marquée, celles étant totalement polarisées. Cependant, notre
expérience montrant une absence d’effet de Fam65b sur la polymérisation d’actine implique
que Fam65b ne contrdle pas le niveau cellulaire global de F-Actine. Fam65b pourrait alors

intervenir dans la répartition et I'orientation de I'actine polymérisée.

Enfin, nous montrons que Famé65b inhibe la migration des LT a travers des membranes
de Transwell. De plus, l'effet fonctionnel de Fam65b sur la migration est dépendant de la
présence de son domaine de liaison a RhoA. Ceci est cohérent avec un role connu de 'axe
RhoA/ROCK dans la contraction acto-myosique a l'origine de la formation de 'uropode,
impliqué dans la capacité migratoire de LT primaires murins a travers des membranes de
Transwell a partir d’'une certaine taille de pores (Soriano et al., 2011). RhoA est également
nécessaire a la migration transendothéliale de la lignée de LT CEM. Il semble que ce soit la
formation de protrusions a I'avant, cette fois, qui favorise ce processus (Heasman et al., 2010).

Ces données sont donc en faveur d’une inhibition de la migration induite par Fam65b, via une

diminution de I'activité de RhoA, et régulable en aval d'un signal CCR7.

Physiologiquement, un cas d’expression modérée de Fam65b est détecté dans les LT
meémoires comme le montre nos données. Peu d’études comparent les différences de capacités
migratoires des LT naifs versus LT mémoires. Cependant, une étude montre que la migration
transendothéliale des LT mémoires est plus efficace que celle de LT naifs, notamment de part
le fait qu’elles sont plus promptes a produire des filipodes (Shulman et al., 2009). Ceci est
cohérent avec l'idée qu’'une diminution de l'expression de Fam65b est favorable a une
augmentation d’activité de RhoA, dont l'impact, ici, est une plus grande efficacité a
transmigrer. De fagon intéressante, des données préliminaires suggerent que le contenu en
RhoA-GTP dans des LT primaires humains (CD45R0*) serait plus important que celui dans
des LT naifs (CD45RA*). Ainsi, il est envisageable que les LT mémoires pénetrent plus
efficacement dans les ganglions que les LT naifs. Ceci pourrait étre un moyen d’augmenter la

probabilité de rencontre entre le LT mémoire et la DC et d’orchestrer une réponse immune
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plus efficace. Il serait intéressant d’approfondir ces quelques points qui restent pour l'instant
largement spéculatif. Dans un premier temps, il s’agirait d’étudier in vivo le role de Fam65b
dans la migration des LT. L’acquisition du modele murin knock-out pour le géene Famé65b sera

tres utile dans cette optique.

VIL.3.6.Fam65b : un effecteur de FoxO1 qui inhibe la migration ?

Un paradoxe intriguant est soulevé a la lecture de '’ensemble de nos résultats. Il est
aujourd’hui admis que FoxO1l induit en parallele un programme transcriptionnel pro-
quiescence et pro-migration dans les LT. Or, Famé65b, qui est une cible de FOX01, maintien la

quiescence, mais inhibe la migration.

Une premiere hypothese pour expliquer cette apparente contradiction est que la
régulation du seuil d’activation de RhoA par Fam65b en aval du CCR7 pourrait assurer une
sélectivité d’entrée des LT dans les ganglions. En effet, la stimulation du CCR7 est nécessaire a
I'adhésion, la polarisation et la migration qui est notamment permise par une activation de la
voie RhoA. L'inhibition de l'activité de Fam65b implique le déclenchement d'une signalisation

via le CCR7, favorisant alors le déplacement de LT quiescents.

Une seconde hypothese est basé sur le fait que la migration des LT est un processus
complexe qui résulte d’interactions dynamiques intracellulaires (remaniement du
cytosquelette, polarisation) et de leur adaptation rapide a I’évolution des contraintes
environnementales. Contrairement au mode de migration lente mésenchymateuse, qui
nécessite un fort ancrage dans le substrat ainsi qu'une polarité stable, les LT adoptent un
mode de déplacement amiboide caractérisée par son dynamisme, sa rapidité et un
remodelage constant de la forme de la cellule. Selon I'environnement, 'implication des
phénomenes d’adhésion ou de contraction des cellules est variable. Par exemple,
contrairement aux évenements observés lors du homing ganglionnaire, la migration
intranodale semble étre peu dépendante de phénomeénes de contraction et d’adhésion des
cellules (Friedl and Broker, 2000; Renkawitz and Sixt, 2010). D’ailleurs, nous n’observons pas
de modulation de la capacité migratoire de LT par Fam65b dans un contexte de tranches de
ganglions murins ex vivo (données non montrées). Ainsi, I'existence d’'un inhibiteur de
I'adhésion est finalement réconciliable avec un mode de déplacement amiboide qui, par son
faible recours a l'adhésion, permet une mobilité rapide des LT dans les ganglions. En

revanche, lors du homing, I'inhibition transitoire de Famé65b est favorable a 'adhésion des LT
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sur les cellules endothéliales précédant leur entrée dans les ganglions. En conséquence,

Fam65b pourrait étre un régulateur qualitatif de la migration.

En conclusion, mon travail de thése a permis d’identifier Fam65b comme nouvel
effecteur de FoxO1 qui régule conjointement la migration et la quiescence des LT. Fam65b
régule le seuil d’activation des LT en aval d’'une stimulation chimiokinique, mais aussi en aval
du TCR, notamment en modulant la réactivité de la voie RhoA. La modulation de son
expression dans les LT mémoires participe a leur efficacité améliorée et sous-tend des

différences fondamentales entre la quiescence des LT naifs et celle des LT mémoires.
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