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Rôles dans les lymphocytes T de la protéine Lis1, un régulateur de la dynamique des 
microtubules dépendante de la dynéine 
 

Résumé 

Les récepteurs d’antigènes des lymphocytes T (TCR) sont assemblés au cours du 

développement précoce de ces cellules dans le thymus suite à des recombinaisons 

complexes de gènes. Le réarrangement d’une chaine β des TCR fonctionnelle (pré-TCR) 

déclenche des voies de signalisation intracellulaires qui entrainent la survie, l’expansion et la 

maturation des thymocytes. Par ailleurs, l’engagement des TCR à la surface des 

lymphocytes T (LT) matures par des antigènes conduit également à des cycles de 

prolifération qui permettent le développement de réponses immunitaires efficaces. Ces 

évènements cellulaires s’accompagnent de remaniements importants du réseau de 

microtubules et une redistribution des moteurs moléculaires, tels que la dynéine, qui 

véhiculent les structures cellulaires sur ces réseaux. Les mécanismes moléculaires et les 

conséquences physiologiques de ces remaniements sont peu connus dans les LT. Lis1 est 

un régulateur de la dynéine qui est mis à contribution dans la migration neuronale et la 

prolifération des cellules souches au cours du développement neural. Son rôle au sein du 

tissu lymphoïde est peu connu. Dans ce travail, nous avons utilisé des modèles de souris 

spécifiquement déficients en Lis1 dans les LT afin d’étudier les fonctions moléculaires, 

cellulaires et physiologiques de cette protéine dans ces cellules. Nous montrons que Lis1 

joue un rôle essentiel dans le développement précoce des LT et dans l’homéostasie des LT 

matures. La déficience en Lis1 n’affecte pas le réarrangement de la chaine β ou les 

évènements de signalisation déclenchés par le pré-TCR ou le TCR. Cependant, la 

prolifération des thymocytes ayant passé la β-sélection ou des LT matures dont le TCR a été 

engagé, est fortement impactée.  L’analyse fine de la mitose indique que la déficience en 

Lis1 ralentit fortement le processus mitotique, contrarie les remaniements intracellulaires 

conduisant à la métaphase et entraîne la répartition asymétrique du matériel génétique dans 

les cellules filles. L’analyse des réseaux de microtubules montre que l’absence de Lis1 

entraîne l’amplification du nombre de centrosomes et l’augmentation des cellules 

multipolaires au cours de la mitose. Enfin, nous montrons que Lis1 favorise l’interaction de la 

dynéine avec la dynactine, indiquant que Lis1 joue un rôle important dans les LT pour relier 

la dynéine aux structures cellulaires qu’elle véhicule. En conclusion, nous avons montré que 

Lis1 est importante dans la distribution du matériel génétique au cours de la prolifération des 

thymocytes doubles négatifs et des lymphocytes T périphériques. 
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Functions in T cells of Lis1 protein, a regulator of dynein-dependent microtubules dynamics 

 

Abstract 

 

The T cell receptor (TCR) is assembled during the early development of T lymphocytes in the 

thymus after complexe genetic recombinations. The rearrangement of a functional TCR β-

chain (pre-TCR) triggers intracellular signaling pathways that cause the survival, expansion 

and maturation of thymocytes. The commitment of the TCR to the surface of mature T cells 

after antigen recognition also leads to proliferation allowing the development of effective 

immune responses. These cellular events go along with significant reorganization of the 

microtubule networks and a redistribution of molecular motors, such as dynein, which 

transport the cellular structures via this network. The molecular mechanisms and 

physiological consequences of the reorganization are poorly understood in T cells. Lis1 is a 

dynein regulator involved in neuronal migration and stem cells proliferation during neural 

development. Its role in lymphoid tissue is still unknown. In this study, we used mouse 

models specifically Lis1-deficient in T cells to study the molecular, cellular and physiological 

functions of this protein in T cells. We identifiy that Lis1 plays an essential role in the early 

development of T cells and in the homeostasis of mature cells. Lis1 deficiency does not 

affect β-chain rearrangement or signaling events triggered by pre-TCR or TCR, but leads to 

the blockage of thymocyte cell division that have undergone β-selection or mature T cells 

stimulated. Fine analysis of mitosis indicates that the deficiency of Lis1 strongly slows down 

the mitotic process, counteracts the cell changes leading to the metaphase and leads to 

asymmetric distribution of the genetic material in the daughter cells. Microtubule networks 

analysis shows that the absence of Lis1 induces centrosomes amplification and increase of 

multipolar cells during mitosis. Finally, we show that Lis1 promotes the dynein-dynactin 

interaction, indicating that Lis1 plays an important role in T cells to bind dynein to the cell 

structures it carries. In conclusion, we here described that Lis1 is important for the 

distribution of genetic material during double negative thymocyte and peripheral lymphocyte 

proliferation. 
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AVANT  PROPOS  
           
L’introduction  d’un  élément  étranger  au  sein  de  l’organisme  et  la  transformation  des  cellules  

en   cellules   tumorales   mobilisent   des   mécanismes   de   reconnaissance   mis   en   jeu   par   le  

système   immunitaire.  Deux   types  de  système   immunitaire  se  distinguent  selon   le   type  de  

mécanisme  de  reconnaissance  mobilisé  :  le  système  immunitaire  inné  entrainant  une  action  

rapide  mais  peu  spécifique  des  pathogènes  et  le  système  immunitaire  adaptatif  entraînant  

une  réponse  plus  lente  mais  dotée  d’une  mémoire  très  spécifique  des  pathogènes.    

Les   cellules   de   l’immunité   innée   telles   que   les   cellules   dendritiques,   les   basophiles,  

éosinophiles  et  macrophages  expriment  à  leur  surface  des  récepteurs  de  reconnaissance  de  

motifs  moléculaires  PRR  (Pattern  Recognition  Receptor).  Ces  récepteurs  sont  capables  de  

reconnaître  des  molécules  spécifiquement  exprimées  par  des  pathogènes  appelés  PAMP  

(Pathogen   Associated   Molecular   Pattern)   mais   aussi   des   molécules   DAMP   (Damage  

Associated  Molecular  Pattern)  exprimées  dans   l’organisme  hôte  par   les  cellules  affectées  

lors   d’inflammations.   La   reconnaissance   de   PAMP,   peut   conduire   à   l’endocytose   du  

pathogène   qui   est   dégradé   au   sein   de   la   cellule,   et/ou   à   la   libération   de   médiateurs  

inflammatoires  qui  facilitent  la  mise  en  place  d’une  première  ligne  de  défense.  Les  peptides  

issus   de   la   dégradation   des   pathogènes   sont   apprêtés   au   complexe   majeur  

d’histocompatibilité  (CMH)  qui,  une  fois  exprimé  à  la  surface  des  cellules,  peut  être  reconnu  

par   les   récepteurs   des   lymphocytes   T   (TCR),   des   cellules   essentielles   du   système  

immunitaire  adaptatif.  La  reconnaissance  très  spécifique  de  ces  peptides  (antigènes)  par  les  

TCR  conduit  à  l’activation,  à  la  prolifération  et  à  la  différenciation  des  lymphocytes  T  en  sous-

populations  effectrices  ayant  des  fonctions  spécialisées.  Les  lymphocytes  T  CD4+  peuvent  

se  différencier  en  différents  sous-types  de  cellules  qui  orchestrent  les  réponses  immunitaires  

selon  le  type  d’agent  infectieux  ou  d’élément  pathogène.  Les  lymphocytes  T  CD8+  exercent  

une  activité  cytotoxique  sur  les  cellules  infectées  ou  cancéreuses.  Les  cellules  de  l’organisme  

dégradent   constamment   leurs   protéines   et   apprêtent   au   CMH   des   peptides   qualifiés   du  

«  soi  »   qui   sont   reconnus   par   les   lymphocytes   T   mais   n'entraînent   pas   de   réponse  

immunitaire.  Dans   le  cas  de  cellules   transformées,   l’apprêtement  se   fait  parfois  avec  des  

peptides  issus  de  mutations  géniques  appelés  néo-antigènes  pouvant  être  reconnus  par  les  

récepteurs   des   lymphocytes   T.   Cette   reconnaissance   entraine   une   réponse   immunitaire  

contre  ces  cellules  anormales.    
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Contrairement   aux   lymphocytes   T,   les   lymphocytes   B   ne   reconnaissent   pas   les   peptides  

présentés  par  les  molécules  du  CMH,  mais  reconnaissent  directement  des  protéines  issues  

des   pathogènes   via   un   récepteur   d’antigène   exprimé   à   leur   surface   appelé  BCR   (B  Cell  

Receptor).  La  reconnaissance  d’antigènes  spécifiques  par  les  lymphocytes  B  entraîne  leur  

activation   et   leur   différenciation   en   plasmocytes   capables   de   produire   des   anticorps  

spécifiques  des  agents  infectieux  contribuant  à  leur  élimination.  

  

Les  lymphocytes  se  développent  initialement  au  sein  de  la  moelle  osseuse  à  partir  de  cellules  

souches  hématopoïétiques.  Alors  que   les  précurseurs  des   lymphocytes  T  migrent  vers   le  

thymus  pour  continuer  leur  développement,  les  précurseurs  des  lymphocytes  B  poursuivent  

leur  maturation  dans  la  moelle  osseuse.    Après  leur  développement,  les  lymphocytes  migrent  

vers  les  organes  lymphoïdes  secondaires  tels  que  la  rate  et  les  ganglions  lymphatiques  où  

ils  sont  susceptibles  d’être  activés,  de  proliférer  et  de  se  différencier  après  la  reconnaissance  

d’un  antigène.  

  

Au  cours  de  ma  thèse,  je  me  suis  particulièrement  intéressé  aux  mécanismes  qui  gouvernent  

le  développement  des  lymphocytes  T  dans  le  thymus  et  leur  homéostasie  dans  les  organes  

lymphoïdes  périphériques.  J’ai  mis  en  évidence  des  rôles  essentiels  de  Lis1,  un  régulateur  

du  moteur  moléculaire  dynéine  associé  aux  microtubules,  au  cours  de   la  prolifération  des  

lymphocytes  T  lors  de  ces  processus.  
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   INTRODUCTION  GENERALE  
  
  
Il   existe   deux   types   de   lymphocytes   T   (LT)  :   les   LT   non   conventionnels   regroupant   les  

lymphocytes  TNKT  et  MAIT  et   les  LT  dits  conventionnels  ou  lymphocytes  T.  Les  LT  

non   conventionnels   représentent   2   à   10%   des   LT   circulants   (1,   2).   Leur   activation   ne  

nécessite  pas  forcement  la  reconnaissance  d’un  peptide  antigénique.  Comme  les  cellules  de  

l’immunité  innée,  la  reconnaissance  directe  d’un  pathogène  ou  de  ces  molécules  peut  suffire  

à  activer  ces  cellules.  Les   lymphocytes  Treprésentent   la  majorité  des  LT  circulants  au  

sein  de  l’organisme.  Ils  regroupent  les  LT  auxiliaires  exprimant  le  corécepteur  CD4  et  les  LT  

cytotoxiques  exprimant  le  corécepteur  CD8.  Les  LT  CD4+  déclenchent,  orientent  et  régulent  

la  réponse  immunitaire  alors  que  les  LT  CD8+  exercent  des  effets  cytotoxiques  qui  entrainent  

l’apoptose  des  cellules  infectées  ou  transformées.  Nous  nous  concentrerons  dans  la  suite  

de  cette  thèse  aux  lymphocytes  T    

  

  

I.   Le  récepteur  des  lymphocytes  T  
  

Les   lymphocytes  T  se  caractérisent  par   l’expression  d’un   récepteur  des   lymphocytes  T  

(TCR)  composé  des  chaînes  TCRet  TCR  ainsi  que  par   l’expression  des  corécepteurs  

CD4  ou  CD8.  Chaque  LT  exprime  un  TCR  spécifique  ayant  une  affinité  particulière  pour  un  

antigène  donné.  La  synthèse  et  l’assemblage  des  TCR  se  déroulent  au  sein  du  thymus  lors  

du   développement   des   LT   et   fait   suite   à   des   réarrangements   complexes   de   gènes.   La  

reconnaissance  d’un  antigène  par   les  LT  matures,   peut   conduire  à   l’amplification   des  LT  

spécifiques   par   expansion   clonale   mais   aussi   à   leur   différenciation   en   sous   populations  

effectrices  ayant  des  fonctions  spécifiques.    

  
1.   Structure  des  récepteurs  des  lymphocytes  T  

  
Le  TCR  est  un  complexe  multiprotéique  constitué  des  chaines  variables  TCR  et  TCR,  

responsables   de   la   reconnaissance   antigénique,   et   de   trois   dimères   invariants,   CD3,  

CD3  et   les  chaînes  .  Lors  de  son  expression  au  sein  du  réticulum  endoplasmique,   la  

chaine  TCRs’associe  avec  le  dimère  CD3alors  que  la  chaine  TCR  s’associe  au  dimère  

CD3Le   dimère      serait   essentiel   à   l’association   du   complexe   TCR/CD3au  

complexe  TCR/CD3et  à  sa  stabilité  pour  sa  progression  vers  la  membrane  plasmique  (4)  

(5)  (Fig.1)    
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1.1.   La  région  transmembranaire  
  

Toutes  les  sous  unités  du  TCR  sont  constituées  d’une  région  transmembranaire  en  hélice    

hydrophobe   permettant   leur   interaction   aux   lipides   de   la   membrane   plasmique.  

Etonnamment,   cette   région   transmembranaire   contient   des   résidus   chargés   conservés,  

incompatibles   avec   un   environnement   hydrophobe   mais   impliqués   dans   le   maintien   du  

complexe   TCR/CD3/CD3/.   En   effet,   les   résidus   acides,   l’acide   glutamique   de   la  

chaine   CD3   et   les   acides   aspartiques   des   chaines   CD3et   CD3   établissent   des  

interactions  ioniques  avec  les  résidus  basiques  lysines  et  arginines  des  chaines    et  (6,  7).  

Ces   résidus,   en   plus   de   maintenir   assemblé   le   complexe   TCR,   sont   essentiels   à   son  

expression  stable  à  la  membrane  plasmique  (8,  9).    

  

1.2.   Les  domaines  extracellulaires  
  

Les  caractéristiques  des  domaines  transmembranaires  des  sous  unités  CD3  et  des  chaines  

et  du  TCR  sont  similaires,  mais  celles  des  domaines  extracellulaires  sont  bien  différentes.  

  

Les  deux  chaines    et    présentent  chacune  une  région  constante  et  une  région  variable  à  

l’extrémité  N-terminale  présentant,  une  fois  assemblée,  une  affinité  pour  un  antigène  donné.  

Les   deux   chaines   sont   reliées   entre   elles   par   un   pont   disulfure   au   niveau   de   leur   région  

constante.   Les   cystéines   établissant   cette   liaison   ne   semblent   pas   indispensables   dans  

l’expression  et  la  stabilité  du  TCR.  En  effet,  la  mutation  de  ces  cystéines  ne  conduit  pas  à  un  

défaut  d’expression  de  TCR  à  la  membrane  plasmique  (10).  La  résolution  de  structure  par  

cristallographie  au  rayon  X  révèle  une  structure  globulaire  à  feuillets    des  régions  variables  

et  constantes  (11).  Les  boucles  au  niveau  des  régions  variables  représentent  des  régions  

hypervariables  appelées  CDR  qui  sont  au  nombre  de  trois  par  chaine.  Les  CDR1  et  CDR2  

se  trouvent  en  périphérie  du  site  de  reconnaissance  du  peptide  antigénique  et  interagissent  

avec  les  hélices    des  CMH  à  la  surface  des  cellules  présentatrices  d’antigènes  (CPA).  Les  

CDR3  se  localisent  au  niveau  du  site  d’interaction  du  TCR  avec  les  peptides  antigéniques  

présentés  par  les  CMH  (12).  

  
Les  chaines  CD3  et  la  chaîne    ont  une  région  extracellulaire  n’ayant  pas  de  contact  avec  

les  complexes  CMH-peptides  (pCMH).  Les  chaines  ,    et    ont  un  domaine  extracellulaire  

formant  une  structure  globulaire  contenant  des  feuillets  .  La  chaine    ne  comporte  que  9  

résidus  d’acides  aminés.  Les  domaines  extracellulaires  des  chaines  ,    et     interagissent  
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avec   les   chaines    et     (13).  Des  cystéines   réalisent  des  ponts  disulfures  entre   les  deux  

chaines    ce  qui  n’est  pas  le  cas  pour  les  dimères  CD3  et  CD3.  La  mutation  de  la  cystéine  

de   la   chaine   extracellulaire   ,   conduit   au   défaut   d’expression   des   TCR   à   la   membrane  

plasmique  (14,  15).  De  plus,  le  remplacement  de  la  région  extracellulaire  de  la  chaine  CD3  

par  la  région  extracellulaire  de  la  chaine  CD3  affecte  l’expression  à  la  surface  cellulaire  du  

TCR  (13).  Ces  résultats  démontrent  l’importance  des  domaines  extracellulaires  des  chaines  

CD3  et  CD3  dans  l’adressage  du  TCR  à  la  membrane  plasmique.  

  

1.3.   Les  domaines  intracellulaires  
  

Tout  comme  pour  les  domaines  extracellulaires,  les  domaines  intracellulaires  des  différentes  

chaines  constituant  le  TCR  ont  des  caractéristiques  spécifiques.  

  

Les   deux   chaines      et   contiennent   une   petite   région   intracellulaire   correspondant   aux  

extrémités   C-terminales   des   protéines   dont   la   fonction   n’a   pas   été   fortement   étudiée.   Il  

semblerait  cependant,  que  la  petite  région  intracellulaire  de  la  chaine    soit  impliquée  dans  

la  régulation  de  l’expression  du  TCR,  suite  à  la  stimulation,  en  favorisant  sa  dégradation  (16).    

  

Les   chaines  CD3  et    se   caractérisent  par   la   présence  de  motifs   ITAM   (Immunoreceptor  

Tyrosine-based  Activation  Motif)  dans  leur  région  intracellulaire  (17).  Ces  motifs  contiennent  

des  résidus  tyrosines  qui  peuvent  être  phosphorylés  suite  à  l’engagement  du  TCR  et  qui  sont  

indispensables  à  la  transmission  de  la  signalisation  (18-20).  Les  CD3  ,    et    possèdent  un  

seul  ITAM  alors  que  le  long  domaine  intracellulaire  des  chaines    en  comporte  trois,  totalisant  

ainsi  un  nombre  de  10  ITAM  par  TCR.  La  séquence  consensus  d’un   ITAM  est  YxxI/Lx(6-

8)YxxI/V/L  où  X  représente  un  acide  aminé  divers.  Il  existe  donc  une  certaine  diversité  entre  

les  ITAMs  portés  par  les  sous-unités  de  signalisation.  Cette  diversité  semble  être  importante  

dans   le  développement  des  LT,   l’activation  des  cellules  et   l’expression  du  TCR   (21).   Les  

résidus  leucines  et  isoleucines  des  ITAMs  ne  sont  pas  phosphorylables  suite  à  l’engagement  

des  TCR  mais  ils  sont  néanmoins  nécessaires  à  la  transmission  de  signaux  efficaces  (22).  
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Figure  1  :  Représentation  d'un  récepteur  des  lymphocytes  T  

Représentation   schématique   d’un  TCR  constitué   de   trois   dimères   de   chaines   invariantes  
CD3CD3et    et  de  deux  chaines  variables    et    totalisant  un  nombre  de  dix  ITAM  
essentiels  à  la  signalisation  du  TCR.  La  vue  3D,  permet  de  se  rendre  compte  des  interactions  
électriques  s’effectuant  entre  les  différentes  chaines  du  TCR  importantes  pour  la  stabilité  du  
complexe.  Au  sein  de  l’ITAM,  X  représente  un  acide  aminé  quelconque,  I/L  :  Isoleucine  ou  
leucine,   I/V/L  :   Isoleucine,  Valine  ou  Leucine,   x(6-8)  :   intervalle  constitué  de  6  à  8  acides  
aminés   quelconques.   Adapté   de   «  Molecular  mechanisms   for   the   assembly   of   the   T   cell  
receptor–CD3  complex  »  de  Call  et  Wucherpfennig  2004    
  

  

2.   La  recombinaison  V(D)J  
  
L’immunité  adaptative  repose  sur  des  récepteurs,  hautement  spécifiques  de  peptides  ou  de  

protéines  issus  de  pathogènes,  qui  sont  exprimés  à  la  surface  des  LT  et  des  lymphocytes  B  

(LB).  Chaque  TCR  et  récepteur  des  lymphocytes  B  (BCR)  présentent  des  affinités  différentes  

formant  ainsi  un  répertoire  de  LT  et  de  LB.  L’expression  du  TCR  et  du  BCR  repose  sur  des  
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recombinaisons   complexes   d’un   grand   nombre   de   gènes   appelés   gènes   V   (Variable),   D  

(Diversité)  et  J  (Jonction).  Le  complexe  RAG  (Recombination-Activating  Genes),  constitué  

des   protéines   RAG1   et   RAG2,   est   spécifique   de   la   recombinaison   V(D)J   et   est   exprimé  

spécifiquement   par   les  LT   et   LB.   La  déficience   en  RAG1  conduit   à   un   défaut  majeur   du  

développement   des   lymphocytes,   avec   un   blocage   des   cellules   au   cours   des   stades  

précoces   du   développement   (23).   Par   la   suite,   je   discuterai   plus   particulièrement   des  

principes  de  recombinaison  s’effectuant  au  cours  du  développement  des  LT  (Fig.  2).  

  

Figure  2  :  Représentation  des  gènes    et    ainsi  que  des  chaines    et  du  TCR  issues  de  
la  recombinaison  V(D)J  
Les  gènes     et   sont  constitués  d’un  ensemble  de  gènes  codant   la   région  Variable   (V),  
Diversité  (D),  Jonction  (J)  et  constante  (C)  de  la  chaine    ou  .  Après  recombinaison  par  le  
complexe  RAG,   un   segment   de  gène   par   gène   V,(D),J   et   C   seront   assemblés   pour   être  
exprimés  en  chaine    ou  .  Entre  parenthèses  est  indiqué  le  nombre  de  segments  de  gènes  
dans  chaque  gène  V  et  J.  Adapté  de  Recombination  centres  and  the  orchestration  of  V(D)J  
recombination»  de  Shatz  et  Ji  2011    
  

2.1.   Mécanismes  biochimiques  de  la  recombinaison  
  
La  recombinaison  V(D)J  repose  sur  l’activité  du  complexe  RAG  mais  aussi  d’autres  protéines  

impliquées   dans   la   réparation   de   l’ADN.   Les   séquences   RSS   (Recombination   Signal  

Sequences),   bordant   les   gènes  V,  D   et   J,   sont  essentielles   à   la   recombinaison   car   elles  

permettent   le   recrutement   du   complexe   RAG.   Ces   séquences   sont   palindromiques   et  

contiennent  une  séquence  d'espacement  de  12  ou  23pb.  La   recombinaison  préférentielle  

s’effectue   entre   deux   séquences  RSS   constituées   de   séquences   d'espacement   de   12   et  

23pb.  Les  complexes  RAG  situés  sur  chaque  séquence  RSS  se   tétramérisent  conduisant  
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aux  rapprochements  des  deux  séquences  de  gènes  à  fusionner  et  procèdent  au  clivage  du  

double  brin  d’ADN  entre  la  séquence  RSS  et  le  gène  d’intérêt.  Ce  clivage  entraine  l’apparition  

d’un  groupement  hydroxyle  effectuant  une  attaque  nucléophile  sur  le  groupement  phospho-

diester  du  brin  opposé  générant  ainsi  une  structure  en  épingle  à  cheveux.  KU70  et  KU80  

sont   recrutées   aux   extrémités   issues   du   clivage   par   le   complexe   RAG,   favorisant   le  

recrutement  d’Artemis  pour  rompre   l’épingle  à  cheveux  des  deux  extrémités  à  assembler.  

L’activité  d’Artemis  n’étant  pas  spécifique,  la  rupture  est  aléatoire  et  peut  générer  soit  des  

extrémités   franches   ou   cohésives.   La   terminale   transférase   DNA   -   PK   procède   à   l’ajout  

aléatoire  ou  à  l’élimination  de  bases  azotées  afin  de  permettre  à  l’ADN  Ligase  XRCC4  de  

joindre   les   deux   fragments   de   gènes.   L’ensemble   de   ces   évènements   contribuent   à   la  

diversité  du  répertoire  de  TCR  et  de  BCR  (24)  (Fig.  3).  

  

Figure  3  :  Schématisation  
d’une  recombinaison  VJ  
Représentation   de   la  
recombinaison   entre   un  
fragment   de   gène   variable  
avec   un   fragment   de   gène  
Jonction.  Le  gène  réarrangé  
est  constitué  de  la  prochaine  
région   variable   et   jonction  
d’une  chaine  de  TCR.  
Adapté  de  Janeway    
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2.2.   Régulation  de  la  recombinaison  
  
L’expression  des  sous  unités  du  complexe  RAG  semble  être  un  évènement  essentiel  dans  

la  régulation  de  la  recombinaison  ainsi  que  l’accessibilité  des  gènes  dans  la  chromatine.  Par  

ailleurs,  des  séquences  activatrices  ou  enhancer  E  et  E  favorisent  la  recombinaison  des  

gènes.  Ces  séquences  sont  capables  de  recruter  des  acteurs  de  la  recombinaison  et  peuvent  

aussi   être   soumis   à   des   processus   de   régulation   qui   modulent   les   évènements   de  

recombinaison  (25-27).  

  
Expression  de  la  machinerie  de  recombinaison  :  L’expression  des  RAG  est  séquentielle  lors  
du   développement   des   LT.   En   effet,   elle   s’effectue   lors   des   stades   précoces   du  

développement  pour  la  recombinaison  de  la  chaine  ,  puis  s’interrompt  pour  reprendre  lors  

des  stades  plus   tardifs,  pour   la   recombinaison  de   la  chaine  .  L’expression  des  RAG  est  

interrompue   à   nouveau   après   cette   dernière   recombinaison   (28).   La   signalisation   régule  

l’expression  de  RAG  au  sein  des  LT.  En  effet,   la  délétion  de  l’adaptateur  moléculaire  LAT  

(Linker   For   Activation   Of   T   Cells)   dans   la   lignée   cellulaire   Jurkat   contribue   à   une  

augmentation   de   l’expression   de   RAG.   De   plus,   l’inhibition   d’acteurs   des   voies   de  

signalisation   dans   le  même  modèle,   ou   dans   des  modèles  murins,   conduit   aussi   à   cette  

augmentation  en  comparaison  à  des  cellules  stimulées  sans  inhibiteur  (29,  30).  

  

L’expression   de   RAG   peut   aussi   être   directement   régulée   par   des   modifications   post-

traductionnelles.   En   effet,   l’expression   de   RAG   étant   restreinte   au   stade   G1   du   cycle  

cellulaire,  des  mécanismes  de  régulation  sont  mis  en  place  au  cours  du  cycle  cellulaire.  La  

phosphorylation   de   RAG2   sur   la   thréonine   T490   par   le   complexe   cyclinA/CDK2   entraîne  

l’adressage  au  protéasome  de  RAG2  durant  la  phase  G2  du  cycle  cellulaire.  La  prolifération  

induite  par  la  -sélection  peut  donc  favoriser  la  dégradation  du  complexe  RAG  (31).  

  

Accessibilité  aux  gènes  :  La  recombinaison  des  gènes  se  fait  d’abord  sur  un  des  deux  allèles.  

Si   la   recombinaison   entraine   le   réarrangement   d’une   chaine   fonctionnelle,   des   voies   de  

signalisation  conduisent  à  l’exclusion  allélique  des  gènes  codant  les  chaines    et  .  Cette  

exclusion  allélique  coupe  l’accès  des  gènes  au  complexe  RAG  sur  cet  allèle  afin  d’empêcher  

l’expression  à  la  surface  de  plusieurs  TCR  ayant  des  spécificités  distinctes.  Cette  exclusion  

allélique  est  due  à  des  modifications  post-traductionnelles  des  histones  bloquant  la  fixation  

des   protéines   RAG   sur   les   séquences   RSS   des   gènes   codant   pour   la   chaîne   .   Le  

recrutement   de   RAG   au   niveau   des   gènes   à   réarranger   est   fortement   dépendant   de   la  
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triméthylation  des  histones  H3  sur  leur  lysine  4.  RAG2  interagit  avec  les  histones  méthylées  

par  son  domaine  PHD  ce  qui  déclenche  son  activité  enzymatique  (32,  33).    La  déméthylation  

des  histones  peut  conduire  à   l’arrêt  du  recrutement  du  complexe  RAG  et  par  conséquent  

réprimer  le  réarrangement  de  gènes  (34).    

  

  

II.   Les  corécepteurs  CD4  et  CD8  
  
Les   corécepteurs   CD4   et   CD8   sont   exprimés   par   les   LT   auxiliaires   et   cytotoxiques  

respectivement.  Ce  sont  des  glycoprotéines  exprimées  dans  le  réticulum  endoplasmique  et  

exportées  à  la  membrane  plasmique.  Le  corécepteur  CD8  est  constitué  de  sous  unités    et  

alors  que  le  corécepteur  CD4  ne  représente  qu’une  seule  protéine  (35-37)

La  région  extracellulaire  de  ces  glycoprotéines  contient  une  séquence  ayant  une  forte  affinité  

pour  les  CMH.  Le  CD4  présente  une  séquence  d’interaction  avec  le  CMH  de  classe  II  (CMH-

II)  alors  que  le  CD8  interagit  spécifiquement  avec  le  CMH  de  classe  I  (CMH-I)  (38-43).  La  

fonction  de  cette  interaction  vis-à-vis  du  complexe  TCR-pCMH  est  discutée.  Alors  que  le  CD8  

semble  interagir  avec  le  CMH  afin  de  maintenir  l’interaction  TCR-pCMH  (44,  45),  le  CD4  ne  

semble  pas  avoir  cette  fonction  de  soutien  (46).    

Les   régions   intracellulaires   des   corécepteurs   CD4   et   CD8   interagissent   avec   la   protéine  

kinase   LCK   (Lymphocyte   Cell-Specific   Protein-Tyrosine   Kinase)   impliquée   dans   le  

déclenchement   de   la   signalisation   des   LT   (47,   48).   Il   est   clairement   démontré   que  

l’engagement  des  corécepteurs  CD4  et  CD8  par   les  pCMH   facilite   le  déclenchement  des  

signaux  par  les  TCR  (49).  Cependant,  Jiang  et  al,  ont  observé  que  le  corécepteur  CD8  est  

recruté  au  TCR  après  son  engagement  (50).  Un  nouveau  modèle  émerge  selon  lequel  des  

phosphorylations  des  ITAM  par  LCK,  indépendamment  des  CD4  et  CD8,  se  déroulent  suite  

à   l’engagement   des   TCR.   Ces   phosphorylations   conduiraient   au   recrutement   des  

corécepteurs  CD4  ou  CD8  par  les  LCK  associés  à  leur  région  intracellulaire  afin  de  soutenir  

et  augmenter  la  signalisation  (51)  (Fig.  4).  
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Figure  4  :  Représentation  des  corécepteurs  CD8  et  CD4  complexés  au  CMH-I  et  CMH-II  
respectivement  

Suite  à  l’engagement  du  TCR  par  le  complexe  pCMH,  le  corécepteur  CD4  ou  le  corécepteur  
CD8  sont   recrutés  suite  à   l’activation  de  LCK.  Le  CMH-I   interagit  par  son  domaine  3  au  
domaine  globulaire  de  la  chaine    du  CD8.  Le  CMH-II  interagit  par  son  domaine  2  avec  le  
corécepteur  CD4.  Adapté  de  Garland  science  2005  
  

  

III.   Réponse  des  lymphocytes  T  suite  à  la  reconnaissance  d’un  antigène  
  

1.   Signalisation  suite  à  l’engagement  des  TCR  
  

Lors   de   la   détection   d’un  élément   étranger   par   les   cellules   de   l’immunité   innée,   celles-ci  

peuvent  phagocyter  le  pathogène,  le  dégrader  et  produire  des  peptides  antigéniques  qui  sont  

associés  aux  CMH  et  exprimés  à  la  surface  des  cellules.  Les  CPA  professionnelles  migrent  

ensuite   vers   les   organes   lymphoïdes   secondaires   où   elles   rencontrent   des   LT   «  naïfs  »  

susceptibles   de   reconnaitre   spécifiquement   les   antigènes   présentés   par   les   CPA.   La  

reconnaissance   des   antigènes   par   le   TCR   entraine   d’importants   réarrangements  

moléculaires  au  sein  des  LT.  La  signalisation  des  cellules  conduit  à  l’expression  de  gènes  

spécifiques  entraînant  la  prolifération  et  la  différenciation  des  cellules.  
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1.1.   Complexes   de   signalisation   mis   en   jeu   lors   de   la  
reconnaissance  antigénique  

  
La  reconnaissance  du  complexe  pCMH  par  le  TCR  conduit  au  recrutement  du  corécepteur  

CD4  ou  CD8  au  voisinage  du  TCR  (50,  51).  L’association  du  TCR  avec  le  pCMH  entraîne  

des  changements  conformationnels  des  chaines  intracellulaires  de  CD3  qui  aboutissent  à  

l’exposition  des  tyrosines  des  ITAM  alors  accessibles  au  domaine  kinase  des  protéines  LCK  

(52-55).   LCK  phosphoryle   les   tyrosines   des   ITAM,   entrainant   le   recrutement   des   kinases  

ZAP-70   (Zeta  Chain  Of   T  Cell   Receptor   Associated   Protein   Kinase   70)   qui   sont   ensuite  

phosphorylées  et  activées  par  LCK  (48,  56,  57).  Les  kinases  ZAP-70  activées  phosphorylent  

alors   des   tyrosines   situées   sur   le   domaine   intracytoplasmique   des   adaptateurs   LAT.   Les  

phosphorylations   de   ces   adaptateurs   favorisent   le   recrutement   de   plusieurs   complexes  

moléculaires  à  l’origine  de  voies  de  signalisation  distinctes  (58,  59)  (Fig.  5).    

  

Figure  5  :  Représentation  de  la  signalisation  précoce  suite  à  l’engagement  du  TCR  
L’engagement   du   TCR   entraine   le   recrutement   de   la   kinase   LCK   activée   par  
déphosphorylation  de  la  tyrosine  inhibitrice  Y505  par  CD45.  La  trans-phosphorylation  de  LCK  
conduit  à  la  phosphorylation  de  la  tyrosine  activatrice  Y394  qui  stabilise  la  conformation  active  
de  l’enzyme.  LCK  est  recrutée  avec  le  CD4  (ou  CD8)  au  TCR  et  phosphoryle  les  tyrosines  
des   ITAM   des   CD3   et   des   chaines      conduisant   au   recrutement   de   ZAP-70   aux   ITAM  
phosphorylés.  Cette  kinase  est  activée  par  transphosphorylation  ou  par  LCK.  Une  fois  activé,  
ZAP-70   phosphoryle   l’adaptateur   LAT.   Adapté   de   «  T   cell   receptor   signalling   networks:  
branched,  diversified  and  bounded  »  par  Brownlie  et  Zamoyska  2013.  
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Activation  de  LCK  :  LCK  est  une  protéine  kinase  de   la   famille  des  Src,   implantée  dans   la  

membrane  plasmique  par   la  myristoylation  et  palmitoylation  de  son  extrémité  N-terminale  

(60,   61)   .   Elle   contient   un   domaine   SH2,   capable   d’interagir   avec   des   tyrosines  

phosphorylées   contenues   dans   des  motifs   précis,   et   un   domaine   SH3   important   dans   la  

transmission  des  signaux  (62-64).  Ces  protéines  peuvent  naviguer  seules  sous  la  membrane  

plasmique,  ou  associées  au  domaine  intracellulaire  des  CD8  et  des  CD4  avec  lesquelles  

elles   interagissent  via  des   régions   riches  en  cystéines   (65,  66).  En  absence  de  signal,   la  

majorité  des  LCK  sont  sous  conformation  inactive  suite  à  la  phosphorylation  par  CSK  de  la  

tyrosine  inhibitrice  Y505  (67,  68).  Cette  phosphorylation  conduit  à  une  auto-inhibition  de  LCK  

par   interaction   de   son   domaine   SH2   avec   la   tyrosine   phosphorylée   entrainant   une  

conformation  inactive  (69-71).  Suite  à  l’engagement  des  TCR,  la  protéine  phosphatase  CD45  

déphosphoryle  la  tyrosine  inhibitrice  de  LCK  entraînant  l’ouverture  de  la  protéine  dans  une  

conformation  active.  LCK  autophosphoryle  en  trans  la  tyrosine  Y394  de  son  site  catalytique  

ce  qui  stabilise  sa  conformation  active  (60,  72).  Un  autre  modèle  plus  récent  suggère  qu’une  

fraction  de  LCK  préexiste  sous  forme  activée  dans  les  cellules  au  repos.  Dans  ce  modèle,  

l’engagement  des  TCR  n’entraîne  pas  d’augmentation  de  l’activité  de  LCK  mais  conduit  à  

une  redistribution  des  protéines  à  proximité  du  TCR  permettant  ainsi  la  phosphorylation  des  

ITAM  (73).  Les  mécanismes  permettant  cette  redistribution  sont  encore  mal  compris.  

  

Recrutement  de  ZAP-70  :  Une  fois  activée,  LCK  phosphoryle   les   tyrosines  des   ITAM  des  

CD3   (48).  Cette   phosphorylation   conduit   au   recrutement   de   ZAP-70   qui   interagit   via   ses  

domaines  SH2  avec  les  tyrosines  phosphorylées  des  ITAM  (57,  74,  75).  La  fixation  de  ZAP-

70   sur   les   ITAMs   phosphorylés   entraine   un   changement   conformationnel   exposant   les  

tyrosines  Y315,  Y319  et  Y493  de  ZAP-70  qui  peuvent  alors  être  phosphorylées  par  les  protéines  

kinase  LCK  (76-81).  Les  tyrosines  Y315  et  Y319  se  trouvent  sur  une  région  flexible  en  amont  

du  domaine  SH2  alors  que  la  tyrosine  Y493  est  localisée  sur  le  domaine  SH2  (77,  82,  83).  Ces  

phosphorylations  entrainent  l’exposition  du  site  catalytique  déclenchant  alors  l’activation  de  

la  fonction  kinase  de  ZAP-70  (84).  

  

Phosphorylation   de   LAT  :   Une   fois   activée,   la   protéine   kinase   ZAP-70   phosphoryle   les  

tyrosines  Y132,  Y171,  Y191  et  Y226  de  LAT  (58,  59).  LAT  est  une  protéine  transmembranaire,  

avec   une   petite   région   extracellulaire   et   une   grande   région   intracellulaire   sur   laquelle   se  

trouve  les  tyrosines  phosphorylées  par  ZAP-70.  La  pY132  est  le  site  d’ancrage  pour  la  PLC-

1  (Phospho  Lipase  C  .  Les  pY226  et  pY191  sont  essentielles  pour  le  recrutement  du  facteur  

d’échange  de  guanines  Vav1  à  LAT.  Une  fois  phosphorylées,  les  Y171,  Y191  et  Y226  peuvent  
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entrainer   le  recrutement  de   l’adapteur  Grb2  (Growth  factor  receptor-bound  protein  2).  Les  

pY191  et  pY171  peuvent  également   interagir  avec   l’adaptateur  GADS  (Grb2-related  Adaptor  

Downstream  of  Shc).  Le  recrutement  de  GADS  conduit  au  recrutement  à  LAT  de  l’adaptateur  

SLP-76  (SH2  Domain-Containing  Leukocyte  Protein  Of  76  KDa).  Par  ailleurs,  le  recrutement  

à   LAT  de  Grb2  entraîne   celui   de  SOS   (Son   of  Sevenless)   ou  de  THEMIS1   (Thymocyte-

Expressed   Molecule   Involved   In   Selection)   qui   interagissent   constitutivement   avec  

l’adaptateur  (85-88).    



Phosphorylation  de  SLP-76  :  SLP-76  interagit  constitutivement  avec  les  protéines  PLC-1  et  

GADS  (89).  Une  fois  recrutée  à  LAT  via  GADS,  ZAP-70  phosphoryle  SLP-76  sur  plusieurs  

tyrosines   (90).   La   phosphorylation   de  SLP-76   sur   la   tyrosine  Y112,   Y128  et  Y145  conduit   au  

recrutement  d’autres  protéines  de  signalisation  telles  que  la  kinase  ITK  qui  est  responsable  

de   la  phosphorylation   de   la  PLC-1   (91,   92)  Ces   tyrosines  phosphorylées   peuvent  aussi  

conduire   au   recrutement   de   ADAP,   NCK,   et   Vav1   (93-96).   Par   conséquent,   la  

phosphorylation  de  LAT  entraîne  le  recrutement  d’un  ensemble  de  complexes  moléculaires  

à  l’origine  de  différentes  voies  de  signalisation.    
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Figure  6  :  Recrutement  des  complexes  de  signalisation  à  LAT  

La  phosphorylation  de  LAT  par  ZAP-70  conduit  au  recrutement  de  Grb2,  GADS,  PLC-1.  Le  
recrutement  de  Grb2  entraine  le  recrutement  de  THEMIS1  qui  régule  la  signalisation  ou  SOS  
qui  active  la  voie  des  MAP  kinases.  GADS,  conduit  au  recrutement  de  l’adapteur  moléculaire  
SLP-76   qui   est,   par   la   suite,   phosphorylé   par   ZAP-70.   Cette   phosphorylation   entraine   le  
recrutement  de  Vav1  et  ADAP  qui  régule  le  cytosquelette,  mais  aussi  de  Pi3K  qui  active  AKT  
et  enfin  ITK  qui  active  PLC-1.  L’activation  de  PLC-1  entraine  la  production  de  DAG  et  d’IP3  
à  partir  de  PIP2.  IP3  entraine  le  relargage  calcique  et  DAG  s’associe  à  RasGRP  et  déclenche  
la  voie  des  MAP  kinases  par  activation  de  Ras  par  RasGRP.  Adapté  de  «Role  of  the  LAT  
adaptor  in  T-cell  development  and  Th2  differentiation.»  de  Malissen  et  al.,  2005.  
  
  

1.2.     Principales  voies  de  signalisation    
  

L’ensemble  de  ces  phosphorylations  déclenchent  le  recrutement  de  complexes  moléculaires  

entrainant  l’activation  ou  la  répression  de  voies  de  signalisation  distinctes.    

La   phosphorylation   de   PLC-1   active   sa   fonction   phospholipase   qui   rompt   la   liaison  

phosphodiester   reliant   le   groupement   phospho-inositol   au   groupement   diacylglycérol   du  

phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate  (Pi(4,5)P2)  (97).  Cette  hydrolyse  conduit  à  la  formation  

de  diacylglycérol  (DAG)  et  d’inositol  1,4,5-triphosphate  (IP3)  (98)  (Fig.  6).  

  

Voies   calciques  :   L’IP3  peut   être   capté   par   le   récepteur   à   l’IP3   à   la   surface  du   réticulum  

endoplasmique  entrainant  le  relargage  calcique  depuis  le  réticulum  endoplasmique  vers  le  

cytoplasme.  Le  calcium  relâché  dans  le  cytoplasme  peut  être  capté  par   les  domaines  EF-

Hand  de  STIM  conduisant  à  son  oligomérisation.  Le  complexe  STIM  interagit  avec  le  canal  
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ionique  Orai1  à  la  membrane  plasmique  entrainant  son  ouverture  et  une  entrée  massive  de  

calcium  depuis   le  milieu   extracellulaire   (99,   100).   Le   flux   calcique  entraine   l’activation   du  

complexe   calcineurin/calmodulin   qui   déphosphoryle   le   facteur   de   transcription   NFAT   et  

favorise  ainsi  sa  translocation  nucléaire.  Au  sein  du  noyau,  en  collaboration  avec  AP-1  qui  

est  activé  par   les  voies  des  MAPK,   le  complexe  NFAT/AP-1  favorise   l’activation  de  gènes  

essentiels   à   l’activation   cellulaire   (101).   Le   calcium   peut   aussi   permettre   de   lever   des  

répressions   dépendantes   de   facteurs   de   transcription.   La   protéine   DREAM,   sous   forme  

tétramère,   agit   comme   répresseur   de   l’expression   de   certains   gènes.   En   présence   de  

calcium,   capté   par   les   domaines   EF-Hand   des   protéines   DREAM,   un   changement  

conformationnel  conduit  à  la  dissociation  du  complexe  et  ainsi  à  la  levée  de  l’inhibition  des  

gènes  réprimés  par  DREAM.  L’expression  d’une  protéine  DREAM  constituée  de  domaines  

EF-Hand   insensibles   au   calcium,   entraine   la   diminution   d’expression   de   cytokines.   Cet  

événement  s’accompagne  de  la  diminution  de  la  prolifération  des  LT  (102).      

  

Voies  des  MAP  kinases  :  Le  DAG  peut  être  capté  par  la  région  C1  présente  sur  certaines  

kinases  PKC  permettant  la  phosphorylation  de  la  protéine  RasGRP,  qui  permet  l’échange  de  

GDP  en  GTP  sur  les  protéines  Ras  (103).  La  protéine  SOS,  qui  est  recrutée  à  LAT  via  Grb2  

a  aussi  une  fonction  d’échangeur  de  guanine  sur  Ras  et   fonctionne  en  collaboration  avec  

RasGRP   (104).   L’activation   de   Ras   conduit   à   une   cascade   d’activation   de   kinase   en  

phosphorylant  les  protéines  Raf  (MAPKKK)  qui  activent  les  kinases  Mek  (MAPKK)  qui  enfin  

activent  les  kinases  Erk  (MAPK).  Les  kinases  Erk  phosphorylent  et  activent  Elk1  qui  une  fois  

transloquée   dans   le   noyau   active   AP-1   (105).   La   protéine   adaptatrice   KSR   favorise   la  

signalisation   des   MAPK   en   regroupant   les   différentes   protéines   de   la   voie   (106).   La  

déficience  en  KSR  conduit  à  la  diminution  de  la  phosphorylation  de  Erk  dans  les  LT.  Cette  

diminution   de   stimulation   s’accompagne  d’une  diminution  de   la  prolifération  des  LT   (107,  

108).  Il  est  connu  que  BRAP  régule  négativement  la  voie  des  MAP  kinases  en  inactivant  la  

protéine   adaptatrice   KSR   (109-111).   Cependant,   aucune   donnée   n’existe   concernant   la  

fonction  de  BRAP  au  sein  des  LT.    

  

Voies  NFB  :  Tout  comme  la  voie  des  MAP  kinases,  le  DAG  peut  être  capté  par  un  domaine  

spécifique  d’une  isoforme  de  PKC  appelé  PKC.  PKCphosphoryle  CARMA1  ce  qui  entraine  

son  oligomérisation  et  le  recrutement  de  BCL-10  et  enfin  de  MALT1.  Ce  complexe  appelé  

CBM  conduit  à  l’activation  de  TRAF6  qui  active  IKK  par  recrutement  de  TAK1.  L’activation  

de   IKK   permet   la   phosphorylation   d’IB   entrainant   sa   dégradation   et   la   libération   des  

protéines   NFB   qui   étaient   retenues   dans   le   cytoplasme   par   IB.      Les   protéines   NFB  



27  
  
  
  
  

peuvent   alors   être   internalisées   dans   le   noyau  où  elles   vont   contribuer   à   l’expression   de  

gènes  essentiels  à  l’activité  des  LT  (112,  113).  

  

Voies  PI3K/AKT  :  Le  recrutement  de  la  PI3K  à  LAT,  suite  à  l’engagement  des  TCR,  conduit  

à  la  phosphorylation  du  PIP2  (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)  formant  alors  du  PIP3  

(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate)  dans  le  feuillet  interne  de  la  membrane  plasmique.  

Le  PIP3  recrute  ensuite  des  molécules  contenant  des  domaines  homologues  pleckstrines  

PH   telles  que  PDK1  et  AKT.  PDK1  phosphoryle  AKT  sur   sa   thréonine  T308  et   sérine  S473  

activant  son  groupement  catalytique  (114,  115).  La  phosphorylation  par  pAKT  de  p27,  un  

régulateur  négatif  du  cycle   cellulaire,  conduit  à  sa   rétention  et  sa  dégradation  au  sein  du  

cytoplasme.  Cela  permet  l’entrée  des  cellules  dans  le  cycle  cellulaire  (116).  Par  ailleurs,  la  

phosphorylation  des  facteurs  de  transcription  de  la  famille  FoxO  par  Akt  favorise  la  rétention  

du   facteur   de   transcription   dans   le   cytoplasme.   Les   gènes   régulés   par  FoxO   tels   que   le  

facteur   pro-apoptotique   Bad   sont   alors   moins   exprimés   conduisant   à   la   survie   et   à   la  

prolifération  des  cellules  (117,  118).    

  

Les  voies  de  signalisation  décrites  dans  cette  partie  sont  mises  en  jeu  lors  de  l’engagement  

des  TCR  par   les  complexes  pCMH.  La  signalisation  des  TCR  est  aussi  modulée  par  des  

corécepteurs   qui   peuvent   être   engagés   par   des   ligands   exprimés   sur   les   cellules  

présentatrices  d’antigènes.  Le  corécepteur  CD28,  par  exemple,   interagit  avec  ses   ligands  

CD80  et  CD86  à  la  surface  des  CPA  (119,  120).  La  déficience  en  CD28  entraine  la  diminution  

de  la  prolifération  des  LT  suite  à  une  immunisation  (121).  Par  ailleurs,  la  stimulation  des  LT  

sans  engagement  du  CD28  conduit  à  une  signalisation  moins  efficace  et  une  activation  plus  

faible  des  LT  (122).  Ces  corécepteurs  sont,  en  effet,  importants  dans  la  signalisation  et  dans  

l’activité   des   LT   (123,   124).   D’autres   corécepteurs   existent   et   peuvent   jouer   un   rôle  

stimulateur  ou  inhibiteur  dans  la  signalisation,  l’activation  et  les  fonctions  des  LT.    

  
1.3.   Synapse  immunologique  

  

Les   LT   «  scannent  »   les   CPA   à   la   recherche   d’un   éventuel   antigène   auquel   ils   sont  

spécifiques  (125).  L’engagement  du  TCR,  provoque  l’arrêt  des  mouvements  cellulaires  et  à  

l’élaboration  d’une  zone  de  contact  cellulaire  étroite  entre  les  LT  et  les  CPA  appelée  synapse  

immunologique  (126-129).  Cette  structure  est  importante  dans  l’activation  des  LT.  En  plus  

de   cette   activation,   elle   permet   la   polarisation   des  molécules   effectrices   en   direction   des  

cellules   cibles   dont   elles   régulent   l’activation   ou   l’apoptose   (130-132).   La   synapse  
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immunologique   se   caractérise   par   trois   régions  :   une   région   centrale   cSMAC   (central  

Supramolecular  Activation  Cluster)  dans  laquelle  se  concentrent  les  TCR,  les  corécepteurs  

CD4   et   CD8,   d’autres   corécepteurs   tels   que   CD28   et   de   nombreuses   protéines   de  

signalisation,   une   région   proximale   pSMAC   contenant   les   intégrines   responsables   de  

l’adhérence  cellulaire  et  enfin  une  région  distale  dSMAC  au  sein  de  laquelle  se  trouvent  des  

corécepteurs  régulant  la  signalisation  tels  que  CD43  et  CD45  (133,  134)  (Fig.  7A).    

  

Lors  de  l’engagement  du  TCR,  le  recrutement  et  la  phosphorylation  de  SLP-76  entrainent  le  

recrutement  de  la  protéine  ADAP  (95,  135).  ADAP  interagit  constitutivement  avec  SKAP55.  

RAP1GTP,  la  forme  activée  de  RAP1,  est  produite  par  une  RAPGEF  suite  à  la  production  de  

DAG  qui  recrute  PKC(136,  137).  RAP1GTP  interagit  avec  SKAP55  et  conduit  à  l’activation  

des   intégrines   LFA-1   probablement   par   recrutement   de   RapL   (138).   Cette   voie   de  

signalisation,  augmente  l’affinité  de  LFA-1  pour  son  ligand  ICAM-1  et  favorise  l’adhérence  

cellulaire   et   la   production   d’actine   corticale   au   niveau   du   dSMAC   (96,   139-141).   Le  

recrutement  de  Vav1  à  SLP-76  phosphorylée,  conduit  à  la  nucléation  des  fibres  d’actine  par  

activation  de  CDC42  et  Rac1  par  échange  de  leur  GDP  en  GTP  (142,  143).  Cette  activation  

provoque   l’activation  de  Arp2/3  par   recrutement  et  activation  de  WASP  par  CDC42  et  de  

WAVE   par   Rac1   (144-146).   L’élaboration   de   la   synapse   immunologique   est   fortement  

dépendante   du   cytosquelette   d’actine.   L’utilisation   d’agents   chimiques  affectant   les   fibres  

d’actine   compromet   la   formation   et   l’activité   de   la   synapse   immunologique   (147,   148).  

L’actine   favorise   le   recrutement   des   microsclusters   de   TCR   au   cSMAC   par   contraction  

mécanique   favorisée   par   la   protéine   motrice   myosine.   La   perte   de   la   myosine   IIA   par  

interférence  à  ARNm  ou  traitement  par  les  inhibiteurs  Blebbistatin  et  ML-7  dans  des  LT  CD4+  

humains  ou  murins  entraine   la  diminution  de   la  signalisation  et  de   l’activation  des  LT.  Ce  

moteur   favorise   donc   le  mouvement   des  TCR   vers   la   synapse   immunologique   dans   des  

cellules   primaires   de   souris   et   humaines   (149-152).   La   formation   de   la   synapse  

immunologique   nécessite   des   réarrangements  moléculaires   au   niveau   de   l’actine   afin   de  

favoriser  le  déplacement  des  molécules  à  la  surface  de  la  membrane  plasmique.  L’activation  

de  Vav1  est  associée  à  la  diminution  de  la  phosphorylation  des  protéines  ERM,  un  complexe  

reliant  les  fibres  d’actine  aux  protéines  de  la  membrane  plasmique.  Cette  déphosphorylation  

conduit   à   la   solubilisation   du   complexe   ERM   et   donc   à   la   flexibilité   de   la   synapse  

immunologique  pour   favoriser   les   remaniements  moléculaires  à   la  surface  cellulaire.(153,  

154).  Les  fibres  d’actine  et  les  microtubules  se  coordonnent  dans  la  stabilisation  et  la  fonction  

de   la   synapse   immunologique.   Le   recrutement   du   centrosome   au   niveau   de   la   zone   de  

contact  entre   la  CPA  et  le  LT,  est  une  des  caractéristiques  de  la  formation  de  la  synapse  
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immunologique  (155-157).  L’interruption  des  microtubules  par  des  agents  chimiques  conduit  

au  défaut  de  recrutement  du  centrosome  et  à  la  formation  de  conjugués  instables.  Bien  que  

la  sécrétion  des  cytokines  ne  soit  pas  affectée  par  l’absence  de  microtubule,  la  polarisation  

de  ces  dernières  vers  la  cellule  cible  est  compromise  (158).  Les  mécanismes  mis  en  jeu  dans  

le  recrutement  du  centrosome  sont  encore  à  l’étude.  Mais  une  publication  proposait  qu’ADAP  

puisse   interagir   avec   la   dynéine   et   favoriser   le   recrutement   du   centrosome   par  

«  coulissement  »  au  cours  de  la  signalisation  des  intégrines  (159).  Les  moteurs  moléculaires  

dynéines  et  kinésines,  se  déplaçant  sur  les  microtubules,  sont  impliqués  dans  la  formation  

de  la  synapse  immunologique  et  sa  fonction.  Le  traitement  des  LT  CD4+  primaires  de  souris  

par  EHNA,  un  inhibiteur  de  la  dynéine,  ou  par  ARNm  interférents  n’entraine  pas  de  défaut  de  

formation   des   microclusters   de   TCR.   En   revanche,   la   relocalisation   de   ces   clusters   au  

cSMAC  est  fortement  altérée.  Cette  inhibition  de  la  dynéine,  démontre  une  augmentation  de  

la  signalisation  par  analyse  de  la  phosphorylation  de  LAT  et  de  Erk.  Cet  effet  est  accompagné  

de  l’augmentation  de  la  sécrétion  d’IL-2.  Ces  résultats  démontrent  l’intérêt  de  la  dynéine  dans  

la  régulation  de  la  signalisation  probablement  par  le  recyclage  des  TCR  (160).  Cependant,  

une  autre  publication  expliquant  un  travail  réalisé  dans  la  lignée  cellulaire  Jurkat,  démontre  

que  l’interférence  à  ARNm  de  la  dynéine  ou  l’inhibition  de  son  interaction  avec  la  dynactine,  

entraine   la   diminution   de   la   signalisation.   Les   auteurs   ont   démontré   la   diminution   de  

recrutement  du  MTOC  en  absence  de  dynéine  (161,  162).  L’extinction  du  gène  kif-5,  codant  

une  kinésine  dans  des  LT  CD8+  primaires  humains,  démontre  que  KIF-5  est  importante  pour  

véhiculer  les  granules  lytiques  à  la  synapse  immunologique  (163).  Par  ailleurs,  l’interférence  

à  ARNm  dans  la    lignée  cellulaire  Jurkat  et  dans  des  LT  CD4+  primaires  humains  démontre  

l’importance  de  GAKIN,  une  protéine  de  la  famille  des  kinésines,  dans  la  redistribution  de  

régulateurs  négatifs  de  la  signalisation  (164).  

Les   microclusters   de   TCR   sont   constamment   internalisés   par   endocytose   au   niveau   du  

cSMAC  et  recyclés  probablement  pour   limiter  et  perpétuer  en  même  temps  l’intensité  des  

signaux   transmis   par   les   TCR   (165).   Les   mécanismes   moléculaires   mis   en   place   pour  

entrainer  cette  endocytose  ne  sont  pas  vraiment  établis.  Il  a  été  découvert  que  ce  processus  

est  régulé  par  les  protéines  du  complexe  IFT,  mis  en  place  pour  la  formation  des  cils  dans  

les  cellules  ciliées  (166).  Ce  complexe  fonctionne  avec  les  moteurs  moléculaires  dynéines  et  

kinésines  dans  d’autres  types  cellulaires  (167).  Cependant,  l’interactome  de  IFT  dans  des  LT  

ne  permet  pas  de  détecter  ni  l’un  ni  l’autre  de  ces  moteurs  moléculaires  (168,  169)  (Fig.  7B).  

Des  échanges  membranaires  peuvent  se  réaliser  depuis  la  CPA  vers  le  LT  formant  ainsi  des  

vésicules  contenant  des  TCR  complexés  avec  des  CMH.  Ce  mécanisme  de  trogocytose  n’est  
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pas  encore  compris  mais  il  semblerait  que  ce  processus  permette  de  soutenir  la  signalisation  

(170).  

Par  ailleurs,  une  fraction  importante  de  LAT  est  contenue  dans  des  vésicules  décorées  par  

les   protéines   VAMP-7.   Ces   vésicules   gagnent   la   synapse   immunologique   sans  

nécessairement   fusionner   avec   la   membrane   plasmique.   LAT   peut   alors   recruter   des  

complexes  de  signalisation  directement  sur  les  vésicules.  La  déficience  en  VAMP-7  dans  des  

cellules  Jurkats  conduit  à  une  diminution  du  recrutement  des  vésicules  contenant  LAT  à  la  

membrane  plasmique  et  une  réduction  des  signaux  transmis  par  les  TCR  engagés  par  des  

super-antigènes.  Cette  observation  suggère  l’importance  de  la  signalisation  vésiculaire  dans  

la  signalisation  des  LT  qui  pourrait   favoriser   la  conduction  des  signaux  vers   les  différents  

compartiments  intracellulaires  (171).    

  

Figure  7  :  Schématisation  de  la  synapse  immunologique  

(A)  Représentation  du  cSMAC,  pSMAC  et  dSMAC  sur  le  LT  au  niveau  de  l’interface  entre  
une   CPA   et   le   LT.   Chaque   région   concentre   différentes   molécules   impliquées   dans   la  
régulation  de  l’activation  du  LT  et  dans  les  remaniements  moléculaires.  (B)  Représentation  
des  mouvements  moléculaires  au  sein  d’un  LT  conjugué  à  une  CPA.  Les  microclusters  de  
TCR  actifs  sont  dirigés  vers  le  cSMAC  par  le  transport  par  la  dynéine  et  grâce  à  la  contraction  
de   l’actine   régulée  par   la  myosine.  Au  cSMAC,   les  TCR   inactifs  sont  endocytés  grâce  au  
complexe  IFT.  Les  granules  lytiques  sont  dirigées  vers  le  centrosome  par  la  dynéine  et  vers  
la  membrane  plasmique  par  la  kinésine.  
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2.   Différenciation  des  lymphocytes  T  
  

La  signalisation  déclenchée  par  les  TCR  est  accompagnée  d’évènements  de  signalisation  

induits  par  les  cytokines,  sécrétées  par  les  CPA  ou  par  des  lymphocytes  déjà  différenciés,  

qui   se   fixent   à   des   récepteurs   spécifiques   sur   les   LT.   Ce   mécanisme   conduit   à   la  

différenciation  des  LT  en  sous  populations  spécifiques  telles  que  Th1,  Th2,  Th9,  Th17,  Tfh,  

Treg   et   cytotoxiques.   La   différenciation   des   LT   en   sous-populations   effectrices   permet   le  

développement   d’une   réponse   immunitaire   spécifique   adaptée   au   type   de   pathogène   en  

induisant  le  recrutement  ordonné  de  cellules  spécialisées  (Fig.  8).  

  

2.1.   Différenciation  des  lymphocytes  T  auxiliaires  
  

Les  LT  auxiliaires  peuvent  se  différencier  en  Th1,  Th2,  Th9,  Th17,  Tfh  ou  Treg  en  fonction  des  

cytokines  délivrées  par   les  CPA.  La  présence  d’IL-12  conduit  à   l’expression  de  T-bet,   un  

facteur  de  transcription  responsable  de  la  différenciation  des  cellules  en  Th1.  Cela  entraine,  

entre   autres,   la   sécrétion   d’IFNqui   facilite   l’activation   des  macrophages   et   déclenche   la  

commutation  de  classe  des  récepteurs  des  LB.  Ces  Th1  entraînent  le  développement  d’une  

réponse  immunitaire  dirigée  plus  spécifiquement  contre  les  pathogènes  intracellulaires.  L’IL-

4   conduit   à   l’expression   du   facteur   de   transcription   GATA3   entrainant   le   programme   de  

différenciation   en   sous   population   Th2.   Ces   cellules   secrètent   de   l’IL-4   et   de   l’IL-13  

déclenchant  la  production  d’IgE  par  les  LB  et  l’activation  des  éosinophiles,  des  basophiles  et  

des  mastocytes  qui  facilitent  l’élimination  des  parasites  et  dégradent  les  protéines  toxiques  

contenues   dans   les   venins.   La   présence   de   TGF   en   plus   d’IL-4,   peut   conduire   à   la  

différenciation  en  une  autre  sous  population  sécrétant  de  l’IL-9  appelée  Th9.  En  présence  

d’IL-1,   d’IL-6,   d’IL-23   et   de   TGF,   les   cellules   expriment   RORT   et   IL-17.   Ces   cellules,  

appelées   Th17,   entraînent   le   développement   d’une   réponse   spécifique  dirigée   contre   les  

bactéries  extracellulaires.  La  différenciation  des  cellules  en  Tfh  est   induite  par   la  présence  

d’IL-6  et  d’IL-21  dans  le  milieu  extracellulaire.  Dans  ces  cellules,  le  facteur  de  transcription  

BCL-6  conduit  à  l’expression  de  PD-1,  CXCR4  et  CXCR5  qui  jouent  un  rôle  important  dans  

ces  cellules  qui  sont  nécessaires  à   la  maturation  des  LB  et  à  la  production  d’anticorps  de  

haute  affinité  pour  les  antigènes  étrangers  (172).    

Enfin,   la  population  Treg  est   indispensable  à   la  régulation  de   la  réponse   immunitaire.  Bien  

qu’elle  puisse  provenir  du  thymus  lors  du  développement  des  LT,  elle  peut  aussi  être  induite  

par   différenciation   des   LT   auxiliaires   en   présence   d’IL-2   et   de   TGF.   Ces   cytokines,  

conduisent   à   l’expression   du   facteur   de   transcription   FoxP3   permettant   l’expression   de  
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cytokines  anti-inflammatoires  IL-10,  TGF  et  IL-35.  Par  ailleurs,  l’expression  de  CTLA-4  et  

de   PD-1   interagit   avec   les   ligands   CD80   et   CD86   à   la   surface   des   CPA   afin   de   limiter  

l’activation  des  LT.  Enfin,  l’expression  du  marqueur  CD39  conduit  à  la  conversion  d’ATP  en  

AMP  qui  est  alors  déphosphorylé  par  CD73  pour  synthétiser  de   l’adénosine  afin  d’apaiser  

l’environnement  inflammatoire  dans  lequel  règne  les  LT  (173).  

  
2.2.   Différenciation  des  lymphocytes  T  cytotoxiques  

  
Les   LT   cytotoxiques   se  différencient  majoritairement   à   partir   des   LT  CD8+   naïfs   une   fois  

activés  par  des  CPA  professionnelles  et  en  fonction  des  cytokines  délivrées  par  les  CPA  et  

les  LT  auxiliaires.  Cela  se  caractérise  par  l’expression  des  protéines  granzymes  et  perforines  

qui  ont  pour  fonction  d’induire  l’apoptose  des  cellules  cibles  (174).  L’expression  des  cytokines  

TNF  par  les  LT  CD8+  activés  favorise  leur  activité  lytique  (175-177).  Cependant,  une  faible  

proportion  des  LT  CD4+  peut  aussi  acquérir  les  caractéristiques  cytotoxiques  par  expression  

de  granzymes  et  de  perforines  (178-180).  
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Figure  8  :  Différenciation  des  lymphocytes  T  auxiliaires  
L’activation   des  LT  par   les  CPA  conduit  à   leur  différenciation  en   sous  populations   de  LT  
capables  d’organiser  une  réponse  immunitaire  adaptée  au  pathogène.  Ces  LT  peuvent  se  
différencier  en  Th1  pour  une  réponse  spécifique  des  pathogènes   intracellulaires.  Les  Th2  
conduisent  à  une  réponse  adaptée  contre  les  parasites.  Les  Th9  favorisent  le  recrutement  
d’éosinophiles,   de  mastocytes   et   de   LT  CD8+   contre   les   allergènes   et   le   développement  
tumoral.   De   plus,   ils   modulent   l’activité   des   Treg   pour   limiter   l’auto-immunité.   Les   Th17  
entrainent   la   sécrétion   d’IL-17   pour   l’activation   des   polynucléaires   neutrophiles   afin   de  
réaliser  une  réponse  spécifique  aux  bactéries  extracellulaires  et  aux  champignons.  Les  Th17  
peuvent  être  responsables  d’allergie.  Les  Tfh  sont  spécifiques  dans  la  maturation  des  LB.  La  
population   LT   CD4+   cytotoxique   a   été   nouvellement   identifiée.   Il   semblerait,   d’après   les  
premières  données,  qu’ils  réalisent  une  réponse  contre  les  cellules  infectées  par  un  virus.  La  
population  Treg  est  importante  dans  la  régulation  de  la  réponse  immunitaire.  
  

  

2.3.   Différenciation  en  lymphocytes  T  mémoires  
  

L’activation   des   LT   conduit   majoritairement   au   développement   d’une   réponse   effectrice  

contre   les   pathogènes   intra-   ou   extra-cellulaires.   Cependant,   après   l’élimination   du  

pathogène,  les  LT  stimulés  meurent  suite  à  la  privation  en  cytokines  et  par  engagement  des  

récepteurs  de  mort  cellulaire  programmée  (181).  Cependant,  une  faible  proportion  des  LT  

spécifiques  des  antigènes  persiste  au  sein  de  l’organisme  sous  forme  de  LT  mémoires.  Ces  

cellules  peuvent  circuler  dans  l’organisme  ou  résider  dans  les  tissus  non  lymphoïdes  où  elles  

seront   mobilisées   rapidement   lors   d’infections   futures   par   un   pathogène   présentant   les  

mêmes  antigènes  (182).  
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La   différenciation   des   LT   mémoires   peut   être   due   à   l’asymétrie   des   divisions   après   la  

première   division   cellulaire.   En   effet,   suite   à   l’engagement   des   TCR   par   les   complexes  

pCMH,  la  cellule  fille  au  contact  de  la  CPA  reçoit  les  protéines  caractéristiques  de  cellules  

effectrices.   En  revanche,   la   cellule   distale   acquiert   des   caractéristiques   de   LT  mémoires  

(183,  184).    
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     CHAPITRE  I  :  LE  DEVELOPPEMENT  PRECOCE  DES  LYMPHOCYTES  T  
  
  
Le  développement  des  LT  se  déroule  dans  le  thymus  au  sein  duquel  se  distinguent  quatre  

populations  principales  de  thymocytes.  Le  stade  double  négatif  (DN)  est  la  première  étape  

du   développement   des   LT.   Il   conduit   à   la   maturation   des   cellules   n’exprimant   pas   les  

corécepteurs  CD4  et  CD8.  Comme  nous   le  verrons  dans  ce  chapitre,   les  précurseurs  DN  

proviennent  de   la  moelle  osseuse  et  acquièrent  au  cours  de   leur  développement  dans   le  

thymus  la  chaine    du  TCR.  Suite  à  l’expression  de  cette  chaine  ,  les  cellules  coexpriment  

les  corécepteurs  CD4  et  CD8  mais  aussi  la  chaine    du  TCR.    Ces  cellules  doubles  positives  

(DP),   sont   soumises   à   des   processus   de   sélection   positive   et   de   sélection   négative   afin  

d’éliminer  les  cellules  exprimant  un  TCR  de  trop  faible  ou  trop  forte  affinité  pour  les  antigènes  

ubiquitaires  du  soi  présentés  par   les  CMH.  Ces  évènements  de  sélection  conduisent  à   la  

progression  des  cellules  vers  un  stade  au  cours  duquel  elles  exprimeront  exclusivement  le  

corécepteur  CD4  ou   le  corécepteur  CD8.  Durant   ce  stade,   ces  cellules   simples   positives  

(CD8   SP   ou   CD4   SP)   sont   soumises   à   une   nouvelle   étape   de   sélection   négative   afin  

d’éliminer   les  cellules  exprimant  des  TCR  qui   reconnaissent   fortement  des  autoantigènes  

spécifiques  d’organes.  Les  cellules  ayant  survécu  aux  mécanismes  de  sélection  continuent  

leur  maturation  et  sortent  du  thymus  pour  rejoindre  les  organes  lymphoïdes  secondaires.    

Le   développement   précoce   des   LT   est   fortement   dépendant   de   la   signalisation   par   les  

récepteurs   NOTCH   qui   sont   engagés   par   les   ligands   DLL   ou   les   protéines   de   la   famille  

Jagged.  Chez   les  mammifères,  quatre  paralogues  de  NOTCH  existent,   trois  DLL  (DLL-1,  

DLL-3  et  DLL-4)  et  deux  Jagged  (JAG1  et  JAG2).  Le  récepteur  NOTCH  est  constitué  d’une  

région  extracellulaire  NECD  qui  peut  interagir  avec  son  ligand  et  d’une  région  intracellulaire  

NICD.  La   reconnaissance  d’un   ligand  par   le   récepteur  NOTCH  conduit  à   l’endocytose  du  

complexe   récepteur-ligand   à   l’intérieur   des   cellules   exprimant   les   ligands.   La   région  

extracellulaire  de  NOTCH  est  clivée  par  la  protéine  ADAM  et  la  région  intracellulaire  NICD  

est  clivée  par  l’action  de  la  -sécrétase.  Le  NICD  rejoint   le  noyau  dans  lequel  il  active  des  

gènes  cibles  en  collaboration  avec  les  facteurs  de  transcription  RBPJ  et  MAML1  (185).  
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I.   La   différenciation   des   précurseurs   des   lymphocytes   T   dans   la   moelle  
osseuse  

  

1.     Origine  des  cellules  souches  hématopoïétiques    
  

Chez  l’adulte,  les  précurseurs  des  LT  se  développent  au  sein  de  la  moelle  osseuse  à  partir  

de  précurseurs  communs  à  d’autres  cellules  lymphoïdes.  Ces  précurseurs,  appelés  cellules  

souches  hématopoïétiques  (CSH),  sont  originaires  du  lécithocèle  durant  le  développement  

embryonnaire  et  se  différencient  à  partir  d’hémangioblastes  aussi  précurseurs  des  cellules  

endothéliales   (186).   Au   stade   fœtal,   les  CSH,   alors   au   sein   d’une   région   appelée  Aorte-

Gonade-Mésonéphros   (AGM),   entrent   dans   la   circulation   sanguine   pour   coloniser   le   foie  

fœtal  dans  lequel  elles  prolifèrent  intensément  et  se  différencient  (187).  A  l’approche  de  la  

naissance,  les  CSH  migrent  vers  la  moelle  osseuse  et  entrent  dans  un  stade  de  quiescence  

quelques  semaines  après  la  naissance.  Elles  résideront  toute  la  vie  de  l’organisme  au  sein  

de  la  moelle  osseuse  où  elles  pourront  se  renouveler  et  se  différencier  (188).    

Des   facteurs   de   croissance   hématopoïétique   spécifiques   peuvent   conduire   à   la  

différenciation  des  CSH  en  cellules  myéloïdes  progénitrices  (CMP)  ou  en  cellules  lymphoïdes  

progénitrices  (CLP).  Les  CMP  sont  à  l’origine  des  érythrocytes  et  des  plaquettes  ainsi  que  

des  cellules  de  l’immunité  innée  telles  que  les  macrophages,  les  polynucléaires  neutrophiles,  

les  éosinophiles,  les  basophiles  et  les  cellules  dendritiques.  Les  CLP  se  différencient  en  LB,  

les  cellules  NK  et  les  LT  (189)  (Fig.  9).    

  

2.   Différenciation  des  CSH  vers  le  lignage  lymphocytaire  T    
  

La   spécification   des   CSH   et   des   CLP   nécessite   CXCR4,   le   récepteur   à   CXCL12,  

indispensable  au  maintien  des  cellules  au  sein  de  la  moelle  osseuse  à  proximité  des  cellules  

sécrétant  de  l’IL-7.  En  effet,  l’IL-7  est  importante  dans  la  formation  et  le  maintien  des  CLP  

(190).  Les  CLP  se  différencient  majoritairement  en  LT  et  en  LB.  L’expression  du  ligand  de  

NOTCH  DLL-4  par  certaines  cellules  mésenchymateuses  de  la  moelle  osseuse,  déclenche  

des  programmes  génétiques  de  différenciation  des  cellules  souches  hématopoïétiques  en  

cellules   progénitrices   des   LT   (TSP)   (191).   Cependant,   de   récentes   études   suggèrent  

l’existence   d’une   population   précurseur   des   CPL   appelée   LMPP   (lymphoid-primed  

multipotent  progenitors)  ayant  une  forte  capacité  à  former  directement  des  LT  (192)  (Fig.  9).  
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II.   Acquisition  du  lignage  T  définitif  au  sein  du  thymus  
  

Les  éléments  génétiques  du  lignage  T  sont  acquis  au  sein  de  la  moelle  osseuse  suite  à  la  

différenciation  des  CSH  en  TSP,  mais  des  processus  supplémentaires  sont  mis  en  jeu  dans  

le   thymus   pour   stabiliser   le   lignage.   En   effet,   en   absence   de   signaux   adéquats,   les   DN  

peuvent  se  différencier  en  d’autres  cellules   lymphoïdes  ou  myéloïdes.  C’est  au  cours  des  

stades  DN  que  le  lignage  T  est  définitivement  adopté.  La  population  DN  se  caractérise  par  

quatre  sous  populations  DN  en   fonction  de   l’expression  de  CD25,  qui  est   la  chaine    du  

récepteur  à  l’IL-2,  et  de  CD44,  une  glycoprotéine  impliquée  dans  l’adhésion  et  la  migration  

des  cellules.  La  première  sous  population  DN  provient  directement  de  la  moelle  osseuse  et  

est   appelée   DN1   (CD44+   CD25-)   ou   ETP.   Les   cellules   DN1/ETP   expriment   CD25   et  

progressent  vers  le  stade  DN2  (CD44+  CD25+).  La  diminution  d’expression  de  CD44  conduit  

à   la  population  DN3  (CD44-  CD25+).  Au  cours  du  stade  DN3  s’effectue   la  -sélection,  un  

événement  indispensable  dans  le  développement  des  LT,  abordé  plus  en  détail  dans  la  suite  

de   cette   partie.   Le   passage   de   la  -sélection   conduit   à   la   survie   et   à   la   prolifération   des  

cellules.  La  perte  de  l’expression  de  CD25  caractérise  la  population  DN4  (CD44-  CD25-)  qui  

se  développera  ensuite  en  cellules  DP.  Les  populations  DN1  et  DN2  sont  encore  capables  

de  se  différencier  en  cellules  NK,  en  cellules  dendritiques  et  en  LB,  contrairement  aux  cellules  

DN3  et  DN4  qui  sont  engagées  irréversiblement  dans  le  lignage  lymphocytaire  T  (193)  (Fig.  

9).  

  

1.   Les  mécanismes  d’entrée  au  niveau  de  la  jonction  cortico-médullaire  
du  thymus  

  
Les  cellules  ayant  acquis  le  profil  TSP  sortent  de  la  moelle  osseuse  et  rejoignent  le  thymus  

en  quelques  minutes,  par  la  circulation  sanguine,  au  niveau  de  la  jonction  cortico-médullaire.  

L’expression   de   CXCR4   conduit   au  maintien   des   cellules   au   sein   de   la  moelle   osseuse  

suggérant  que  CXCR4  doit  être  inactivée  ou  moins  exprimée  pour  la  sortie  des  cellules.  Le  

blocage  de  CXCR4  par  un  antagoniste  AMD3100  entraine  l’enrichissement  des  progéniteurs  

lymphoïdes  au  sein  de  la  circulation  sanguine  (194).  Une  fois  dans  les  vaisseaux  sanguins,  

les  TSP  expriment   les   récepteurs  aux   chimiokines  CCR9,  CCR7  et  CXCR4.   Les  cellules  

stromales   thymiques   de   la   jonction   cortico-médullaire,   sécrètent   des   chimiokines  CCL25,  

CCL21,  CCL19  et  CXCL12  spécifiques  de  ces  récepteurs  (195).  Les  intégrines  VCAM1  et  

ICAM1,  à  la  surface  des  cellules  stromales  thymiques,  sont  importantes  pour  l’introduction  

des  cellules  au  niveau  la  jonction  cortico-médullaire.  L’inactivation  de  ces  intégrines  à  l’aide  

d’anticorps  anti-VCAM1  ou  anti-ICAM1  compromet  fortement  la  colonisation  du  thymus  par  
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les  TSP  (196).  L’entrée  des  cellules  au  sein  du  thymus  se  fait  par  vague  en  fonction  de  la  

disponibilité   des   niches   au   sein   de   l’organe.   L‘expression   de   P-sélectine   par   les   cellules  

endothéliales  au  niveau  du  parenchyme  thymique,  conduit  à  l’association  des  TSP  exprimant  

PSGL1  aux  cellules  endothéliales  thymiques  et  est  fortement  régulée  par  la  disponibilité  des  

niches  (197,  198).  CD44  est  exprimée  à  la  surface  des  TSP  et  est  importante  pour  l’entrée  

des   cellules   au   sein   du   thymus   (199).   Les   cellules   entrant   ainsi   dans   le   thymus   se  

différencient  en  ETP/DN1  par  la  perte  du  marqueur  FLT-3  et  séjournent  une  dizaine  de  jours  

près  de  la  jonction  cortico-médullaire  où  elles  réalisent  de  nombreux  cycles  de  prolifération  

(200).    

  

Figure  9  :  Différenciation  des  cellules  souches  hématopoïétiques  en  lymphocytes  T  
Les  CSH  se  différencient  à  partir  d’hémangioblastes  au  sein  de  la  moelle  osseuse.  Les  CSH  
se  différencient  en  LMPP  qui  sont  à  l’origine  des  CMP  et  CLP.  Les  CMP  se  différencient  en  
cellules  de  l’immunité  innée  alors  que  les  CLP  se  différencient  en  LT,  LB  et  NK.  L’interaction  
d’une   cellule   stromale   de   la   moelle   osseuse   exprimant   le   ligand   DLL-4   conduit   à   la  
spécification  des  CLP  en  TSP.  Les  TSP  peuvent  provenir  de   la  différenciation  directe  des  
LMPP.  Les  TSP  entrent  dans  le  thymus  grâce  à  PSGL  et  se  différencient  en  ETP/DN1  qui  
progressent  au  sein  du  thymus  vers  les  stades  DP  et  SP.  
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2.   La   signalisation   NOTCH   est   essentielle   dans   l’établissement   du  
lignage  T  

  

La  signalisation  des  récepteurs  NOTCH  est  particulièrement  importante  au  cours  des  stades  

précoces  du  développement  des  LT.  Comme  vu  précédemment,  elle  est  essentielle  au  sein  

de  la  moelle  osseuse  afin  de  conduire  à  la  formation  de  cellules  progénitrices  des  LT.  Mais  

la  signalisation  par  NOTCH  est  aussi  importante  dans  le  maintien  du  lignage  T  au  sein  du  

thymus.   La   déficience   en   NOTCH1   chez   la   souris,   entraine   la   diminution   importante   du  

nombre   de   thymocytes   totaux   accompagnée   de   l’augmentation   de   la   proportion   de   DN.  

L’accumulation   des   cellules   au   stade   DN1   révèle   l’augmentation   de   la   différenciation   en  

cellules  B220+   représentatives   de  LB  au   sein   du   thymus   (201).   Il   en   est   de  même  de   la  

déficience  conditionnelle  pour  la  protéine  MAML,  un  coactivateur  transcriptionnel  de  la  voie  

NOTCH,   dans   le  modèle   Vav1Cre   (202).   Par   ailleurs,   des   cellules  DN1   et  DN2  mises   en  

culture  sur  des  cellules  stromales  OP9  se  différencient  en  cellules  DP  en  présence  du  ligand  

du   récepteur   NOTCH  :   DLL-1.   En   absence   de   ce   ligand,   les   cellules   DN2   et   DN1   sont  

incapables  d’atteindre  le  stade  DP  et  se  différencient  principalement  en  cellules  NK  (203).  

Ces   données   illustrent   l’importance   de   la   signalisation   NOTCH   dans   l’établissement   du  

lignage  T.    

La   signalisation   NOTCH   entre   en   compétition   avec   le   facteur   de   transcription   PU.1   qui  

favorise   le   développement   des   lignées  myéloïdes   (204).   Par   conséquent,   la   signalisation  

NOTCH   est   essentielle   au  maintien   des   caractères   lymphoïdes   en   prévenant   l’action   du  

facteur  de  transcription  PU.1  (205,  206).  L’expression  de  PU.1  est  détectable  au  cours  du  

stade   DN1   et   DN2a,   une   sous   population   DN2   exprimant   un   niveau   élevé   de   c-kit.   En  

revanche,  l’expression  de  PU.1  diminue  au  cours  du  stade  DN2b,  une  sous  population  DN2  

dont  le  niveau  de  c-kit  est  intermédiaire.  Au  cours  du  stade  DN3,  PU.1  n’est  plus  exprimé  

(193).   La   surexpression   de   PU.1   chez   la   souris,   conduit   au   blocage   du   développement  

précoce  au  cours  du  stade  DN2.  L’analyse  des  cellules  DN1  et  DN2  démontre  qu’il  s’agit  de  

cellules   différenciées   en   cellules   CD11c+   caractéristiques   des   cellules   dendritiques   (207,  

208).  La   répression  de   l’expression  de  PU.1  est  donc   indispensable  dans   l’acquisition  du  

lignage  T.  L’expression  de  PU.1  pourrait  être  réprimée  par  le  facteur  de  transcription  BCL11b  

(209).   De   manière   intéressante,   la   déficience   en   BCL11b   entraîne   l’augmentation  

d’expression  de  PU.1.  Le  gène  bcl11b  est  régulé  positivement  par  TCF-1  lui-même  induit  par  

la  signalisation  NOTCH  (210).  La  déficience  en  BCL11b  conduit  à  un  phénotype  similaire  à  

celui   observé   dans   le   cas   de   surexpression   de   PU.1   (211).   Par   ailleurs,   la   signalisation  

NOTCH   conduit   à   la   mise   en   jeu   d’autres   facteurs   de   transcription   essentiels   à  
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l’établissement  du  lignage  T  comme  GATA-3.  GATA-3  est  important  lors  du  développement  

précoce  des  LT  car  il  réprime  la  différenciation  en  LB  et  en  NK  (212,  213)  (Fig.  10).    

  

  

III.   La  -sélection  :  l’étape  initiale  dans  l’élaboration  d’un  répertoire  T  
  

Une  fois  dans  la  zone  subcapsullaire  du  thymus,  les  cellules  perdent  l’expression  de  CD44  

et   constituent   la   population   DN3   (CD44-   CD25+).   Les   cellules   DN3a   caractérisent   la  

population  DN3  pré--sélection.  Celles-ci  arrêtent  de  proliférer  puis   réarrangent   les  gènes  

codant   pour   la   chaine      du   TCR   qui   s’associe   à   une   chaine      invariante   pT.   Le   bon  

arrangement  de  la  chaine    du  TCR  ainsi  que  son  association  avec  le  pT,  déclenche  des  

signaux  intracellulaires  entrainant  l’expression  de  protéines,  favorisant  la  survie  cellulaire  et  

induisant   la   prolifération   des  cellules  DN3b,   post--sélection.   La   prolifération   des   cellules  

conduit  à  l’expansion  des  cellules  exprimant  une  chaine    du  TCR  fonctionnelle,  c’est-à-dire  

capable   d’adopter   une   conformation   favorable   à   la   signalisation.   La   prolifération  

s’accompagne  de  la  perte  d’expression  de  CD25  caractéristique  de  la  population  DN4  (CD44-  

CD25-).  

  

1.   Expression  du  pre-TCR    
  

1.1.   Déclenchement  de  la  recombinaison  du  TCR  
  

Les  cellules  DN1  et  DN2  réalisent  de  nombreux  cycles  de  prolifération  dans  le  thymus  mais  

cette  prolifération  cesse  au  début  du  stade  DN3  avant  le  réarrangement  de  la  chaine    du  

TCR.   Les   facteurs   de   transcription   E2A   et   HEB   sont   nécessaires   à   l’arrêt   des   cycles  

prolifératifs.  En  effet,   la  déficience  en  E2A  et  HEB  dans   un  modèle   LCKCre   conduit   à   un  

blocage   majeur   du   développement   des   LT   entre   les   stades   DN   et   DP.   De   manière  

intéressante,   la   déficience   pour   ces   protéines   n’entraîne   pas   l’accumulation   d’une   sous  

population  particulière  de  cellules  doubles  négatives.  La  prolifération  des  cellules  DN3  est  

néanmoins  augmentée  en  absence  de  ces  protéines  lors  de  l’analyse  de  la  dilution  du  BrdU.  

E2A  et  HEB  favorise  l’expression  de  la  protéine  p18  et  la  répression  de  la  protéine  p27.  La  

déficience  en  p18,  conduit  à  l’augmentation  de  la  prolifération  des  cellules  DN.  Contrairement  

à  la  déficience  en  E2A  et  HEB  (214),  la  déficience  en  p18  ne  bloque  pas  le  développement  

des  LT  (215).  La  surexpression  de  p27,  en  revanche,  entraîne  un  blocage  de  la  transition  

DN-DP   (216).   Ces   données   suggèrent   que   l’expression   de   E2A   et   HEB,   induit   par   la  

signalisation  NOTCH,  conduit  à   la   répression  de  p27  et  à   l’expression  de  p18.  Ces  deux  



41  
  
  
  
  

protéines  régulent  l’entrée  des  cellules  dans  le  cycle  cellulaire  avant  le  réarrangement  de  la  

chaine  du  TCR.    

L’expression   des   sous   unités   du   complexe   RAG   au   cours   des   stades   précoces   du  

développement  des  LT  est  indispensable  pour  déclencher  le  réarrangement  de  la  chaine    

du  TCR.   La   déficience  en  RAG  compromet   fortement   le   développement   des   LT  qui   sont  

bloqués  au  stade  DN3  par  défaut  d’expression  du  pre-TCR  (217,  218).  L’expression  de  RAG  

débute  au  cours  du  stade  DN2  (28)  et  pourrait  être  une  des  conséquences  de  la  diminution  

d’expression  de  PU.1.  La   surexpression  de  PU.1   conduit   à   la  diminution   d’expression  de  

RAG1.  L’effet  de  PU.1  sur  RAG  est  atténué  suite  à  la  stimulation  des  cellules  par  un  ligand  

DLL.  Ces   résultats  suggèrent  que   la  signalisation  NOTCH  peut   favoriser   l’expression  des  

sous  unités  de  RAG  en  diminuant  l’expression  ou  en  dominant  l’activité  de  PU.1  (204,  219).  

Chez  la  souris  la  déficience  en  BCL11b  ne  s’accompagne  pas  de  la  diminution  d’expression  

de  RAG1  (211)  au  contraire  de  chez   l’homme  (220).  La  diminution  d’expression  de  PU.1  

favorise  l’expression  du  facteur  de  transcription  c-myb  qui  se  fixe  sur  le  promoteur  du  gène  

codant  RAG  et  régule  positivement  son  expression.  

L’expression   des   autres   protéines   impliquées   dans   la   recombinaison   est   aussi   finement  

régulée.  Par  exemple,   les  expressions  de   l’ADN   ligase  XRCC4,  Artemis  et  KU70/80  sont  

régulées  par  le  facteur  de  transcription  GABP(221).  La  déficience  en  GABP  conduit  à  un  

blocage  au  cours  des  stades  précoces  du  développement  des  LT  similaire  à  la  déficience  en  

Artemis,  XRCC4,  KU80  et  KU70  (222-224).  

La  signalisation  NOTCH  conduit  à  l’expression  de  BCL11b  qui  active  l’expression  du  gène  

ets-1  (211,  225-227).    ETS-1  s’associe  à  Runx  et  se  fixe  sur  le  promoteur  E  entrainant  son  

activation   (228-230).   Le   recrutement   de   ETS-1   et   Runx   sur   la   séquence   E   favorise   la  

recombinaison  de  la  chaine    du  TCR.  La  recombinaison  ordonnée  de  la  chaine    du  TCR  

peut  être  régulée  par  le  complexe  c-fos  permettant  le  recrutement  des  protéines  RAG  aux  

séquences  RSS.  Le  domaine  d’interaction  de  la  sous-unité  AP-1  de  c-fos  se  trouve  dans  la  

région  3’RSS  de  Dfavorisant  la  recombinaison  DJet  bloquant  la  recombinaison  V-  D  

et  V-J  (231)  (Fig.  10)
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Figure  10  :  Principales  inductions  médiées  par  la  signalisation  NOTCH  
La  signalisation  NOTCH  induite  par   les  cellules  stromales  thymiques  entraine   l’expression  
de  BCL11b.  BCL11b  réprimerait  l’action  de  PU.1  qui  favorise  la  différenciation  des  cellules  
en  LB,  cellules  dendritiques  et  NK.  BCL11b  conduit  à  l’expression  de  E2A/HEB  qui  favorise  
l’arrêt   de   la   prolifération   en   réprimant   p27   et   en   induisant   l’expression   de   p18.  E2A/HEB  
conduit  aussi  à   l’expression  de  la  machinerie  de  recombinaison  V(D)J  et  à   la  chaine  pT.  
Enfin,   BCL11b   induit   l’expression   de   ETS-1   qui   se   complexe   à   Runx   et   favorise   le  
réarrangement  de  la  chaine  b  en  activant  la  région  enhancer  E.  Suite  à  l’expression  du  pre-
TCR,   la   signalisation   entraine   l’expression   de   Id3   qui   réprime   E2A/HEB   conduisant   à   la  
prolifération  et  à  l’exclusion  allélique.  
  
  

1.2.   Expression  de  la  chaine  pT  
  

Au  cours  des  stades  doubles  négatifs,  la  chaine    du  TCR  n’est  pas  exprimée.  L’expression  

d’une  chaine     invariante  pT  au  cours  du  stade  DN2b  est  essentielle  au  développement  

des  LT.  Les  souris  déficientes  pour  le  gène  ptcra  codant   la  chaine  pT  présentent  un  fort  

blocage  de  la  transition  DN  à  DP  (232).  L’expression  de  la  chaine  pTdépend  des  facteurs  

de   transcription   HEB   et   E2A   qui   sont   exprimés   suite   à   la   signalisation   NOTCH   et   à   la  

diminution  d’expression  de  PU.1  (219,  233,  234).  La  déficience  en  BCL11b  conduit  à  la  forte  

diminution  d’expression  de  la  chaîne  pTcomme  le  démontrent  des  données  de  RT-PCR  

quantitatives  chez  l’homme  (220)  (Fig.  10).    

La  structure  de  la  chaine  pT  est  particulière  puisque  contrairement  à  la  chaine    du  TCR,  

elle  comporte  une  longue  chaine  cytoplasmique  contenant  une  région  riche  en  proline.  Par  

ailleurs,  la  chaine  extracellulaire  est  plus  courte  que  la  chaine    du  TCR  (235).  Les  résidus  

lysine  et  arginine  dans  le  domaine  transmembranaire  sont  conservés  entre  les  chaines  pT  

et    et  permettent  l’association  avec  les  CD3  et  la  chaine    du  TCR.  L’association  avec  la  

chaine    est  aussi  soutenue  par  un  pont  disulfure  comme  avec  la  chaine  (236)  (Fig.  11).  
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Figure  11  :  Représentation  d’un  récepteur  pre-TCR  
Représentation  schématique  d’un  pre-TCR  constitué  de  trois  dimères  de  chaines  invariantes  
CD3CD3et  ,  d’une  chaine  invariante  pT  et  de  la  chaine  .  La  région  intracellulaire  
de   la  chaine  pT  présente  une  région  riche  en  proline  essentielle  pour   la  signalisation  du  
pre-TCR.  
  
  

2.   Signalisations  issues  du  pre-TCR    
  

Les   chaines   pT   et   TCR   sont   associées   aux   dimères   de   CD3   au   sein   du   réticulum  

endoplasmique.  Les  chaines  CD3  sont  cruciales  comme  le  montre  le  blocage  de  la  transition  

DN-DP  chez  des  souris  déficientes  pour  certains  CD3  (237).  La  signalisation  issue  des  pré-

TCR  est  similaire  à  la  signalisation  des  TCR.  Elle  implique  la  protéine  LCK  qui  déclenche  la  

signalisation.  La  déficience  en  LCK  entraîne  un  blocage  du  développement  des  LT  au  stade  

DN3  (238-240).  La  déficience  en  LAT  conduit  au  même  phénotype  (241,  242).  La  déficience  

en  ZAP-70  n’affecte  pas  dramatiquement  le  développement  T  sauf  lorsqu’elle  est  associée  

à   la  délétion  en  SYK  une  protéine  kinase  appartenant  à   la  même  famille  moléculaire  que  

ZAP-70.  Ces  résultats  démontrent  que  les  cibles  de  LCK  :  ZAP-70  et  SYK  sont  essentielles  
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à   la  signalisation  du  pre-TCR  (243).  La  déficience  en  Grb2  ne  bloque  pas   les  cellules  au  

stade  DN  (244).  Il  est  fortement  possible  que  la  perte  de  Grb2  soit  compensée  par  d’autres  

protéines  de  signalisation  comme  Vav1  ou  SLP-76.  D’ailleurs,  la  déficience  en  Vav1  conduit  

à  l’augmentation  de  la  proportion  de  cellules  DN  et  particulièrement  DN3.  Cette  augmentation  

est   plus   importante   lors   des   délétions   concomitantes   de   Vav1,   Vav2   et   Vav3   (245).   Des  

résultats   similaires   ont   été   observés   dans   le   cas   de   la   déficience   en   SLP-76   (246).   La  

signalisation  du  pre-TCR  est  donc  essentielle  dans   la  progression  des  cellules  DN  en  DP  

(247,  248).    

  

2.1.   Déclenchement  de  la  signalisation  du  pre-TCR  
  

La  signalisation  des  pre-TCR,  contrairement  à  celle  des  TCR,  ne  nécessite  pas   la  fixation  

d’un   ligand.   En   effet,   la   délétion   de   l’ensemble   des   régions   extracellulaires   du   pre-TCR  

n’empêche  pas   le  progression  des  cellules  vers   le  stade  tardif  du  développement  des  LT  

(249).   De   façon   surprenante,   la   délétion   seule   de   la   région   extracellulaire   de   pT,   de   la  

chaine   ou   de   résidus   impliqués   dans   l’oligomérisation   des   deux   chaines   affectent   le  

développement   des   thymocytes   précoces   (249,   250).   Il   est   donc   possible   que   la   région  

extracellulaire   du  pT   permette   de  stabiliser   la   chaine     du  TCR  dans  une   conformation  

favorable  à  la  signalisation.  C’est  la  bonne  association  de  la  chaine    avec  le  pTqui  conduit  

à   la   signalisation   des   pre-TCR.   Cependant,   de   récentes   études   suggèrent   que   le   CMH,  

exprimé  par  les  cellules  stromales  thymiques,  pourrait  être  impliqué  dans  la  signalisation  des  

pre-TCR.   Des   expériences   de   spectroscopie   RMN   révèlent   que   le   pre-TCR   est   capable  

d’interagir  avec  le  CMH  qui  induit  des  réarrangements  structuraux  du  pre-TCR.  Par  ailleurs,  

la  culture  de  DN3  sur  une  lignée  de  cellules  stromales  OP9  déficientes  en  2m,  une  sous  

unité  du  CMH-I,  conduit  à  une  diminution  non  négligeable  de  la  prolifération  des  cellules  (251,  

252).  

  

2.2.   Fonctions  de  la  chaine  pT  dans  la  signalisation  
  

La   délétion   de   la   région   riche   en   proline   située   sur   le   domaine   intracytoplasmique   de   la  

chaîne  pT  entraîne  un  phénotype  similaire  à  celui  obtenu  dans  les  souris  déficientes  en  pT  

avec  une  accumulation  des  cellules  au  stade  DN.  Ceci  s’accompagne  d’une  diminution  de  la  

prolifération  des  cellules  exprimant  le  chaine    du  TCR  et  une  augmentation  de  l’apoptose  

(248).  Dans  une  lignée  de  LT  humain,  la  délétion  de  cette  région  riche  en  proline  entraine  

l’effondrement   de   flux   calcique.   Cette   région   permettrait   le   recrutement   des   adaptateurs  
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moléculaires  CMS  et  CIN85.  Ces   résultats  suggèrent  que   la   région  riche  en  proline  de   la  

chaine   pT   est   impliquée   dans   la   signalisation   de   la   -sélection   (253).   Le   pre-TCR   est  

constamment   internalisé   par   endocytose   et   s’accumule   dans   les   lysosomes   comme   le  

démontrent   des  analyses  d’imagerie   (254).   La   transfection   de   constructions   conduisant  à  

l’expression   de   CD25   ou   CD4   fusionnés   à   la   chaine   intracellulaire   de   pT   entraine  

l’augmentation   de  CD4  et  CD25   intracytoplasmiques   démontrant   la   fonction   de   la   chaine  

intracellulaire   de   pT   dans   l’endocytose   du   pre-TCR   (255).   L’adaptateur   CMS   colocalise  

avec  le  cytosquelette  d’actine  au  cours  de  l’endocytose  du  pT(253)  La  signalisation  induite  

par   le   pT   est   responsable   de   l’endocytose   permanente   du   pre-TCR.   L’utilisation  

d’inhibiteurs  de  Src  kinase  comme  LCK  dans  des  cellules  Jurkats  transfectées  par  le  pre-

TCR   restaure   partiellement   l’expression   à   la   surface   du   pre-TCR.   Le  même   résultat   est  

obtenu  lorsque  les  Jurkats  exprimant  un  TCR  chimère  pour  lequel  la  chaine    est  fusionnée  

à  la  région  cytoplasmique  du  pT  (256).  Bien  que  le  pre-TCR  soit  internalisé  et  soit  localisé  

majoritairement  dans  les  lysosomes,  l’inhibition  du  protéasome  conduit  à  une  augmentation  

non  négligeable  de  l’expression  du  pre-TCR.  L’activation  des  Src  déclenche  l’ubiquitination  

du  pre-TCR  par  c-Cbl  pour  favoriser  sa  dégradation  (254).  

La  chaine  pT  semble  avoir  une  fonction  unique  dans  la  signalisation  du  pre-TCR.  En  effet,  

son  remplacement  par  une  chaine    du  TCR  entraine  un  défaut  de  la  -sélection  (257,  258).    

  

2.3.   Signaux  de  survie  
  

La  signalisation  du  pre-TCR  déclenche  aussi   l’expression  du  récepteur  à  l’IL-7  (IL7-R).  La  

déficience   pour   ce   récepteur   entraine   l’apoptose   des   cellules   après   la   -sélection   (259).  

L’interaction   de   l’IL-7   avec   son   récepteur   entraine   l’activation   des   kinases   Jak3   puis   des  

facteurs  de  transcription  STAT5.  L’association  de  STAT5  et  de  NFAT  déclenche  l’expression  

du  facteur  anti-apoptotique  BCL-2  important  dans  la  survie  des  thymocytes  doubles  négatifs  

(260).  La  déficience  en  NFAT  entraine  la  diminution  d’expression  de  BCL-2  et  compromet  

fortement  la  survie  cellulaire  suite  à  la  -sélection  (261).  L’expression  ectopique  de  BCL-2  

dans  des  souris  déficientes  pour  IL7-R  restaure  partiellement  le  développement  précoce  de  

LT.  L’activation  de  STAT5,  en  plus  d’induire  l’expression  de  BCL-2,  conduit  à  la  répression  

de   BCL-6.   L’absence   de   BCL-6   dans   des   souris   déficientes   pour   l’IL7-R   favorise   la  

prolifération   et   la   survie   des   DN4   (262).   La   signalisation   des   pre-TCR   entraîne   aussi  

l’activation  de  la  voie  de  NF-b  et  l’expression  de  BCL-2A1.  BCL-2A1  favorise  la  survie  des  

cellules   en   inhibant   la   caspase-3.   La   transduction   du   gène   bcl2a1   dans   des   cellules  
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déficientes   pour   RAG   restaure   la   survie   des   cellules   (263).   Des   études   démontrent   que  

l’absence  de  signalisation  par  les  pre-TCR  conduit  à  l’expression  de  Bid  et  Bim  suite  à  l’action  

de   p53   et   Foxo3.   L’activation   du   pre-TCR   entraine   l’activation   des   kinases   Akt   qui  

phosphoryle  Foxo3  et  prévient  ainsi  la  transactivation  du  gène  bim.  La  déficience  en  Bid  ou  

Bim  dans  des  souris  n’exprimant  pas  de  pre-TCR  conduit  à  une  augmentation  de  la  survie  

des  cellules  DN  (264).  Par  ailleurs,  la  déficience  concomitante  de  Akt1,  Akt2  et  Akt3  entraine  

le  blocage  de  la  transition  DN  à  DP  avec  l’accumulation  des  cellules  au  stade  DN3  et  DN4  

(265).  La  survie  des  cellules  est  aussi  étroitement  liée  à  la  signalisation  NOTCH  induite  entre  

les   thymocytes  et   les  cellules   stromales.  La  survie  des  cellules  déficientes  pour  RAG  est  

supérieure  lorsque  celles-ci  sont  en  culture  sur  des  cellules  OP9  exprimant  le  ligand  DLL-4.  

La  signalisation  NOTCH  déclenche  l’expression  de  facteurs  importants  dans  le  remaniement  

métabolique  essentiel  à  la  survie  et  la  prolifération  (266)  (Fig.  12).  

  

2.4.   Induction  de  la  prolifération  cellulaire  
  

La  signalisation  du  pre-TCR  conduit  à  l’expression  du  récepteur  à  la  transferrine  CD71.  Ce  

récepteur   est   important   car   il   contribue   aux   évènements   métaboliques   essentiels   à   la  

prolifération  cellulaire.  Le  traitement  de  cellules  en  culture  par  un  anticorps  anti-CD71  réduit  

fortement  la  capacité  des  cellules  à  atteindre  le  stade  DP  (267).  De  plus,  la  signalisation  du  

pre-TCR   conduit   à   la   phosphorylation   de   ShcA   qui   entraîne   l’expression   du   facteur   de  

transcription   Egr,   un   activateur   du   facteur   de   transcription   Id3.   L’activation   de   ce   dernier  

inhibe  les  fonctions  répressives  de  E2A  et  HEB  sur  la  prolifération  des  cellules  (268)  (Fig.  

10).  L’activation  de  ShcA  favorise  aussi  l’expression  de  c-myc,  un  oncogène  se  fixant  à  de  

nombreux  promoteurs,  régulant  l’expression  de  gènes  essentiels  à  la  duplication  de  l’ADN.  

c-myc  est   donc   une   protéine   essentielle   à   l’entrée  des   cellules   en   phase  S,   la   phase  de  

réplication  de  l’ADN  (269,  270)  (Fig.  12).  L’expression  de  c-myc  dans  des  cellules  déficientes  

en  RAG  restaure  la  prolifération  des  DN3  mais  n’entraîne  pas  la  différenciation  des  cellules  

en  DP.  L’expression  de  c-myc  est  régulée  positivement  par  la  signalisation  NOTCH,  qui  induit  

de  cette  façon  la  prolifération  des  cellules  après  la  -sélection  (271).  Une  publication  récente  

démontre  que   la  prolifération  des  DN3  n’est  pas  symétrique.  La  division  asymétrique  des  

DN3  conduirait  à  la  formation  de  DN3b  (DN3  ayant  passé  la  -sélection)  tout  en  conservant  

des  cellules  ayant  les  caractéristiques  DN3a.  Le  défaut  de  Scribble,  une  protéine  impliquée  

dans  la  polarisation  cellulaire,  conduit  à  l’augmentation  de  la  proportion  de  cellules  DN4  suite  

à   la   diminution   de   l’asymétrie   des   divisions.   Les   auteurs   proposent   que   les   divisions  

asymétriques   permettent   aux   cellules   d’acquérir   des   caractéristiques   différentes   leur  
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permettant  de  progresser  vers  le  stade  DN4  ou  de  persister  au  sein  du  stade  DN3.  Certaines  

cellules  recevraient  une  quantité  importante  de  BCL-2A1  leur  permettant  de  survivre  et  de  

progresser  vers  le  stade  DN4,  d’autres  auraient  une  quantité  importante  de  BCL-2  permettant  

la  survie  au  stade  DN3  (272).  

  

2.5.   Exclusion  allélique    
  
Suite  à  la  -sélection,  il  est  essentiel  que  le  locus  conduisant  à  l’expression  de  la  chaine    

soit  bloqué  afin  d’éviter  la  recombinaison  de  l’allèle  non  réarrangé.  La  signalisation  du  pre-

TCR  est  essentielle  pour  le  processus  d’exclusion  allélique.  La  déficience  en  LCK  ou  en  SLP-

76  affecte  l’exclusion  allélique  de  la  chaine  du  TCR  (238,  273).  

  

Figure  12  :  Représentation  de  la  -sélection  
Au   sein   du   thymus,   les   cellules   ETP/DN1,   DN2a   et   DN2b   ont   une   forte   capacité   de  
prolifération.  Au  cours  de  ces  stades,   l’expression  de  PU.1  diminue  en  faveur  de  BCL11b  
entrainant  alors   l’acquisition  du   lignage   lymphocytaire  T  définitif   au   stade  DN2b.  BCL11b  
conduit  à  la  recombinaison  de  la  chaine    et  à  l’expression  d’une  chaine  invariante  pT.  Si  
la  recombinaison  permet  l’association  de  la  chaine    au  pT,  alors  le  pre-TCR  pourra  émettre  
un  signal  conduisant  à  l’expression  du  facteur  de  survie  BCL-2A1  et  à  l’expression  de  c-myc  
pour  induire  la  prolifération  des  cellules.  
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IV.     Transition  vers  le  stade  double  positif  
  
Le   passage   au   stade   double   positif   se   caractérise   par   l’expression   coordonnée   des  

corécepteurs   CD4   et   CD8   et   par   l’expression   de   la   chaine     du   TCR   qui   fait   suite   à   la  

dégradation  de  la  chaine  pT.  

  

1.   Expression  des  corécepteurs  CD4  et  CD8  
  

Chez   la   souris,   la   -sélection   conduit   à   l’expression   du   corécepteur   CD8   à   un   stade  

intermédiaire  entre  DN  et  DP  appelé  ISP  (274).  Chez  l’homme,  c’est  le  corécepteur  CD4  qui  

est  exprimé  au  stade  ISP  (275).  Chez  la  souris,  l’analyse  de  l’accessibilité  des  gènes  révèle  

que  les  gènes  cd8  deviennent  accessibles  à  partir  du  stade  DN3,  après  la  -sélection  (276).  

L’expression  de  CD8  est  maintenue  sous  silence  par   le  facteur  de  transcription  MAZR  au  

cours  des  stades  DN  mais   Ikaros  favorise   l’expression  de  CD8  en   induisant   l’accessibilité  

aux  gènes  (276-278).  Ce  n’est  qu’après  le  stade  ISP  que  se  fait  la  co-expression  de  CD4  et  

CD8.  Tout  comme   les   cellules  doubles  négatives,   les  cellules   ISP   réalisent  de  nombreux  

cycles  de  prolifération.  La  signalisation  NOTCH  est  importante  dans  la  prolifération  des  ISP  

mais  n’est  pas  plus  mise  en   jeu  au  cours  des  stades  ultérieurs  du  développement   (274).  

Chez   la   souris,   Mi-2   est   recrutée   à   la   région   enhancer   du   gène   cd4   et   conduit   au  

recrutement  d’une  histone  acétyltransférase  catalysant  l’hyperacétylation  du  gène  cd4.  Cette  

hyperacétylation  favorise  l’expression  de  CD4.  La  déficience  en  Mi-2  conduit  au  blocage  du  

développement  au  stade  ISP  (279).  

  
2.   Déclenchement  de  la  recombinaison  de  la  chaine    du  TCR  

  

Comme  pour  les  réarrangements  de  la  chaine    du  TCR,  les  réarrangements  de  la  chaine    

nécessitent   la   mise   en   jeu   des   RAG   et   de   la   machinerie   de   réparation   de   l’ADN.   La  

signalisation  du  pre-TCR  déclenche  la  recombinaison  de  la  chaine    du  TCR  en  activant  la  

région  enhancer  E.  En  effet,  le  traitement  avec  la  ionomycine,  un  inducteur  de  flux  calcique,  

entraine  l’augmentation  de  la  transcription  de  tcra  dans  des  lignées  cellulaires  correspondant  

à  DN3a.  Par  ailleurs,  le  traitement  des  cellules  avec  un  inhibiteur  de  la  voie  des  MAPK  bloque  

l’expression  du  tcra  après  stimulation  (280).  L’expression  du  pre-TCR  conduit  à  l’expression  

des  facteurs  de  transcription  Erg1,  Erg2  et  Erg3  qui  se  fixent  avec  NFAT  et  AP-1  sur  la  région  

enhancer  E  pour  déclencher  la  recombinaison  V-J(280).  Ikaros  est  aussi  important  dans  

le  réarrangement  de  la  chaine    du  TCR.  La  lignée  de  thymome  murine  JE131  déficiente  
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pour  ikaros  présente  un  phénotype  DN3  qui  exprime  le  pre-TCR  mais  qui  est  incapable  de  

réarranger   les   gènes   codant   pour   la   chaine   .   L’expression   d’Ikaros   dans   cette   lignée  

restaure  l’expression  normale  de  la  chaine  .    La  fixation  d’Ikaros  au  complexe  SWI/SNF  au  

niveau  de  la  séquence  E  favorise  la  recombinaison  V-J  en  inhibant  l’action  répressive  

de  Mi-2  (281).  La  signalisation  du  pre-TCR  entraine  la  diminution  d’expression  des  RAG.  

Or   le   réarrangement   de   la   chaine      nécessite   l’expression   du   complexe   RAG   et   est  

dépendant  de  la  signalisation  du  pre-TCR.  Des  mécanismes  complexes  de  régulation  sont  

probablement  mis  en  place  dans  la  transition  entre  le  réarrangement  de  la  chaine    et  de  la  

chaine  (30).  Comme  pour  le  pre-TCR,  la  signalisation  déclenchée  par  les  TCR  conduit  à  

l’exclusion  allélique  de  l’allèle  non  réarrangé.  Elle  entraîne  aussi  l’arrêt  d’expression  des  RAG  

et  des  modifications  épigénétiques  qui  empêchent  la  recombinaison  d’avoir  lieu  (282).  

  

3.   Du  pré-TCR  au  TCR  
  

Selon  Trop  et  al,   l’expression  de   la  chaine    du  TCR  ne  nécessite  pas   la  dégradation  ou  

l’absence  d’expression  du  pTEn  effet,   la  chaine    du  TCR  entre  en  compétition  avec  le  

pT  pour  son  expression  à  la  membrane  plasmique.  La  chaine  pT  n’est  pas  exprimée  à  la  

membrane  plasmique  lorsqu’elle  est  co-exprimée  dans  une  lignée  cellulaire  avec  la  chaine  

.  Son  expression  est  cependant  détectée  dans   le  cytoplasme  (283).  Par  ailleurs,   il  a  été  

démontré  que   Ikaros   interfère  avec   le  domaine   intracellulaire  de  NOTCH  NICD  et  bloque  

ainsi  l’expression  de  la  chaine  pT(284).  
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   CHAPITRE  II  :  LE  DEVELOPPEMENT  TARDIF  DES  LYMPHOCYTES  T  
  
  
Suite  au  réarrangement  aléatoire  de  plusieurs  gènes  pour  l’expression  des  chaines  variantes  

du  TCR     et  ,  un   très  grand  nombre  de  TCR   (≈1015)   sont   exprimés.  Ces  TCR  ont  des  

affinités  diverses  pour  les  antigènes  du  soi  présentés  dans  le  thymus  par  les  CPA.  Chaque  

cellule  exprime  un  groupe  de  TCR  ayant  la  même  spécificité  antigénique  qui  peut  être  dirigé  

contre  le  soi  ou  le  non-soi.  Une  grande  partie  de  ces  TCR  ne  sont  pas  fonctionnels,  c’est-à-

dire  qu’ils  ont  une  affinité   insuffisante  pour   les  complexes  pCMH  du  soi.   Il  existe  donc  un  

processus  de  sélection  positive  permettant  de  sélectionner  les  LT  exprimant  un  TCR  efficient.  

Les   LT   exprimant   des   TCR   ayant   une   affinité   trop   forte   pour   les   antigènes   du   soi   sont  

susceptibles  d’induire  des  maladies  auto-immunes.  Un  mécanisme  de  sélection  négative  est  

donc   mis   en   place   afin   d’éliminer   les   LT   exprimant   des   TCR   auto-réactifs.   Suite   à   ces  

évènements  de  sélection,  il  a  été  estimé  que  moins  de  5%  des  thymocytes  DP  deviendront  

des  LT  matures  (285)  (Fig.  13).      

  

Figure  13  :  Sélection  positive  et  négative  des  thymocytes  

Au  sein  du  cortex  thymique,  la  reconnaissance  d’un  complexe  pCMH  est  essentielle  dans  la  
survie  des  cellules.  Une  signalisation  trop  faible  due  à  une  affinité  trop  faible  du  TCR  pour  le  
pCMH  conduit  à   la  mort  des  cellules  par  négligence.  Une  affinité   trop   forte  conduit  à  des  
signaux  trop  importants  et  entraine  l’expression  de  facteur  apoptotique  favorisant  la  mort  par  
apoptose  des  cellules.  Seules  persistent  les  thymocytes  ayant  une  affinité  modérée  favorable  
à  l’expression  de  marqueurs  de  survie.  Au  sein  de  la  médulla  thymique,  l’affinité  trop  forte  
des  cellules  pour  un  antigène  du  «  soi  »  entraine  la  mort  des  cellules  par  apoptose.  



52  
  
  
  
  

I.   Les  sélections  clonales  au  sein  du  cortex  thymique  
  
Les  thymocytes  DP  expriment  les  récepteurs  aux  chimiokines  CCR9  et  CXCR4  pour  induire  

leur  chimiotactisme  vers   le  cortex   thymique.  Les  cellules  épithéliales   thymiques  corticales  

(cTEC)  sécrètent   les  chimiokines  CCL25  et  CXCL12  spécifiques  des  récepteurs  exprimés  

par   les   cellules  DP.  Au  sein  du  cortex,   les   cTEC  apprêtent   sur   les  CMH-I  et  CMH-II   des  

antigènes  ubiquitaires  du  soi,  provenant  de  la  dégradation  courante  de  protéines  exprimées  

par   les  cTEC  (195).  Les  TCR  exprimés  par   les   thymocytes   interagissent  ou  non  avec   les  

CMH   chargés   selon   l’efficacité   des   réarrangements   génétiques   produits.   L’absence  

d’interaction   ou   une   interaction   trop   forte   conduit   à   l’apoptose   des   cellules.   L’affinité  

intermédiaire   conduit   à   des   signaux   modérés   favorables   à   l’expression   et   à   l’activité   de  

facteurs  anti-apoptotiques  (Fig.  15).  

  
1.   Présentation  de  peptides  par  les  cTEC  

  
Dans  les  cTEC,  la  dégradation  de  protéines  conduit  à  l’apprêtement  des  peptides  issus  de  

cette  dégradation  aux  CMH  par  des  voies  spécifiques.  Les  peptides  issus  de  la  dégradation  

des   protéines   par   le   thymoprotéasome   passe   dans   le   réticulum   endoplasmique   par   le  

transporteur  TAP  et  sont  apprêtés  aux  CMH-I.  Les  CMH-I  sont  par  la  suite  dirigés  vers   la  

membrane  plasmique  pour  la  présentation  des  peptides  aux  thymocytes  exprimant  un  TCR  

restreint   au   CMH-I   (286).   La   déficience   en   5t,   une   sous   unité   spécifique   du  

thymoprotéasome,  conduit  à  la  diminution  des  CD8  SP  alors  que  le  nombre  de  CD4  SP  n’est  

pas   affecté.   Ceci   s’accompagne   d’une   forte   diminution   des   LT   CD8+   périphériques   sans  

impact  sur  les  LT  CD4+  (287).  La  sélection  positive  des  thymocytes  CD8  SP  est  fortement  

diminuée  dans  ces  souris.  Par  ailleurs,  les  peptides  issus  de  la  dégradation  de  protéines  par  

autophagie   sont  apprêtés  au  CMH-II   au  sein  de  vésicule.   Le  CMH-II   est  exprimé  dans   le  

réticulum  endoplasmique  et  associé  à  un  peptide  invariant  li  lui  permettant  de  rejoindre  les  

vésicules  endocytiques  ayant  fusionné  avec  les  phagolysosomes.  Les  CMH-II  sont  ensuite  

dirigés   vers   la   membrane   plasmique   pour   la   présentation   des   peptides   aux   thymocytes  

exprimant   un   TCR   restreint   au  CMH-II   (286).   La   déficience   en   cathepsin   L   ou   en   TSSP  

(Thymus-specific  serine  protease  precursor),   impliquées  dans   la  dégradation  de  protéines  

au   cours  de   l’autophagie,   compromet   la   sélection  positive   des   thymocytes  CD4  SP   (288,  

289).  
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2.   Signaux  de  survie  induits  par  la  sélection  positive  
  
La  signalisation  induite  par  l’interaction  entre  le  complexe  pCMH  et  le  TCR  des  thymocytes  

doubles   positifs   conduit   à   l’activation   de   nombreuses   voies   de   signalisation   qui   ont   été  

présentées  dans  l’introduction  générale.  Ces  voies  de  signalisation  régulent  et  déterminent  

la  sélection  positive  et  négative  des  LT  en  contrôlant  sélectivement  l’expression  de  facteurs  

de  survie  ou  pro-apoptotiques.  L’augmentation  de  l’expression  de  facteurs  de  survie  BCL-2  

ou  BCL-XL  protège  les  cellules  de  l’apoptose  (290,  291).  BCL-XL  est  important  pour  la  survie  

des   cellules   DP   avant   qu’elles   soient   engagées   dans   les   processus   de   sélection.   La  

surexpression  de  BCL-XL  conduit  à  l’augmentation  du  nombre  de  thymocytes.  Par  ailleurs,  

le  traitement  de  souris  transgéniques  pour  BCL-XL  par  un  anti-CD3  bloque  l’élimination  des  

cellules  qui  est  normalement  induite  dans  les  souris  sauvages    (292).  La  protéine  BCL-2  est  

induite   lors   de   la   sélection   positive   par   la   signalisation   du   TCR   (291,   293,   294).   Suite   à  

l’engagement   du   TCR,   l’activation   de   la   voie   des   Map   kinases   et   calcique   déclenche  

l’expression  de  Erg2.  La  déficience  en  Erg2  entraine  une  diminution  du  développement  des  

thymocytes  en  simples  positifs.  L’analyse  de  la  survie  cellulaire  dans  ce  modèle,  montre  une  

diminution  de  la  survie  et  une  diminution  d’expression  de  BCL-2  (295,  296).  C-fos  peut  aussi  

être   exprimée   suite   à   l’activation   des   thymocytes   DP   et   réguler   d’une   façon   similaire  

l’expression  de  BCL-2  (297).  Par  ailleurs,  l’engagement  des  TCR  conduit  à  l’expression  de  

Nur77  qui  est  corrélée  à  l’intensité  des  signaux  transmis  par  les  TCR.  L’expression  ectopique  

de  Nur77  conduit  à  l’augmentation  de  l’apoptose  des  cellules  doubles  positives.  La  délétion  

concomitante   de   Nur77   et   de   Bim   entraine   l’augmentation   du   nombre   de   cellules  

sélectionnées  positivement  (298).  La  force  du  signal  qui  est  corrélée  à  l’affinité  des  TCR  pour  

les  pCMH  du  soi  est  donc  importante  pour  déterminer  les  phénomènes  de  sélection.    

  

3.   Transition  des  stades  DP  à  SP  
  
La  sélection  positive  favorise  l’expression  de  facteurs  de  transcription  mis  en  place  pour  la  

transition  de  DP  à  SP.  Cette  transition  se  caractérise  par  la  perte  d’expression  de  CD4  ou  de  

CD8.  La  reconnaissance  du  CMH-I  par  le  TCR  conduit  à  la  différenciation  des  cellules  DP  

en  thymocytes  CD8  SP  alors  que  la  reconnaissance  du  CMH-II  entraine  le  développement  

des  cellules  CD4  SP  (Fig.  14).  
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3.1.   Choix  du  lignage  CD4  et  CD8    
  
Différents  modèles  ont  coexisté  pour  expliquer  les  mécanismes  cellulaires  conduisant  à  la  

différenciation  des  cellules  en  thymocytes  CD4  SP  et  CD8  SP.  Initialement,  deux  modèles  

dits   «  stochastique  »   et   «  instructif  »   ont   été   proposés.   Le   premier,   stipulait   que   la  

reconnaissance   du   pCMH   conduit   à   des   signaux   entrainant   l’extinction   aléatoire   de  

l’expression   du   corécepteur   CD4   ou   du   corécepteur   CD8.   Une   seconde   étape   de  

signalisation   se  mettrait   en   place,   au   cours   de   laquelle,   la   co-expression   du   TCR   et   du  

corécepteur  correspondant  à  un  pCMH  donné  conduirait  à  des  signaux  de  survie.  Dans  le  

cas  contraire,  la  cellule  mourrait  par  apoptose  (299).  

  

Un   autre   modèle   est   ensuite   devenu   prédominant   dans   la   communauté   scientifique.   Ce  

modèle   propose   que   la   reconnaissance   du   complexe   TCR-corécepteur   avec   le   pCMH  

correspondant  conduirait  à  des  signaux  spécifiques  déterminant  l’expression  du  corécepteur  

CD4  ou  CD8.  La  signalisation  issue  du  corécepteur  CD4  entraînerait  des  signaux  plus  longs  

et/ou  plus  forts  favorisant  l’extinction  d’expression  des  CD8.  En  revanche,  la  reconnaissance  

du  TCR  correspondant  au  CMH-I   déclencherait   des   signaux  plus   brefs   et/ou   plus   faibles  

favorisant  l’extinction  du  CD4  (300).  En  faveur  de  ce  modèle,  l’atténuation  du  signal  à  l’aide  

d’un  inhibiteur  de  la  voie  Erk  après  injection  d’anticorps  anti-CD3  couplés  à  anti-CD4,  conduit  

à  la  différenciation  de  CD8  SP  dans  des  souris  déficientes  pour  2m,  une  sous  unité  du  CMH-

I  (301).  Par  ailleurs,  l’injection  d’anticorps  anti-CD3  couplés  à  anti-CD8  ou  anti-CD4  entraine  

la  différenciation  en  CD4  SP  dans  un  modèle  déficient  pour  la  chaine  invariante  li,  importante  

pour   l’apprêtement   des   peptides   au   CMH-II   (302).   Un   dernier   modèle,   appelé   modèle  

cinétique,  a  plus  récemment  été  proposé  pour  expliquer  le  mécanisme  par  lequel  le  choix  de  

lignage  s’effectue.  Ce  modèle  propose  que  suite  à  la  sélection  positive,  toutes  les  cellules  

éteindraient   l’expression  du  corécepteur  CD8.  Les  cellules  passeraient  donc  par  un  stade  

intermédiaire,  CD4+  CD8int,  dans  lequel  l’expression  du  corécepteur  CD8  est  diminuée.  Les  

signaux  transmis  dans  les  cellules  exprimant  un  TCR  restreint  au  CMH-II  ne  sont  pas  affectés  

par   cette   diminution   car   les   corécepteurs  CD4   sont   toujours   engagés.  Dans   ce   cas,   ces  

signaux   entraînent   l’extinction   définitive   du   gène   codant   pour   CD8   en   réprimant   la  

signalisation  du  récepteur  à  l’IL-7.  En  revanche,  si  le  signal  est  interrompu  par  la  diminution  

du   CD8,   l’IL-7   conduira   à   la   réexpression   du   corécepteur   CD8   et   par   conséquent   à   la  

différenciation  des   thymocytes  DP  en  cellules  CD8  SP  (303).  En   faveur  de  ce  modèle,   la  

délétion  hétérozygote  de  STAT5,  un  acteur  de  la  signalisation  du  récepteur  à  l’IL-7,  conduit  

à  la  diminution  de  la  différenciation  des  cellules  DP  en  CD8  SP  (304).  Par  ailleurs,  la  mise  
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en  culture  de  cellules  CD4+  CD8int  sur  des  cellules  stromales  exprimant  un  CMH-I  conduit  à  

la  différenciation  de  ces  cellules  en  CD8  SP  (305).  

  

3.2.   Acteurs  mis  en  jeu  dans  la  différenciation  en  CD4  ou  CD8  SP    
  
La  signalisation  transmise  lors  de  la  sélection  positive,  déclenche  l’expression  des  facteurs  

de  transcription  c-myb  et  de  TOX.  c-myb  induit  l’expression  de  GATA3  alors  que  GATA3  et  

TOX  entrainent  l’expression  de  ThPOK.  La  déficience  en  c-myb  conduit  à  la  diminution  de  la  

différenciation  des  cellules  DP  en  CD4  SP  et  une  légère  augmentation  de  la  différenciation  

en  CD8  SP  (306).  La  reconstitution  avec  de  la  moelle  osseuse  mutée  pour  gata3  dans  des  

souris  déficientes  pour  la  sous  unité  2m  du  CMH-I  conduit  à  la  différenciation  en  CD8  SP  

au   lieu  d’en  CD4  SP   (307).  De  plus,   la  déficience  en  TOX  dans  un  modèle   de  sélection  

positive   AND   conduit   à   la   diminution   critique   de   la   différenciation   en   CD4   SP   (308).   La  

signalisation  induite  par  le  récepteur  à  l’IL-7  déclenche  l’activation  de  Runx3.  Runx3  se  fixe  

sur  le  promoteur  du  gène  cd4  et  réprime  son  expression  en  inhibant  la  fixation  de  ThPOK  

favorisant  alors  l’expression  de  CD8  (309,  310).    De  manière  intéressante,  l’expression  de  

ThPOK  est   induite  par  des  signaux  persistants  des  TCR  ce  qui  est  en   faveur  du  modèle  

cinétique  (311).  ThPOK  peut  favoriser   l’expression  de  SOCS1  qui  réprime   la  signalisation  

des   cytokines.   La   diminution   de   la   différenciation   des   DP   en   CD4   SP   dans   les   souris  

déficientes  pour  ThPOK  peut  être  restaurée  par  l’expression  ectopique  de  SOCS1  (312).  Par  

ailleurs,   la   surexpression   de   ThPOK   dans   un   modèle   de   souris   OT-I   conduit   à   la  

différenciation  des  thymocytes  en  CD4  SP  au  lieu  de  CD8  SP  (313).  
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Figure  14  :  Différenciation  des  cellules  doubles  positives  en  simples  positives  CD4  ou  CD8  

Au  sein  du  cortex  thymique,  la  reconnaissance  d’un  complexe  pCMH  par  le  TCR  conduit  à  
la  sélection  positive  si   le  signal  est  modéré.  Cette  reconnaissance  conduit  à   la  diminution  
d’expression  de  CD8  et  d’expression  du  récepteur  de  l’IL-7.  Si  le  signal  est  persistant,  alors  
les   cellules   expriment   GATA-3   et   TOX   qui   activent   l’expression   de   ThPOK,   qui   entraine  
l’expression  de  gènes  spécifiques  à  la  différenciation  des  CD4  SP.  Dans  le  cas  contraire,  si  
le   signal  TCR  est   interrompu,   le   signal   IL-7   conduit   à   l’expression   de  Runx3   qui   réprime  
l’expression  de  ThPOK  et   induit   l’expression  de  gènes  pour   la  différenciation  en  CD8  SP.  
Adapté  de  «  CD8+  thymocyte  differentiation:  T  cell  two-step  »  par  Gascoigne  2010)  
  
  

II.   La  sélection  négative  au  sein  de  la  médulla  
  
La  signalisation  induite  par  la  sélection  positive,  conduit  à  l’expression  de  CCR7  qui  entraîne  

le   chimiotactisme   des   cellules   vers   la   médulla   dont   les   cellules   épithéliales   thymiques  

médullaires  (mTEC)  sécrètent  CCL21  et  CCL19  (314-317)  (Fig.  15).  Au  sein  de  cette  région,  

les   mTEC   présentent   à   leur   surface   des   CMH   associés   à   un   panel   de   peptides   du   soi,  

appelés  TRA,  représentatifs  des  tissus  de  l’organisme.  Cette  expression  est  possible  grâce  

aux   facteurs   de   transcription   spécifiques   Aire   et   Fezf2   (318,   319).   Les   mTEC   sont  

essentielles   au   développement   des   LT.   De   manière   intéressante,   les   LT   auto-réactifs  

régulent   l’activité   et   le   développement   des   mTEC.   La   forte   affinité   des   TCR   pour   les  

complexes  pCMH  sur   les  mTEC  entrainent  des  voies  de  signalisation  bilatérales  pouvant  

conduire  à  l’apoptose  des  LT  et  à  la  maturation  des  mTEC  qui  favorisent  ce  processus  (320).  
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Figure  15  :  Migration  des  cellules  et  évènements  de  sélection  au  sein  du  thymus  

Les  TSP  entrent  au  sein  du  thymus  sous  forme  ETP/DN1  par  la  jonction  cortico-médullaire  
puis  progressent  vers   le  stade  DN2  et  DN3   jusqu’atteindre   la  zone  sub-capsullaire.  Dans  
cette  zone  se  déroule  la  -sélection  et  les  thymocytes  prolifèrent.  La  différenciation  en  DN4  
et  ISP  s’accompagne  de  l’expression  des  récepteurs  aux  chimiokines  CCR9  et  CXCR4  leur  
permettant  de  rejoindre  le  cortex  thymique  sécrétant  le  CCL25  et  CXCL12.  Au  sein  du  cortex  
thymique   se   déroule   la   sélection   positive   permettant   la   survie   des   thymocytes   ayant   une  
affinité  suffisante  avec  le  complexe  pCMH.  La  sélection  positive  permet  la  survie  des  cellules.  
Suite  à   la   signalisation,  ces   dernières   expriment  CCR7   leur  permettant  de  migrer   vers   la  
médulla  sécrétant  CCL21  et  CCL19.  Au  sein  de  la  médulla  se  déroule  la  sélection  négative  
suite   à   l’expression   par   les   mTEC   de   peptides   du   «  soi  »   spécifiques   des   tissus   de  
l’organisme.  L’affinité  trop  forte  des  TCR  pour  le  pCMH  conduit  à  l’apoptose  des  cellules  par  
le  mécanisme  de  sélection  négative.  Suite  à  la  sélection  négative  les  cellules  persistantes  
expriment   SP1R   leur   permettant   de   rejoindre   la   circulation   sanguine.   Adapté   de  «  Signal  
integration   and   crosstalk   during   thymocyte   migration   and   emigration.  »   par   Love   et  
Bhandoola  2015.  
  
  

1.   Expression  des  TRA  (tissue-restricted  antigens)  
  
Les  facteurs  de  transcription  Aire  et  Fezf2  conduisent  à  l’expression  de  protéines  exprimées  

par  différents  tissus  de  l’organisme.  Suite  à  cette  expression,  les  protéines  seront  dégradées  

et  apprêtées  au  CMH  des  mTEC.  La  déficience  en  Aire  chez  l’Homme  conduit  au  syndrome  
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polyendocrinopathie   de   type   I   (APS-1)   aussi   connu   sous   le   nom  APECED   (auto-immune  

polyendocrinopathy-candidiasis–ectodermal-dystrophy/dysplasia)   (321).   Aire   a   été  

longuement   étudié   dans   l’expression   d’antigène   du   soi   spécifique   des   tissus   au   sein   de  

mTEC.  Cependant,  de  nombreuses  données  suggèrent  que  Aire  ne  peut  être  le  seul  facteur  

de  transcription  conduisant  à  l’expression  d’antigène  du  soi.  En  effet,  alors  qu’environ  20000  

gènes  sont  exprimés  par  les  mTEC,  Aire  ne  contrôle  l’expression  que  d’environ  4000  TRA  

(322).  Fezf2  a  été  découvert  comme  étant  un  autre  facteur  de  transcription   impliqué  dans  

l’expression   et   l’apprêtement   d’antigènes   du   soi   à   la   surface   de  mTEC.   Tout   comme   la  

déficience  en  Aire,  la  perte  de  Fezf2  chez  la  souris,  conduit  à  des  symptômes  auto-immuns  

(319).  

Les   mTEC   sont   essentielles   à   la   tolérance   centrale   car   elles   expriment   des   TRA.   Mais  

d’autres  cellules  présentatrices  d’antigènes  professionnelles  entrent  dans  le  thymus  et  jouent  

aussi  un  rôle  dans  ce  processus.  La  déplétion  des  cellules  dendritiques  thymiques  contribue  

au   développement   de   réponses   auto-immunes   chez   la   souris.   L’absence   de   cellules  

dendritiques  au  sein  du  thymus  entraîne  une  augmentation  du  nombre  de  cellules  CD4  SP  

montrant   ainsi   l’implication   de   ces   cellules   dans   la   sélection   négative   (323).   Les   cellules  

dendritiques  peuvent  conduire  à  la  présentation  de  TRA  provenant  des  mTEC  par  échange  

de  matériels  mais  aussi  à  la  présentation  d’auto-antigènes  non  exprimés  par  les  mTEC  afin  

d’augmenter   l’efficacité   de   la   sélection   négative.   L’injection   du   peptide   OVA   issu   de  

l’ovalbumine   ou   de   cellules   dendritiques   chargées   par   ce   peptide   entraîne   la   sélection  

négative  dans  des  souris  exprimant  le  TCR  OTII  spécifique  de  ce  peptide  (324).  L’entrée  des  

cellules  dendritiques  et  des  macrophages  au  sein  du  thymus  est  régulée  par  les  chimiokines  

CCL2  sécrétées  par  les  mTEC.  CCL2  est  le  ligand  de  CCR2  exprimé  par  les  macrophages  

et  les  cellules  dendritiques  (325).  Les  mTEC  peuvent  sécréter  CCL2  suite  à  la  signalisation  

induite  par   leurs   interactions  avec   les   thymocytes.  L’augmentation  de  macrophages  et  de  

cellules   dendritiques   au   sein   du   thymus   favorise   l’augmentation   de   la   sélection   négative  

clonale  et  centrale  conduisant  à  la  diminution  du  nombre  de  DP  et  CD4  SP  (326).    

  

2.   Régulation  de  la  survie  cellulaire  par  la  force  du  signal  
  
La  reconnaissance  des  peptides  du  soi  par  les  thymocytes  entraîne  des  signaux  intenses  et  

brefs   déclenchant   l’apoptose   des   cellules   par   activation   des   caspases   par   Bim.   La  

signalisation  induite  par  la  reconnaissance  d’un  pCMH  conduit  à  l’expression  de  Nur77,  Trail  

et  Bim.  La  sélection  négative  est  défectueuse  en  absence  de  Nur77  dans  un  modèle  de  

souris  transgéniques  pour  le  TCR  OTII  croisées  avec  des  souris  exprimant  le  peptide  OVA  
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dans  la  médulla  thymique  (327).  Les  souris  déficientes  en  Nur77  exprimant  un  TCR  OTI  et  

le   peptide  OVA  dans   la  médulla   thymique   entraîne   le   développement   d’un   diabète   auto-

immun  (328).    Le  même  résultat  a  été  obtenu  dans  un  modèle  similaire  déficient  pour  Bim  

(329).   Le   facteur   de   transcription  NCor1   protège   les   cellules   de   la   sélection   négative   en  

réprimant  l’expression  de  Bim.  L’activation  de  la  caspase  3  est  fortement  augmentée  dans  

les   cellules   SP   de   souris   déficientes   pour   Ncor1   et   s’accompagne   d’une   diminution   du  

nombre  de  thymocytes  CD4  SP  et  CD8  SP  (330).    

L’intensité  de  la  signalisation  au  sein  de  la  médulla  peut  aussi  déterminer   la  capacité  des  

CD4  SP  à  se  différencier  en  Treg  (331).  La  déficience  en  Aire  ou  Fezf2  conduit  à  la  diminution  

de  Treg  démontrant  que  la  présentation  des  TRA  et  la  signalisation  des  TCR  résultant  de  la  

reconnaissance  de  ces  peptides  contribuent  à  la  différenciation  de  ces  cellules  lorsqu’elles  

n’induisent  pas  l’apoptose  (319,  332).  La  force  du  signal  favorise  la  formation  d’un  précurseur  

de  Treg  FoxP3-  CD25+.  La  maturation  de  ce  précurseur  en  Treg  nécessite  les  cytokines  IL-2  et  

IL-15  exprimées  par   les  cellules  dendritiques  et   les  mTEC  respectivement.  Ces  cytokines  

entrainent  l’activation  de  la  voie  Jak3-STAT5  favorisant  l’expression  de  FoxP3  (333).  Suite  

au  processus  de  sélection  négative  dans  la  médulla,  les  thymocytes  SP  restants  expriment  

le  récepteur  à  Sphingosine-1-Phosphate  (S1PR)  leur  permettant  de  rejoindre  la  circulation  

sanguine  (334-336)  (Fig.  15).    

  

  

III.   THEMIS,  une  protéine  importante  dans  les  mécanismes  de  sélection  
  

THEMIS  (THymocytes-Expressed  Molecule  Involved  in  Selection)  représente  un  groupe  de  

protéines  constitué  de  trois  membres  :  THEMIS1  ;;  THEMIS2  et  THEMIS3.  Ces  protéines  sont  

constituées  d’un  domaine  riche  en  proline  (PRR)  de  9  acides  aminés  située  à  l’extrémité  C-

terminale   et   de   deux   domaines   CABIT   de   260   acides   aminés   chacun.   La   structure  

cystallographique   de   ces   domaines   est   inconnue   mais   des   analyses   bioinformatiques  

prédisent  qu’ils  sont  constitués  d’au  moins  douze  feuillets  formant  une  structure  en  tonneau  

dans   laquelle   se   trouve   la   cystéine   conservée.   Les   domaines   CABIT   présentent   une  

séquence  consensus  centrale  de  24  acides  aminés  que  l’on  retrouve  dans  chaque  domaine  

CABIT  au  sein  de  nombreuses  espèces  animales  (337).  Le  CABIT2  contient  une  séquence  

de   localisation   nucléaire   dont   la   fonction   n’a   pas   encore   été   déterminée   (338)   (Fig.   16).  

THEMIS1  est  exprimée  dans  les  LT  et  les  mastocytes,  THEMIS2  est  exprimée  dans  les  LB  

et  les  macrophages  et  THEMIS3  est  exprimée  dans  les  cellules  épithéliales  de  l’intestin.  La  

fonction  de  THEMIS3  dans  ces  cellules  est  inconnue  (337-339).  
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Figure  16  :  Représentation  de  la  protéine  THEMIS1  
Les  protéines  THEMIS  sont  au  nombre  de  trois  et  présentent  les  mêmes  domaines  :  deux  
domaines  CABIT  présentant  une  séquence  consensus,  dans  laquelle  se  trouve  une  cystéine  
conservée,   et   un   domaine   riche   en   proline   PRR.   Le   CABIT2   contient   une   séquence   de  
translocation  nucléaire.  Le  domaine  PRR  permet  l’association  constitutive  de  THEMIS1  avec  
Grb2.  Les  domaines  CABIT1  et  CABIT2  interagissent  avec  les  protéines  phosphatases  SHP-
1  et  SHP2  et  pourraient  entrainer  ou  du  moins  favoriser  l’oxydation  de  la  cystéine  catalytique  
des  phosphatases  SHP-1  et  SHP-2.  
  
  

1.   Rôles  physiologiques  de  THEMIS  dans  les  lymphocytes  T  
  

THEMIS1  a  été  découverte  par  différentes  approches  par  des  groupes  indépendants  (337-

340).   L’analyse   différentielle   de   gènes   exprimés   entre   les   précurseurs   multipotents  

hématopoïétiques  et  les  thymocytes  doubles  négatifs  au  stade  DN3  ayant  acquis  le  lignage  

T  a  révélé  un  gène  inconnu  exprimé  fortement  lors  des  étapes  précoces  du  développement  

des  LT  (339).  Ce  gène  E430004N04Rik  a  aussi  été  déterminé  par  l’analyse  différentielle  de  

gènes  entre  des  thymocytes  déficients  pour  RAG,  bloqués  au  stade  DN3  et  des  thymocytes  

déficients  pour  la  chaine    du  TCR,  bloqués  au  stade  DP  (338).  Par  ailleurs,  l’analyse  d’une  

banque   de   souris   traitées   par   l’agent   mutagène   ENU   (N-ethyl-N-nitrosourea)   a   mis   en  

évidence  une  lignée  ne  répondant  pas  à  des  immunisations  et  pour   laquelle   la  survie  des  

thymocytes  est  forment  altérée.  L’analyse  de  gènes  révèle  la  mutation  de  E430004N04Rik  
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se  caractérisant  par   la  substitution  d’une  base  azotée  conduisant  au   remplacement  de   la  

tyrosine   Y489   en   codon   stop.   L’analyse   prédictive   suggère   la   formation   d’une   protéine  

tronquée  à  la  fin  du  deuxième  domaine  globulaire  CABIT  (337,  340).  La  protéine  issue  de  ce  

gène  qui  joue  un  rôle  essentiel  dans  la  sélection  thymique  a  été  nommée  THEMIS  signifiant  

«  THymocytes-Expressed  Molecule  Involved  in  Selection  ».  

    
Le  rôle  de  THEMIS1  dans  le  développement  des  LT  a  été  extensivement  étudié.  L’analyse  

de  souris  déficientes  pour  THEMIS1  démontre  un  rôle  important  de  cette  protéine  lors  de  la  

transition   DP-SP.   Ces   souris   présentent   un   nombre   de   thymocytes   CD4   SP   et   CD8   SP  

diminué  alors  que  le  nombre  de  cellules  DN  et  DP  est  normal  (337-339).  Le  croisement  de  

ces   souris   avec   les  modèles   de   sélection   exprimant   les  TCR   transgéniques  HY  et   AND,  

démontre  que  THEMIS1  est  essentielle  à  la  sélection  positive  des  thymocytes.  La  déficience  

en  THEMIS1  réduit  aussi  l’efficacité  de  la  sélection  négative  mais  a  un  impact  plus  réduit  sur  

celle-ci   (337-339).  En  périphérie,  THEMIS1  est   importante  dans   la   fonction  des  Treg   (341,  

342).  Bien  que   la   fonction  suppressive  des  Treg   ne  soit   pas  affectée  par   la   déficience  en  

THEMIS1  chez  le  rat  Lewis,  elle  est  fortement  impactée  chez  le  rat  BN.  L’analyse  génétique  

du  rat  Lewis  et  du  rat  BN  révèle  des  polymorphismes  affectant  quatre  gènes  situés  sur  une  

région  de  117kb  sur   le  chromosome  9.  Un  de   ces  polymorphismes  affecte   le  gène  de   la  

protéine  de  signalisation  Vav1  et   entraîne  une  mutation  conduisant   à   la   substitution  d’un  

Arginine  par  un  Tryptophane  chez  le  rat  BN.  Cette  mutation  entraîne  une  forte  diminution  de  

l’expression  de  Vav1  et  réduit  sa  fonction  adaptatrice.  Le  défaut  de  fonction  suppressive  des  

Treg  dans   les  rats  BN  déficients  pour  THEMIS1  entraîne  une   inflammation  spontanée  de  

l’intestin.  En  revanche,  le  remplacement  de  la  région  de  117kb  du  rat  BN  par  la  même  région  

provenant  du  rat  Lewis  prévient  le  développement  d’une  maladie  inflammatoire.  Ces  résultats  

montrent  que  THEMIS1  et  Vav1  collaborent  dans  la  fonction  suppressive  des  Treg  (342).  Par  

ailleurs,  la  surexpression  de  THEMIS1  dans  les  Treg  chez  la  souris  conduit  à  l’augmentation  

de  leur  fonction  suppressive  (341).  THEMIS1  est  donc  importante  dans  le  développement  

des  LT  mais  aussi  dans   la   fonction  des  Treg  périphériques.  Les   fonctions  moléculaires  de  

THEMIS2  et  THEMIS1  semblent  relativement  conservées  puisque  l’expression  de  THEMIS2  

dans  des  souris  déficientes  pour  THEMIS1  restaure   le  développement  des  LT  (343).  Tout  

comme  THEMIS1  dans  les  thymocytes,  THEMIS2  est   impliquée  dans  la  sélection  positive  

des  LB  en  développement  en  modulant  la  signalisation  en  fonction  de  l’affinité  BCR  avec  les  

antigènes  (344).    
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2.   Fonctions  de  THEMIS  dans  la  signalisation  des  TCR  
  

THEMIS1   est   recrutée   au   sein   des   complexes  de   signalisation   suite   à   l’engagement   des  

TCR.  La  région  riche  en  proline  PRR  interagit  constitutivement  avec  la  protéine  adaptatrice  

Grb2   qui   est   recrutée   à   l’adapteur   LAT   suite   à   sa   phosphorylation   par   ZAP-70   (345).  

THEMIS1   est   aussi   un   substrat   de   ZAP-70   et   LCK   qui   peuvent,   in   vitro,   conduire   à   la  

phosphorylation  des  tyrosine  Y540  et  Y541.  Cependant,   la  fonction  de  cette  phosphorylation  

n’a  pas  encore  été  déterminée.  L’interaction  de  THEMIS1  avec  Grb2  est  essentielle  dans  le  

développement  des  LT.  En  effet,  la  transduction  de  CSH  déficientes  pour  THEMIS1  par  un  

gène  codant  une  forme  de  THEMIS1  privée  de  sa  région  PRR  ne  parvient  pas  à  restaurer  le  

développement  des  LT  contrairement  à  la  forme  sauvage  transduite  de  façon  similaire  (88).  

La   fonction   de   THEMIS1   dans   la   signalisation   est   très   controversée   et   deux   modèles  

principaux  ont  été  proposés.  

  

2.1.   THEMIS  est  un  régulateur  négatif  de  la  signalisation  
  

Une  première  étude,  réalisée  par  le  groupe  de  Nick  Gascoigne,  a  montré  que  la  déficience  

en   THEMIS1   peut   conduire   à   une   augmentation   de   la   phosphorylation   de   Erk   (346).   De  

manière  intéressante,  cette  augmentation  n’est  mise  en  évidence  que  lorsque  les  TCR  sont  

engagés   par   des   ligands   de   relativement   faible   affinité.   Le   flux   calcique   est   également  

augmenté  dans  les  thymocytes  THEMIS1-/-  DP  stimulés  dans  des  conditions  similaires.  Cette  

étude  montre  que  THEMIS1  interagit  avec  SHP-1  une  phosphatase  inhibitrice  des  signaux  

délivrés  par  les  TCR.  Le  croisement  des  souris  déficientes  pour  THEMIS1  avec  des  souris  

déficientes  pour  le  facteur  pro-apoptotique  Bim  restaure  un  nombre  de  thymocytes  CD8  SP  

et  CD4  SP  comparable  aux  souris  WT  (346).  L’hypothèse  formulée  par  les  auteurs  de  cette  

étude  est  que  THEMIS1  atténue  les  signaux  des  TCR  susceptibles  de  conduire  à  l’apoptose  

des  cellules  lors  de  la  sélection  positive.  THEMIS1  agirait  comme  une  protéine  adaptatrice  

en  recrutant  SHP-1  dans  les  complexes  de  signalisation  des  TCR.  Néanmoins  notre  équipe  

a  montré,  en  utilisant  les  mêmes  modèles  murins,  que  la  déficience  en  BIM  ne  restaure  pas  

la  maturation  des  thymocytes  CD4SP  et  le  nombre  de  LT  CD4+  périphériques  dans  les  souris  

déficientes  pour  THEMIS1  (347)(Annexe1).  De  plus,   la  mutation  de  la  cystéine  catalytique  

de   SHP-1   rendant   la   phosphatase   inactive   a   plutôt   un   effet   inverse   à   la   déficience   en  

THEMIS1,  en  favorisant  la  sélection  positive  (348).  Un  autre  modèle  moléculaire,  présenté  

dans  le  paragraphe  suivant,  a  été  proposé  pour  expliquer  la  fonction  de  THEMIS1  au  cours  

du  développement  des  LT.  
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2.2.   THEMIS  est  un  régulateur  positif  de  la  signalisation  
  
Plusieurs  résultats  suggèrent  que  THEMIS1  exerce  aussi  des  fonctions  stimulatrices  dans  la  

signalisation   des   TCR.   L’expression   de   Nur77,   une   protéine   dont   l’expression   est  

proportionnelle  à  la  signalisation  des  TCR,  est  diminuée  dans  les  thymocytes  THEMIS-/-  DP  

en   cours   de   sélection   positive.   La   surexpression   de   THEMIS1,   au   contraire,   entraîne  

l’expression   accrue   de   Nur77.   THEMIS1   recrute   la   protéine   Vav1,   importante   dans   la  

signalisation  des  LT.  La  déficience  en  THEMIS1  réduit  la  phosphorylation  de  Vav1  dans  des  

thymocytes  stimulés  par  des  doses  variables  d’anticorps  anti-CD3  et  diminue  la  production  

de  Rac1GTP  qui  est  dépendante  de  l’activité  catalytique  de  Vav1.    Par  ailleurs,  la  stabilité  de  

Grb2  qui  contribue  au  recrutement  de  Vav1  à  LAT  est  diminuée  en  absence  de  THEMIS1  

comme   le   démontre   l’augmentation   de   l’ubiquitination   de   Grb2   après   stimulation   des  

thymocytes  (347)(Annexe1).  Un  travail  réalisé  par  l’équipe  de  Paul  Love  auquel  j’ai  participé  

suggère  que  THEMIS1  agirait  sur  Vav1  en  bloquant  l’activité  phosphatase  de  SHP-1.  Des  

analyses   in   vitro,   à   l’aide   de   protéines   recombinantes   codant   pour   la   forme   entière   de  

THEMIS1  ou  une  forme  tronquée  contenant  uniquement  les  domaines  CABIT,  montre  que  

THEMIS1  est  capable  d’inhiber  l’activité  phosphatase  de  SHP-1  en  favorisant  l’oxydation  de  

son  site  catalytique.  En  faveur  de  ce  modèle,  nous  avons  montré  que  la  déficience  en  SHP-

1   dans   les   souris   n’exprimant   pas   THEMIS1   restaure   totalement   le   développement   des  

thymocytes   SP   et   le   nombre   de   LT   matures   dans   les   organes   lymphoïdes   secondaires  

(349)(Annexe2)  (Fig.  17).    
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Figure  17  :  Modèle  de  la  régulation  positive  de  la  signalisation  
SHP-1  est  un  régulateur  négatif  de   la  signalisation  qui  déphosphoryle  LCK  et  ZAP-70  par  
conséquent  favorise  la  diminution  de  la  signalisation.  THEMIS1  recrute  SHP-1  et  conduit  à  
l’oxydation   de   la   cystéine   catalytique.   Cette   oxydation   inhibe   l’activité   phosphatase   et  
favorise  le  soutien  de  la  signalisation  pour  la  sélection  positive.  
  
  

3.   Régulation  de  THEMIS  
  

3.1.   Régulation  de  son  expression  
  

L’analyse  de   l’expression  du  gène   themis  par  RT—qPCR  démontre  une  augmentation  de  

l’expression  de  THEMIS1   lors  du  stade  double  positif  précédant   la  sélection  clonale  (337,  

338).  THEMIS1  interagit  avec  la  déubiquitine  enzyme  USP9X  qui  est  recrutée  par  Grb2  au  

sein  des  complexes  de  signalisation  suite  à   l’engagement  du  TCR.  Nous  avons  démontré  

que  l’engagement  du  TCR  conduit  à  la  diminution  de  l’ubiquitination  de  THEMIS1  et  que  cette  

diminution   d’ubiquination   dépend   de   l’activité   d’USP9X.   La   délétion   d’USP9X,  

spécifiquement   dans   les   LT   par   le   modèle   USP9Xfl/fl   CD4Cre,   révèle   l’augmentation   de  

l’ubiquitination  de  THEMIS1  suite  à  l’engagement  du  TCR  (350)(Annexe3).  
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3.2.   Régulation  de  son  activité  et  de  sa  localisation  
  

Des  analyses  de  spectrométrie  de  masse   révèlent  que  THEMIS1   interagit  avec  plusieurs  

protéines  dont  les  fonctions  sur  la  signalisation  des  TCR  sont  bien  connues.  Ces  analyses  

montrent  également  que  l’un  des  partenaires  principaux  de  THEMIS1  dans  les  thymocytes  

est  une  protéine  impliquée  dans  régulation  de  la  dynéine,  un  complexe  moteur  essentiel  au  

transport  de  molécules  et  de  structures  cellulaires  sur  les  microtubules.  Il  s’agit  de  la  protéine  

Lis1  qui  est  l’objet  central  de  mon  travail  de  thèse  (347)(Annexe1).  
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   CHAPITRE  III  :  LIS1,  UNE  MOLECULE  INDISPENSABLE  DANS  LA  VIE  
CELLULAIRE    

  
  
Les  travaux  d’Orly  Reiner  sur  une  maladie  neurale  sévère  appelée  lissencéphalie  ont  mis  en  

évidence  la  perte  du  locus  ou  d’une  partie  du  locus  17p13.3  sur  le  chromosome  17  humain.  

Cette  perte  de  locus  entraîne  des  délétions  d’une  partie  ou  de  la  totalité  du  gène  pafah1b1.  

La  protéine  issue  de  ce  gène  fut  ainsi  appelée  Lis1  pour  lissencephaly-1.  Cependant,  comme  

ce  locus  contient  d’autres  gènes,  il  a  fallu  attendre  des  études  génétiques  plus  approfondies  

chez  la  souris  pour  établir  une  relation  fonctionnelle  entre  la  lissencéphalie  et  la  mutation  de  

Lis1  (351).  

Les  fonctions  cellulaires  et  moléculaires  de  Lis1  ont  été  initialement  étudiées  chez  Aspergillus  

nidulans.  Des  mutants  présentaient  un  défaut  de  division  et  de  migration  nucléaire  à  forte  

température.   Ces   études   ont   permis   de   déterminer   une   famille   de   5   gènes   appelés   nud  

(nuclear  distribution)  dont  la  mutation  affecte  la  redistribution  du  noyau  dans  le  cytoplasme.  

Des  analyses  approfondies  de  ce  groupe  de  gènes  étaient  à  la  source  de  l’hypothèse  selon  

laquelle   le  gène  nudF   coderait   une  protéine  de  signalisation   activant   la  voie   de   transport  

nucléaire  médiée  par  la  dynéine  codée  en  partie  par  nudA.  Des  analyses  d’alignement  de  

séquences  ont  montré  une   identité  de  42%  et  une  similarité  de  62%  entre  Lis1  et  NudF,  

suggérant  qu’il  s’agissait  des  mêmes  protéines  (352).  La  relation  entre  Lis1  et  la  dynéine  a  

été   partiellement   établie   suite   à   l’étude   des   gènes   nud   dans   Aspergillus   nidulans.   La  

migration   cellulaire   est   rétablie   dans   les  mutants   présentant   une  mutation   du  gène  nudF  

lorsque   le  gène  nudA  est  surexprimé  dans   le  modèle  suggérant  que   la  mutation  de  nudF  

affecte  nudA  (353).  

Nous  verrons  dans  cette  partie  que  Lis1  est  étroitement  liée  à  la  dynéine  mais  aussi  à  un  

autre   complexe   appelé   PAFAH-1B   et   par   conséquent   aux   évènements   moléculaires   et  

cellulaires  associés  à  ces  complexes.  

  

  

I.   Effets  physiologiques  associés  à  la  perte  ou  au  gain  d’expression  de  Lis1  
  

La  variation  d’expression  de  Lis1,  qu’il  s’agisse  d’une  perte  ou  d’un  gain  d’expression  conduit  

à  des  effets  neurologiques  graves.  Il  s’agit,  à  ce  jour,  des  conséquences  physiologiques  les  

plus   décrites   suite   à   un   défaut   d’expression   de   Lis1.   En   outre,   la   perte   d’expression  

spontanée  de  Lis1  ou  la  présence  de  SNP  au  sein  du  gène  pourraient  aussi  être  à  l’origine  

de  développement  tumoral.  
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1.   Conséquences  neurologiques  
  
Les  conséquences  neurologiques  associées  à  des  défauts  d’expression  de  Lis1  peuvent  être  

dues  à  différents  types  de  mutation.  En  effet,  il  peut  s’agir  d’une  perte  hétérozygote  de  Lis1  

parce   que   le   gène   est   tronqué   ou   excisé,   d’un   gain   de   fonction   par   dérégulation   de   son  

expression  et  enfin  de  mutations  ponctuelles  sur  le  gène  pouvant  affecter  la  structure  et  la  

fonction  de  la  protéine  résultante  (354-358).    

  

Les   lissencéphalies   et   microcéphalies   sont   des   maladies   neurologiques   graves   se  

caractérisant  par  la  mauvaise  organisation  du  cortex  cérébral  au  cours  du  développement  

neural.   Elle   touche  1   nouveau-né   sur   100000   et   il   n’existe   pas  de   traitement   curatif.   Les  

enfants  naissant  avec  ces  maladies  ont  une  espérance  de  vie  d’environ  dix  ans  dans  les  cas  

les   plus   graves.   Les   patients   atteints   de   lissencéphalies   présentent   une   texture   lisse   du  

cerveau,   sans   sillons   cérébraux   (agyrie).  Dans   le   cas   de  microcéphalies,   les   sillons   sont  

présents   mais   réduits   (pachygirie)   (Fig.   18A).   Le   syndrome   Miller-Dieker   correspond   à  

l’excision  au  niveau  du  locus  17p13.3  contenant  le  gène  pafah1b1  (359)  (Fig.  18B).  D’autres  

formes   de   lissencéphalies,   ou   microcéphalies,   peuvent   être   dues   à   des   mutations  

ponctuelles  conduisant  soit  à   la  perte  d’expression  de  pafah1b1,  soit  à   l’expression  d’une  

protéine   tronquée   ou   inactive   (360)   (Fig.   18C).   D’autres   formes   de   lissencéphalies,   plus  

rares,  sont  dues  à  l’expression  exacerbée  de  pafah1b1.  La  taille  du  cerveau  de  ces  patients  

est  considérablement  diminuée  suggérant  que  l’expression  de  ce  gène  doit  être  précisément  

régulée  (357).    

Cependant,   le  gène  pafah1b1,   n’est   pas   seul   responsable   des   cas   de   lissencéphalies   et  

microcéphalies.  En  effet,  ces  maladies  peuvent  survenir  par  excision  ou  mutation  d’autres  

gènes  spécifiques  comme  tubg1,  dync1h1,  kif5c  et  kif2a  (361).    
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Figure  18  :  Lis1  dans  la  lissencéphalie  
(A)  IRM  de  patients  sains,  atteints  de  microcéphalie  et  de  lissencéphalie.  Adapté  de  «  New  
insights   into   genotype–phenotype   correlations   for   the   doublecortin-related   lissencephaly  
spectrum  »   par   Bahi-Buisson   et   al.,   2013.   (B)   Schématisation   non   à   l’échelle   du   locus  
17p13.3.  Les  gènes  présentés  ne  représentent  qu’une  liste  exhaustive.  Adapté  de  Ensembl  
genome  browser  92  (https://www.ensembl.org/).  (C)  Schématisation  non  à  l’échelle  du  gène  
pafah1b1   présentant   quelques   mutations   retrouvées   chez   des   patients   atteints   de  
lissencéphalie  ou  microcéphalie.  Adapté  de  «  LIS1-related  isolated  lissencephaly:  spectrum  
of  mutations  and  relationships  with  malformation  severity  »  par  Saillour  et  al.,  2009  
  
  

2.   Développement  tumoral  
  

La  perte  d’hétérozygotie  est  une  perte  d’un  locus  ou  d’une  région  de  locus  conduisant  à  la  

perte  d’expression  des  gènes  présents  dans  ce  locus.  Ce  phénomène  est  retrouvé  dans  de  

nombreuses   formes   de   cancer.   La   perte   d’hétérozygotie   au   niveau   du   locus   17p13.3   est  

récurrente  (362)  et  a  été  détectée  dans  des  cas  de  leucémie,  cancers  du  sein,  cancers  des  

ovaires   (363),      tumeurs  astrocytaires  (364).  Le   rôle  exact  de  cette  perte  de   locus  dans   le  

développement  des  cancers  n’a  pas  été  étudié  en  détail.  L’analyse  de  médulloblastomes  

résultants  de  cette  perte  d’hétérozygotie  ne  conduit  pas  à  la  perte  d’expression  de  Lis1  (365).  

Cependant,   dans   le   cas   du   carcinome   hépatique,   elle   s’accompagne   de   la   diminution  

d’expression  de  Lis1.  La  transfection  de  sh-ARNm  dirigé  contre  le  transcrit  Lis1,  dans  une  

lignée  de  cellules  hépatiques  conduit  à  des  développements  de  colonies  tumorales  in  vitro.  
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L’injection  à  des  souris  de  cellules  traitées  par  ce  sh-ARNm  entraine  le  développement  de  

tumeur   hépatique,   suggérant   que   la   perte   hétérozygote   de   Lis1   peut   conduire   au  

développement   tumoral   (366).   En   revanche,   la   surexpression   de   Lis1   dans   ces   lignées  

tumorales  ne  conduit  pas  au  développement  de  tumeurs  chez  la  souris.    

Une  étude  a  aussi   révélé   la  présence  de  SNP  dans   le  gène  pafah1b1   retrouvés  chez  de  

nombreux  patients  présentant  des  leucémies  myéloïdes.  Il  n’y  a  aucune  donnée  vérifiant  que  

le  développement  tumoral  chez  ces  patients  résulte  d’une  variation  d’expression  de  Lis1  ou  

d’un  problème  fonctionnel  lié  à  cette  protéine  (367).  

  
3.   Conséquences  immunitaires  de  la  perte  d’expression  de  Lis1  

  
Les  conséquences  immunitaires  de  la  déficience  en  Lis1  n’ont  jamais  été  rapportées  à  ce  

jour.  Cependant,  il  existe  un  cas  de  patient  pour  lequel  la  lissencéphalie  s’accompagne  d’une  

diminution  des  LT  CD4+  et  CD8+.  L’analyse  étant  faite  en  1989,  il  s’agissait  du  phénotype  de  

la   lissencéphalie   sans   certitude  que   Lis1   soit   affectée   chez   ce   patient,   ou  même  que   ce  

défaut  ne  soit  dû  qu’à  un  seul  gène  (368).    

  

  
II.   Fonctions  moléculaires  

  
Lis1  est  exprimée  par  le  gène  pafah1b1  localisé  sur  le  chromosome  17  chez  l’homme  et  sur  

le  chromosome  11  chez  la  souris.  La  protéine  Lis1,  d’une  taille  de  47KDa,  est  constituée  d’un  

domaine  de  dimérisation  N-terminal  LisH  et  d’une  région  de  7  domaines  WD40  formant  une  

structure   tridimensionnelle   en   hélice   .   Lis1   agit   sous   forme   homodimère   justifiant  

l’importance  du  domaine  LisH  pour  ses  fonctions  (Fig.  19).  Des  expériences  de  compétition  

démontrent  que  la  surexpression  de  la  région  N-terminale  de  la  protéine  affecte  la  croissance  

des  colonies  d’Aspergillus  nidulans  (369).  Par  ailleurs,  la  délétion  du  domaine  LisH  chez  la  

souris   affecte   le   développement   neural.   L’absence   de   dimérisation   ne   permet   plus  

l’interaction   de   Lis1   avec   la   dynéine  ou   le   complexe  PAFAH-1B   (370).   L’expression   d’un  

dimère  artificiel  de  Lis1  dépourvu  du  domaine  LisH  (GST-LisH)  restaure  la  capacité  de  Lis1  

à  réguler  la  dynéine  (371).  L’hélice    formée  par  les  7  domaines  WD40,  permet  l’association  

de   Lis1   avec   ses   partenaires   (Fig.   19C).   L’analyse   structurale   par   cristallographie   du  

complexe  PAFAH-1B,  démontre  que  des   interactions   ioniques  sont  engagées  entre   cette  

région   et   les   autres   sous   unités   de   ce   complexe   (372).   Certains   patients   atteints   de  

lissencéphalies,   présentent   des  mutations   ponctuelles   dans   leur  génome   conduisant   à   la  

substitution  d’un  résidu  chargé  par  un  résidu  neutre.  L’analyse  de  ces  mutations  dans  des  
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lignées   cellulaires   démontre   que,   suite   à   ces   substitutions,   l’interaction   entre   Lis1   et   ses  

partenaires  est  fortement  compromise  (373).  La  protéine  Lis1  est  très  conservée  au  sein  de  

l’évolution.  La  souris  et   l’homme  partagent  une  identité  de  plus  de  99%  dans  la  séquence  

protéique.   Lis1   et   son   homologue   Pac1   chez   la   levure   ont   une   identité   de   30%   et   une  

similarité   de   45%   (374).   Chez   les   végétaux,   OsLIS-L1   est   une   protéine   présentant   un  

domaine   de   dimérisation   LisH   et   sept   domaines   WD40   similaires   à   Lis1.   De   manière  

intéressante,   des   mutants   pour   OsLIS-L1   présentent   un   défaut   de   gamétogénèse   et   de  

croissance  par  défaut  de  la  prolifération  des  cellules  chez  le  riz  (375).  Nous  verrons  dans  la  

suite  de  ce  chapitre  que  Lis1  joue  un  rôle  essentiel  dans  la  prolifération  cellulaire.      

  

  

  

  

  

Figure  19  :  Structure  de  Lis1  
(A)  Schématisation  de  la  protéine  Lis1  avec  un  domaine  de  dimérisation  LisH  et  une  hélice  
  constituée  de  sept  domaines  WD40  pour  l’interaction  avec  des  partenaires.  LisH  et  l’hélice  
  sont  reliées  par  une  région  coiled-coil    (B)  Structure  d’un  dimère  de  LisH  obtenue  après  
diffraction   des   rayons   X   par   Kim   et   al.,   2004.   (C)   Structure   de   deux   hélices      de   Lis1  
complexées  à  un  dimère  obtenu  après  diffraction  des  rayons  X  par  Tarricone  et  al.,  2004.  (B)  
et   (C)   les   images   ont   été   obtenues   après   sélection   de   l’orientation   d’intérêt   sur   «  NGL  
viewer  »  par  Rose  et  al.,  2015  et  Rose  et  al.,  2016.  
  
  

1.   Régulation  du  complexe  PAFAH-1B  
  

1.1.   Le  complexe  PAFAH-1B  
  
Le   complexe  Platelet   activating   factor  acetylhydrolase  1B  ou  PAFAH-1B,   fait   partie  de   la  

famille   enzymatique   PAFAH   comprenant   la   Lysoprotein-associated   phospholipase   A2,  

PAFAH-1B   et   PAFAH-2.   Ces   enzymes   catalysent   la   déacétylation   du   second   messager  

lipidique   PAF   (1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphophatidylcholine)   conduisant   à   la  

formation  de  lyso-PAF,  l’intermédiaire  inactif  de  PAF.  Ce  second  messager  est  synthétisé  et  
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sécrété  par  les  cellules  suite  à  divers  stimuli.  La  stimulation  du  récepteur  de  PAF  (PAFR)  par  

PAF   entraîne   l’activation   de   voies   de   signalisation   par   l’activation   de   phospholipases   qui  

hydrolysent  le  PIP2  en  DAG  et  en  PIP3.  Cette  signalisation  active  l’expression  et  la  sécrétion  

de   facteurs   inflammatoires   par   les   cellules   immunitaires   et   altère   la   sécrétion   de  

neurotransmetteurs  dans  le  système  nerveux.  La  dérégulation  de  sa  fonction  conduit  à  des  

inflammations  exacerbées  et  à  des  effets  toxiques  sur  les  neurones  (376,  377).  

  

1.2.   Rôle  de  Lis1  dans  la  fonction  enzymatique  de  PAFAH-1B  
  
Le   complexe   PAFAH-1B   est   un   tétramère   constitué   de   deux   sous   unités   enzymatiques  

PAFAH-1B2  et/ou  PAFAH-1B3.  Le  dimère  de  PAFAH-1B1,  correspondant  à  Lis1,  stabilise  

l’interaction   du   complexe   enzymatique   (372).      La   fonction   de   Lis1   au   sein   du   complexe  

PAFAH-1B  est  complexe.  En  effet,  son  action  dépend  de   la  combinaison  des  sous  unités  

enzymatiques   de   PAFAH-1B.   Des   expériences   in   vitro,   révèlent   que   Lis1   augmente  

considérablement  l’activité  enzymatique  du  dimère  PAFAH-1B2/PAFAH-1B2  alors  qu’il  n’a  

pas   d’effet   sur   le   dimère   PAFAH-1B2/PAFAH-1B3.   Au   contraire,   Lis1   aurait   une   activité  

répressive  sur  l’activité  du  dimère  PAFAH-1B3/PAFAH-1B3  (378).  Bien  que  chaque  dimère  

soit  capable  de  catalyser  la  déacétylation  de  PAF,  ils  peuvent  avoir  des  spécificités  à  d’autres  

substrats  et  à  différents  tissus  (Fig.  20).    
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Figure  20  :  Représentation  de  Lis1  au  sein  du  complexe  PAFAH-1B  

(A)  Représentation  schématique  de  Lis1  complexée  aux  dimères  PAFAH-1B2/PAFAH-1B2,  
PAFAH-1B2/PAFAH-1B3  et  PAFAH-1B3/PAFAH-1B3.  Lis1  favorise  l’activité  déacétylase  de  
PAFAH-1B2/PAFAH-1B2   ce   qui   conduit   à   la   déacétylation   de   PAF   pour   inhiber   la  
signalisation  et  l’inflammation  associées  à  PAF.  (B)  Représentation  structurale  de  complexe  
PAFAH-1B  obtenue  par  diffraction  des  rayons  X.  La  résolution  structurale  des  hélices    de  
Lis1  complexées  au  dimère  de  PAFAH  a  été  obtenue  par  Tarricone  et  al.,  2004  et  le  dimère  
LisH  par  Kim  et  al.,  2004.    La  rotation  a  été  réalisée  à  l’aide  de  «  NGL  viewer  »  par  Rose  et  
al.,  2015  et  Rose  et  al.,  2016.  
  
  

2.   Régulation  de  la  Dynéine    
  

2.1.   Généralités  sur  dynéine  
  
La   dynéine   est   un   complexe   de   haut   poids   moléculaire   (≈1,5MDa)   comprenant   de  

nombreuses   sous   unités.   Les   deux   chaines   lourdes   contiennent   chacune   un   domaine  

d’interaction   avec   les   microtubules   MTBD,   un   domaine   flexible   dit   linker,   une   région   C-

terminale  de  dimérisation  et  d’interaction  avec  des  cargos  et  une  région  motrice  présentant  

6  domaines  ATPase  AAA.  Les  domaines  AAA1  à  AAA4  sont  capables  de  fixer   l’ATP.  Les  

fonctions  précises  des  domaines  AAA2  et  AAA4  ne  sont  pas  connues  alors  que  les  domaines  

AAA1  et  AAA3  hydrolysent  l’ATP  et  participent  à  l’action  motrice  de  la  dynéine.  Le  domaine  

AAA1  est  le  domaine  essentiel  au  déplacement  de  la  dynéine  alors  que  le  domaine  AAA3  

est   important  pour  réguler   le  déplacement  (379).  La  régulation  du  complexe  se   fait  par   le  

biais  de  ses  domaines  moteurs  et  des  domaines  d’interactions  avec  les  microtubules.  Deux  
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chaines  intermédiaires,  deux  petites  chaines  intermédiaires  et  six  petites  chaines  sont  aussi  

mises  à  contribution  dans  la  régulation  du  complexe  et  des  fonctions  associées  (Fig.  21).    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figure  21  :  Représentation  de  la  dynéine  
(A)  Représentation  d’un  dimère  de  dynéine  sur  un  plan  afin  d’observer  la  composition  des  
deux  chaines  lourdes  constituées  d’une  région  motrice  chacune.  Ces  chaines  lourdes  ont  sur  
leur  extrémité  N-terminale  deux  petites  chaines  intermédiaires,  deux  chaines  intermédiaires  
et  six  petites  chaines  qui  participent  à   la  dimérisation  du  complexe  et  à  sa  régulation.   (B)  
Représentation  de  la  dynéine  vue  de  côté  avec  la  deuxième  chaine  lourde  à  l’arrière  comme  
elle   sera   représentée   dans   la   suite   de   cette   thèse.   L’encart   est   une   chaine   lourde   de   la  
dynéine  observée  en  microscopie  électronique  par  Burgess  et  al.,  2003  pour  leur  publication  
«  Dynein   structure   and   power   stroke  ».   (C)   Mouvement   de   la   dynéine   vers   l’extrémité  
négative   des   microtubules.   L’ATP   se   fixant   sur   AAA1   conduit   à   la   déstabilisation   de   la  
dynéine  des  microtubules.  L’hydrolyse  de   l’ATP  entraine  un  changement  conformationnel  
propulsant  la  dynéine.  Ce  changement  conformationnel  est  favorable  à  l’interaction  avec  les  
microtubules.  La  libération  du  Pi  entraine  la  conformation  initiale  de  la  dynéine  qui  peut  de  
nouveau  fixer  une  molécule  d’ATP.  
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La  dynéine,  réalise  un  déplacement  rétrograde  sur  les  microtubules,  de  l’extrémité  positive  

située   au   cortex   cellulaire   vers   l’extrémité   négative   correspondant   au   centrosome   à  

l’exception   des   neurones.   La   dynéine   transporte   de   nombreux   objets   cellulaires,   de   la  

molécule   comme   l’ARNm   à   l’organite   comme   les   mitochondries   et   les   noyaux.   Ce  

déplacement  est  dépendant  de  l’ATP  s’hydrolysant  dans  les  sous  unités  motrices  AAA1  et  

conduisant  à  des  changements  conformationnels  modifiant  l’affinité  du  domaine  MTBD  avec  

les  microtubules.  De  plus,  ces  changements   structuraux  conduisent  à   la  propulsion  de   la  

dynéine  pour  son  déplacement  (380)  (Fig.  21).    

  

La  fonction  de  la  dynéine  dans  le  transport  ou  dans  la  stabilisation  de  complexe  est  fortement  

dépendante  du  complexe  dynactine  et  des  régulateurs  Lis1  et  Asunder.  La  dynactine  se  fixe  

à  la  dynéine  et  agit  comme  un  intermédiaire  entre  la  dynéine  et  les  adaptateurs  moléculaires  

qui  se   fixent  aux  cargos.  Elle  déclenche   la  mobilité  de   la  dynéine  ou  alors  participe  à  sa  

stabilisation   sur   les   microtubules   selon   les   adaptateurs   moléculaires   associés.   Ces  

adaptateurs  sont  des  protéines  ayant  une  spécificité  plus  ou  moins  grande  pour  les  structures  

cellulaires   à   transporter   (381).   Alors   que   Spindly   est   impliquée   dans   l’attachement   de   la  

dyneine  aux  kinétochores  lors  de  la  mitose  (382),  Hook  et  FIP  interviennent  dans  le  transport  

d’endosomes   et   d’organites   (383,   384).  HkRP3  conduit   au   transport   de  granules   lytiques  

dans   les   cellules  NK   vers   la   synapse   immunologique   et  Trak   est   spécifique   du   transport  

mitochondrial  (385,  386).  BicD  et  Egl  sont  associées  au  transport  d’ARNm  par  le  complexe  

mRNP  (387).  Il  a  été  récemment  découvert  que  la  ninéine  représente  un  nouvel  adaptateur  

de   la  dynéine.  La  ninéine  est  une  protéine  du  centrosome  ce  qui  suggère  que  celle-ci  est  

importante  dans  le  déplacement  du  centrosome  (381)  (Fig.  22).  
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Figure  22  :  La  dynéine  interagit  avec  la  dynactine  qui  recrute  des  adaptateurs  spécifiques  
(A)  Représentation  de   l’interaction  entre   la  dynéine  et   la  dynactine.  La  dynactine   interagit  
avec   les   chaines   intermédiaires   de   la   dynéine.   (B)   La   dynactine   recrute   de   nombreux  
adapteurs  spécifiques  aux  structures  à  véhiculer.  Hook  et  FIP  interviennent  dans  le  transport  
des  organites  et  des  endosomes.  Trak  et  Milton  sont  spécifiques  de   la   relocalisation  des  
mitochondries.   Spindly   entre   en   jeu   lors   de   la   mitose   pour   permettre   l’accrochage   des  
microtubules  aux  kinétochores.  BicD  et  Egl  interviennent  pour  le  transport  des  ARNm.  HkRP3  
est  mis  en  place  pour  la  polarisation  des  granules  lytiques  vers  la  synapse  immunologique  
des  cellules  NK.  Enfin  la  ninéine  est  un  potentiel  adaptateur  car  interagit  avec  la  dynéine  et  
est  spécifique  des  centrosomes  mais  il  reste  à  déterminer  la  fonction  de  la  ninéine  associée  
à  la  dynéine.  
  
  

2.2.   Régulation  de  l’activité  motrice  
  

Il  est  solidement  établi  depuis  de  nombreuses  années  que  Lis1  joue  un  rôle  essentiel  dans  

la   régulation   spatiale   de   nombreuses   structures   cellulaires.   Cette   régulation   nécessite  

l’activité  de  la  dynéine  qui  est  finement  modulée  par  Lis1.  L’association  de  Lis1  à  la  dynéine  

nécessite  les  protéines  Nde1  ou  NdeL.  En  effet,  in  vitro,  l’absence  de  ces  protéines  ne  permet  

pas  l’interaction  de  Lis1  avec  la  chaine  lourde  de  la  dynéine.  Nde1/NudeL  interagit  avec  la  

région  de  sept  domaines  WD40  de  Lis1  et  avec  les  chaines  intermédiaires  de  la  dynéine.  Le  

complexe   Lis1-Nde1/NudeL   interagit   avec   la   dynéine   et   favorise   le   recrutement   de   la  
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dynactine   (388).   Le   complexe   dynactine   interagira   ensuite   avec   les   adaptateurs   des  

structures   d’intérêt.   De   nombreux   modèles   existent   concernant   les   mécanismes   de  

régulation  de  la  dynéine  par  Lis1  :  

  

Lis1  initie  le  déplacement  de  la  dynéine  à  partir  des  extrémités  positives  des  microtubules  :    

Des  expériences   in  vitro,  démontrent  que  la  vitesse  de  déplacement  de  la  dynéine  sur  les  

microtubules  est  considérablement  augmentée  en  présence  de  Lis1  (389).  Cependant,  des  

expériences   in   vivo   chez  Aspergilus   nidulans   démontrent   le   contraire   (390).   De  manière  

intéressante,  NudE  et  la  dynactine  interagissent  avec  le  même  site  d’interaction  sur  la  chaine  

intermédiaire  de  la  dynéine.  Des  analyses  biochimiques  révèlent  que  la  dynactine  et  NudE  

entrent  en  compétition  pour   interagir  avec  ce  domaine.  Ces  données  suggèrent  fortement  

que   la  dynactine  dissocie   le   complexe  NudE-Lis1   de   la  dynéine  pour  activer   la  migration  

(391).   Supportant   cette   idée,   le   suivi   de   la   migration   d’endosomes   par   kymographie,  

démontre   que   Lis1   ne   colocalise   pas   avec   les   endosomes   durant   leur   mouvement   au  

contraire  de   la  sous  unité  p25  de   la  dynactine  (390,  392).  Ceci  suggère  que  Lis1   initie   le  

mouvement  de  la  dynéine  sur  les  microtubules  mais  ne  régule  pas  sa  vitesse  de  déplacement  

lors  du  transport  d’organelles  (Fig.  23).    

  

Figure  23  :  Lis1  initie  le  
déplacement  de  la  
dynéine  
Lis1   est   recrutée   à   la  
dynéine  par  les  molécules  
NudE/NudEL  et  stabilise  la  
dynéine   sur   les  
microtubules.   L’interaction  
de   la   dynactine   avec   la  
dynéine   conduit   à   la  
libération  de  la  dynéine  de  
Lis1   et   donc   à   son  
déplacement  
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Lis1  recrute  et  stabilise  la  dynéine  aux  extrémités  positives  des  microtubules  :    

Lis1   est   fortement   concentrée   aux   extrémités   positives   des   microtubules   et   n’est   pas  

détectée  au  cours  du  déplacement  des  objets  cellulaires  par  la  dynéine.  Lis1  peut  conduire  

au   recrutement   de   la   dynéine   à   l’extrémité   positive   des   microtubules   en   favorisant  

l’interaction  de  la  dynactine  avec  EB1  et  CLIP170  (393,  394).  Cela  permet  le  recrutement  de  

IQGAP1  au  niveau  du  cortex  cellulaire,  ce  que  nous  discuterons  dans  la  partie  «  Fonctions  

cellulaires  »   (395).   Par   ailleurs,   en   favorisant   l’interaction   de   la   dynactine   avec   EB1   et  

CLIP170,  Lis1  favorise  le  recrutement  de  la  dynéine  au  niveau  des  kinétochores  lors  de  la  

mitose  (396,  397)  (Fig.  24).    

  

  

Figure  24  :  Lis1  stabilise  la  
dynéine   aux   extrémités  
positives  des  microtubules  
Lis1   est   recrutée   à   la  
dynéine   par   les   molécules  
NudE/NudEL   et   stabilise   la  
dynéine   sur   les  
microtubules.   Le  
recrutement  de  la  dynactine  
conduit  à  l’association  de  la  
dynéine   avec   CLIP170   ce  
qui  le  stabilise  au  niveau  des  
kinétochores   et   du   cortex  
cellulaire  
  

  

  

  

  
  

Lis1  facilite  le  transport  des  gros  chargements  par  la  dynéine  

Lis1  est  importante  pour  le  déplacement  des  structures  cellulaires  telles  que  les  noyaux,  les  

vésicules   et   d’autres   structures  cellulaires   (390,  397-399).  Cependant,   il   a  été   clairement  

observé   que   l’extinction   du   gène   pafah1b1   conduit   à   un   défaut   de   migration   majeur   de  

lysosomes  de  taille  importante  alors  que  les  petits  lysosomes  sont  moins  affectés  (400).  Ces  

données   suggèrent   que   la   fonction   de   Lis1   sur   la   dynéine   dépend   du   chargement   à  

transporter.  Une  publication  récente  démontre,  dans  des  lignées  cellulaires  COS-7,  que  le  

complexe   Lis1-dynéine-Nde1   permet   de   maintenir   l’interaction   entre   la   dynéine   et   les  
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microtubules.   Lis1   serait   seulement   importante   pour   l’initiation   du   transport   des   charges  

légères  mais  contribuerait  au  transport  des  charges  lourdes  tout  au  long  de  leur  déplacement  

sur   les  microtubules.  Dans   ce  cas  précis,   Lis1  permettrait   de  maintenir   l’interaction  de   la  

dynéine  avec  les  microtubules  et  son  cargo  (401)  (Fig.  25).    

  
Figure   25   :   Lis1   facilite   le  
transport  de  chargements  de  
taille  importante  
  
Lis1  est  recrutée  à  la  dynéine  
par   les   molécules  
NudE/NudEL   et   stabilise   la  
dynéine   chargée   de   grands  
cargos   sur   les   microtubules  
pour   maintenir   une   tension  
suffisante  entre  la  dynéine  et  
les   microtubules.   Pour   les  
petits   chargements,   Lis1  
n’est  pas  indispensable.  
  

  

  

  

  

  
  

Sur   le   plan   moléculaire,   des   études   de   diffraction   aux   rayons   X   et   de   microscopie  

électronique   révèlent   que   Lis1   interagit   avec   la   région   AAA3/4   de   la   dynéine   (389).  

L’interaction  de  la  dynéine  avec  les  microtubules  n’impacte  pas  l’hydrolyse  de  l’ATP  dans  le  

domaine  AAA1.  Lis1  exerce  des  modifications  structurales  sur   la  dynéine  et  modifie  ainsi  

l’affinité  du  domaine  MTBD  pour  les  microtubules.  Cet  effet  dépend  du  statut  nucléotidique  

du  domaine  AAA3.  En  absence  de  nucléotide  ou  en  présence  d’ADP  dans  cette  région,  Lis1  

augmente   l’affinité   de   la   dynéine   pour   les   microtubules.   Cependant,   Lis1   fragilise   cette  

interaction   lorsque   le   domaine   AAA3   fixe   une   molécule   d’ATP.   Le   statut   nucléotide   du  

domaine   AAA3   régule   les  modes   d’interaction   de   Lis1   avec   la   dynéine.   Par  microscopie  

électronique  et  reconstruction  atomique  du  complexe  dynéine  et  Lis1,  les  auteurs  ont  révélé  

que  deux  domaines  en  hélice    d’un  dimère  de  Lis1  se  fixe  sur  la  dynéine  en  présence  d’ATP.  

L’un   interagit  avec   le  domaine  AAA3  alors  que   l’autre  contacte   la   région  coiled-coil  de   la  

chaine  lourde  faisant  l’intermédiaire  entre  le  moteur  et  le  domaine  MTBD.  Au  contraire,  en  

absence   de   nucléotide   ou   en   présence   d’ADP,   seulement   une   hélice      interagit   avec   la  
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dynéine  au  niveau  de  AAA3.  En  présence  d’ATP,  l’interaction  d’un  domaine  en  hélice    de  

Lis1  fragiliserait  le  domaine  coiled-coil  et  déstabiliserait  l’interaction  de  la  dynéine  avec  les  

microtubules  entrainant  son  décrochement  (402)  (Fig.  26).    

  

Figure  26  :  L’état  nucléotidique  
de  AAA3  régule  l’activité  de  Lis1  
vis-à-vis  de  la  dynéine  
  
La   présence   d’ATP   sur   le  
domaine   AAA3   conduit   à  
l’interaction   d’une   hélice      de  
Lis1  avec  le  domaine  coiled-coil  
de   AAA6   entrainant   la  
déstabilisation.   En   présence  
d’ADP   ou   sans   nucléotide,  
l’hélice    interagit  seulement  au  
AAA5  et  stabilise  la  dynéine  sur  
les  microtubules.  
  

  
  

  
  
  

III.   Fonctions  cellulaires    
  

Comme  mentionné  dans  les  paragraphes  précédents,  Lis1  est  un  régulateur  de  la  dynéine  

et   de   PAFAH-1B.   Lis1   est   donc   impliquée   dans   de   nombreux   processus   cellulaires  

dépendants  de  ces  complexes  moléculaires.  

  

1.   Lis1  dans  la  migration  cellulaire  
  
La  fonction  de  Lis1  dans  la  migration  cellulaire  a  été  fortement  analysée  au  cours  d’études  

portant  sur  la  lissencéphalie.  En  effet,  chez  des  souris  hétérozygotes  pour  Lis1,  la  structure  

du  cortex  cérébral  est  fortement  altérée  et  le  suivi  de  la  migration  des  neurones  révèle  un  

retard   de   migration   des   cellules   (370,   403).   De   plus,   l’extinction   de   Lis1   par   ARNm  

interférents  dans  des  neurones  conduit  au  défaut  majeur  de  la  migration  des  neurones  (404).  

La  surexpression  de  Lis1  affecte  également  l’organisation  du  cortex  cérébral  (357,  405).  Ces  

données   démontrent   l’importance   du   dosage   de   Lis1   dans   la   migration   neurale.   Mais   la  

fonction   de   Lis1   dans   la   régulation   de   la   migration   cellulaire   n’est   pas   spécifique   aux  

neurones   et   peut   être   mise   en   jeu   dans   d’autres   types   cellulaires.   Dans   la   lignée   de  
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fibroblastes  NIH3T3,   l’extinction  de  Lis1  conduit  à   la  diminution  de  la  vitesse  de  migration  

(406).  

Lis1  peut  affecter  la  migration  des  cellules  par  différents  mécanismes.  La  migration  cellulaire  

dépend  de  la  polarisation  de  molécules  effectrices  permettant  les  protrusions  cellulaires  et  

l’agrippement  des  cellules  à  un  substrat  par  le  biais  de  molécules  d’adhésion.  La  migration  

dépend  aussi  du  recyclage  de  ces  molécules  d’adhésion  et  de  la  réorganisation  des  organites  

au  sein  des  cellules  (407).    

  

1.1.   Recrutement  et  polymérisation  d’actine  corticale  
  

L’actine   corticale   représente   les   filaments   d’actines   polymérisés   au   niveau   du   cortex  

cellulaire.   Suite   au   chimiotactisme,   des   fibres   d’actine   sont   polymérisées   au   niveau   des  

récepteurs  aux  chimiokines  permettant  alors  la  formation  des  protrusions  cellulaires.  Cette  

polymérisation  polarisée  d’actine  est  due  à  la  régulation  de  petites  protéines  G  CDC42,  Rac1  

et  RhoA.  L’activation  de  ces  molécules  se  fait  par  échange  de  leur  GDP  en  GTP.  Rac1  et  

CDC42  sont  activées  au  niveau  du  lamellipode  à  l’avant  de  la  cellule  en  migration  alors  que  

RhoA  est  activée  à  l’uropode  de  celle-ci  (407).  Il  a  été  démontré  que  la  perte  hétérozygote  

de  Lis1  dans   les  neurones  de  souris  conduit  à   la  diminution  des   lamellipodes   lorsque   les  

cellules  sont  mises  en  culture  sans  stimulation.  L’analyse  de  l’activation  des  petites  protéines  

G  démontre  une  forte  diminution  de  l’activation  de  Rac1  et  CDC42  mais  l’augmentation  de  

RhoAGTP.  Cela  s’accompagne  d’une  réduction  de  la  polymérisation  d’actine  au  lamellipode  

(408).   Dans   un   contexte   d’activation   neuronale   par   engagement   de   récepteurs   NMDA,  

l’activation  de  Rac1,  CDC42  et  même  RhoA  est   diminuée  dans   les   cellules  partiellement  

déficientes  pour  Lis1.  L’activation  de  ce  récepteur,  conduit  au  déclenchement  du  flux  calcique  

qui  n’est  pas  affecté  par  l’absence  de  Lis1.  Cependant,  une  diminution  de  recrutement  de  la  

protéine  IQGAP1  au  niveau  du  cortex  cellulaire  a  été  constatée.  IQGAP1  est  activée  par  le  

calcium   et   permet   de   stabiliser   les   formes   Rac1GTP   et   CDC42GTP.   IQGAP1   formerait   un  

complexe  avec  Lis1  et  CLIP170  suite  à  un  flux  calcique  pour  stabiliser  Rac1GTP  et  CDC42GTP  

au  niveau  du  cortex  cellulaire  et  favoriser  la  polymérisation  d’actine  corticale  (395).  

  

1.2.   Adhérence  des  cellules  et  adhérence  focale  
  

L’adhérence  des  cellules  au  substrat  pour  la  migration  peut  se  faire  par  des  protéines  de  la  

famille  des  intégrines  et  des  cadhérines.  Ces  protéines  forment  des  points  d’adhésion  focaux  

afin  que  le  cytosquelette  puisse  diriger  la  cellule  et  ses  composants  vers  l’avant.  Une  étude  
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publiée   cette   année,   a   montré   que   le   nombre   d’adhérences   focales   est   spécifiquement  

diminué  au  lamellipode  suite  à  l’extinction  de  Lis1  par  interférence  à  ARNm  dans  des  cellules  

NIH3T3.  Ceci  est  corrélé  à  une  réduction  de  la  force  de  traction  des  cellules  (406).  Chez  la  

drosophile,  il  a  été  démontré  que  la  déficience  en  Lis1  conduit  à  la  diminution  de  E-cadhérine  

à  la  surface  de  cellules  souches  germinales.  La  fonction  moléculaire  de  Lis1  sur  l’expression  

à   la   surface  des   cellules   de   cette  molécule   d’adhésion   reste   encore   inconnue   (409).  Par  

ailleurs,  il  a  été  établi  par  des  expériences  de  biochimie  que  Lis1  interagit  avec  le  domaine  

C-terminal  de   la  protéine  APC  (410,  411).  La  déficience  en  APC  affecte   la   localisation  de  

Lis1  et  de  la  dynéine  suggérant  qu’APC  régule  la  localisation  de  Lis1  au  cours  de  la  migration  

(190).   APC  est   transportée   vers   le   lamellipode  par   la   kinésine  et   interagit   au   niveau   des  

adhérences   focales   avec   IQGAP1.   APC   permet   de   dissocier   les   adhérences   focales   et  

permet  ainsi  la  progression  des  cellules  (411,  412).    

  

1.3.   Mouvement  d’organites  au  cours  de  la  migration  
  

Au  cours  de  la  migration  cellulaire,  le  noyau  se  réoriente  vers  l’uropode  alors  que  l’appareil  

de   golgi   et   le   centrosome  se   placent   à   l’avant   du   noyau   (407).   L’intérêt   du   remaniement  

nucléaire   n’est   pas   totalement   compris.   Il   semblerait   cependant   qu’il   favoriserait   le  

déplacement   des   cellules   en   facilitant   l’interaction   du   cytosquelette   avec   la   matrice  

extracellulaire  par   l’intermédiaire  des  protéines  d’adhésions  (413,  414).  Les  déplacements  

du  golgi  et  du  centrosome  en  revanche  semblent  être  indispensables  à  la  migration  cellulaire  

puisqu’ils   permettraient   de   diriger   les   vésicules   vers   le   lamellipode   (415).   Par   ailleurs,   la  

connexion  du  centrosome  et  du  noyau  est  importante  pour  le  mouvement  du  noyau  au  cours  

de   la  migration.  Dans  des  cellules  en  cours  de  migration,   la  déficience  en  Lis1  affecte   le  

couplage  entre  le  centrosome  et  le  noyau.  Lis1  et  DCX  pourraient  ainsi  collaborer  dans  la  

migration  neuronale  en  maintenant  l’association  du  centrosome  avec  le  noyau  par  le  biais  

des  microtubules  et  de  la  dynéine  (416-418).  Par  ailleurs,  Lis1  est  concentrée  au  niveau  du  

lamellipode   de   cellules  NIH3T3   en  migration.   L’expression   d’un   dominant   négatif   de   Lis1  

affecte  la  réorientation  du  centrosome  et  par  conséquent  la  migration  des  cellules  (419).  Lis1  

est   donc   importante   dans   la   relocalisation   du   centrosome   et   du   noyau   au   cours   de   la  

migration  cellulaire.    
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2.     Régulation  de  la  division  cellulaire  
  

La  prolifération  des  cellules  se  caractérise  par  la  progression  de  chaque  cellule  dans  le  cycle  

cellulaire.  Les  cellules  au  repos  sont  dans  une  phase  de  quiescence  appelée  G0  au  cours  

de  laquelle  l’activité  intracellulaire  est  diminuée.  Suite  à  des  stimuli,  les  cellules  quittent  cet  

état   de   quiescence,   entrent   en   phase   G1   et   se   préparent   à   dupliquer   leur   ADN.   Cette  

préparation  nécessite  l’expression  de  protéines  impliquées  dans  la  réplication  comme  l’ADN  

polymérase.  La  synthèse  de   l’ADN  se  réalise  pendant   la  phase  S  au  cours  de   laquelle   la  

quantité   d’ADN   est   doublée   (420).   Le   centrosome   se   duplique   également   pendant   cette  

phase   (421).   Suite   à   la   phase   S,   les   cellules   entrent   en   phase  G2   et   se   préparent   à   la  

séparation   de   l’ADN   et   par   conséquent   à   la   division   cellulaire   lors   de   la   mitose.   Les  

centrosomes   nouvellement   formés   commencent   à   se   séparer.   La   dynéine   sur   les  

microtubules  issus  des  centrosomes  interagit  avec  la  dynactine  et  l’adaptateur  BicD2  associé  

aux  pores  nucléaires.  Ce  déplacement  entraine,  par   la  suite,   la  dissolution  de   l’enveloppe  

nucléaire  au  début  de  la  prophase  (422).  La  mitose  est  un  processus  séquentiel,  hautement  

régulé,   qui   assure   la   bonne   répartition   de   l’ADN   et   de   diverses   protéines   vers   les   pôles  

opposés  de  la  cellule  qui  généreront  les  cellules  filles.  Elle  se  caractérise  par  la  condensation  

de  l’ADN  lors  de  la  prophase  au  cours  de  laquelle  la  membrane  nucléaire,  l’appareil  de  golgi  

et   le   réticulum   endoplasmique   se   fragmentent.   Les   chromosomes   formés   lors   de   la  

prométaphase   rejoignent  ensuite   la  plaque  équatoriale  de   la  cellule.   L’alignement  de   ces  

chromosomes   lors   de   la  métaphase   est   un   processus   finement   régulé.   Les   chromatides  

sœurs  sont  maintenues  sur  la  plaque  métaphasique  par  des  tensions  mécaniques  générées  

par  les  moteurs  moléculaires  kinésines  et  dynéines  au  niveau  des  microtubules.  Par  ailleurs,  

ces  chromatides  sœurs  sont  liées  entre  elles  par  la  cohésine.  L’activation  d’APC/C  conduit  à  

la  dégradation  de   la  sécurine   libérant   la  séparase.  Cette  dernière  dégrade   la  cohésine  et  

conduit  à  la  séparation  des  chromatides  sœurs  (423).  L’inactivation  de  l’une  ou  de  l’autre  de  

ces   protéines   motrices   conduit   à   un   déséquilibre   affectant   alors   l’organisation   des  

chromosomes.  Ces  moteurs  moléculaires  sont  aussi  mis  à  contribution  au  cours  du  transport  

des  chromatides  sœurs  vers   les  pôles  opposés  des  cellules.  Par  ailleurs,   le  traitement  au  

nocodazole  synchronise  les  cellules  lors  de  la  prométaphase  indiquant  l’importance  capitale  

des  microtubules  dans  ce  processus  (424)  (Fig.  27).    
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Figure  27  :  Déroulement  du  cycle  cellulaire  
Schématisation  du  cycle  cellulaire  au  cours  duquel  les  cellules  se  divisent  en  deux  cellules  
filles.   Au   cours   de   la   phase  S   se  déroule   la   duplication   de   l’ADN  et   du   centrosome.   Les  
centrosomes   composés  de   centrioles   se   séparent   au   cours   de   la   phase  G2   à   l’aide   des  
protéines  motrices.  L’ADN  se  condense  en  chromosomes  au  cours  de  la  prophase  et  ces  
chromosomes  se  réorientent  par  la  polarité  donnée  par  les  centrosomes  (les  points  verts).  
Au  cours  de  l’anaphase  les  chromatides  sœurs  se  séparent  pour  former  deux  cellules  filles  
constituées  de  la  même  quantité  de  matériel  génétique.  Au  centre  de  l’image  est  représentée  
l’organisation  des  microtubules  en  mitose.  Trois  groupes  de  microtubules  se  distinguent  :  les  
microtubules   astraux   (en   vert)   qui   fixent   les   centrosomes   au   cortex   cellulaire,   les  
microtubules   kinétochoriens   (en   rouge)   dont   l’extrémité   positive   s’enchâsse   dans   les  
kinétochores  et  enfin  les  microtubules  polaires  (en  bleu)  qui  se  croisent  et  sont  responsables  
du  maintien  de  la  polarité  des  cellules  en  mitose  grâce  aux  moteurs  moléculaires.  
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Lis1  joue  un  rôle  essentiel  au  cours  de  la  division  cellulaire  (425,  426).  La  délétion  totale  du  

gène  pafah1b1  est   létale  chez  la  souris.  L’analyse  de  la  prolifération  au  stade  précoce  de  

l’embryogénèse   dans   ces   souris   démontre   une   division   fortement   altérée.   Lis1   est   donc  

importante  dans  la  prolifération  des  cellules  au  cours  de  l’embryogénèse  probablement  par  

la  régulation  de  la  dynéine  (403,  427).  Dans  le  cas  de  souris  hétérozygotes,  la  fréquence  des  

cycles   de   prolifération   n’est   pas   affectée   de   façon  majeure.   Cependant,   la   symétrie   des  

divisions  est  compromise  ce  qui  entraîne  la  différenciation  accrue  des  cellules  souches  (428,  

429).  La  fonction  de  Lis1  dans   la  prolifération  cellulaire  est   fortement  conservée  entre   les  

espèces  comme  le  démontre  son  implication  au  sein  de  Aspergillus  nidulans,  Caenorhabditis  

elegans,  Drosophila  et  chez  les  végétaux  en  plus  de  chez  les  mammifères  (369,  375,  426,  

429,  430).  

  

2.1.   Fonctions  de  Lis1  au  cours  de  la  phase  G2  du  cycle  cellulaire  
  

Durant   la   phase  G2   se  déroule   la   séparation   des   centrosomes  dupliqués   au   cours   de   la  

phase   S   du   cycle   cellulaire.   La   duplication   des   centrosomes   est   essentielle   pour   le   bon  

déroulement  de  la  mitose  (422).  Dans  des  lignées  cellulaires  MEF,  la  déficience  en  Lis1  dans  

un  modèle  inductible  par  le  tamoxifène  ERCre  Lis1fl/fl  conduit  d’une  part  à  l’amplification  des  

centrosomes   et   à   la   mauvaise   localisation   de   ces   derniers.   La   multipolarité   aberrante  

résultante  de  l’amplification  des  centrosomes  peut  conduire  à  la  mauvaise  organisation  des  

chromosomes  en  métaphase.  L’amplification  du  centrosome  peut  être  le  résultat  de  plusieurs  

phénomènes.   Elle   peut   être   la   conséquence   de   la   fragmentation   des   centrioles   due   à   la  

mauvaise   régulation   de   l’élongation   des   centrioles   et/ou   au   retard   important   de   la  

prométaphase  (431-434).  Par  ailleurs,  l’amplification  du  centrosome  peut  survenir  en  cas  de  

fragmentation  du  matériel  péricentriolaire  entourant   les  centrioles  et  étant  à   la  base  de   la  

nucléation   des   microtubules   (432,   435).   L’analyse   fine   par   microscopie   confocale   des  

centrosomes  dans  le  modèle  ERCre  Lis1fl/fl  révèle  une  augmentation  du  nombre  de  centrioles  

dans  le  matériel  péricentriolaire.  Cependant,   les  mécanismes  précis  de  cette  amplification  

sont  encore  mal  compris  (436).  

  

2.2.   Fonctions  de  Lis1  dans  le  déroulement  de  la  mitose  
  

La  mitose  est  un  événement  essentiel  dans  la  prolifération  des  cellules.  Elle  représente  la  

phase   finale   du   cycle   cellulaire   et   entraîne   la   séparation   de  deux   cellules   filles.  Celles-ci  

bénéficieront   d’un   matériel   génétique   identique.   Cependant,   dans   le   cas   d’une   division  
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asymétrique,  la  distribution  des  protéines  est  différente.  La  déficience  en  Lis1  dans  le  lignée  

cellulaire   MEF   par   le   modèle   ERCre   Lis1fl/fl   conduit   à   une   augmentation   du   temps   de   la  

transition  métaphase  à  anaphase  (437).  Par  ailleurs,   l’analyse  de  la  métaphase  démontre  

une  mauvaise   organisation  des  chromosomes   sur   la  plaque  métaphasique   (397).   Le  bon  

déroulement   de   la  mitose,   nécessite   l’interaction   de   la   dynéine  avec   les   kinétochores   au  

niveau  des  chromosomes  mais  aussi   la  capacité  de   la  dynéine  à   réaliser  un  mouvement  

rétrograde  (438).  Le  maintien  des  chromosomes  en  métaphase  nécessite  aussi  la  capacité  

de  la  dynéine  à  connecter  les  microtubules  polaires  et  kinétochoriens  (439).  Le  maintien  des  

chromosomes   sur   la   plaque  métaphasique   nécessite   des   tensions   entre   la   dynéine   et   la  

kinésine  (440,  441).  L’inhibition  de  la  dynéine  ou  de  la  kinésine  déstabilise  cet  équilibre  et  

conduit   à   un   défaut   d’alignement   des   chromosomes   sur   la   plaque   métaphasique.   En  

revanche,  l’inhibition  concomitante  de  la  kinésine  et  de  la  dynéine  améliore  l’organisation  des  

chromosomes   (442).   La   mauvaise   organisation   des   chromosomes   dans   les   cellules  

déficientes   pour   Lis1   est   restaurée   par   l’inhibition   de   la   kinésine   Eg5.   Ces   résultats  

démontrent   donc   l’importance   de   Lis1   dans   l’équilibre   des   forces   entre   la   dynéine   et   la  

kinésine  au  cours  de  la  mitose  (442).  Lis1  colocalise  avec  les  kinétochores  comme  le  révèlent  

des   expériences   d’imagerie   (396).   Un   des   composants   des   kinétochores,   CENP-F,   est  

important  dans  le  recrutement  de  Lis1  et  de  Nde1/NdeL  au  niveau  des  chromosomes  (443).  

Le   mouvement   des   chromosomes   par   la   dynéine   vers   les   pôles   des   cellules,   nécessite  

l’adaptateur  Spindly.  Comme  attendu,  l’extinction  de  Lis1  par  interférence  à  ARNm  entraîne  

une  réduction  du  transport  de  Spindly  vers  le  centrosome  (444).  

  

3.   Transport  d’organelles  
  
Les  découvertes  des  fonctions  cellulaires  et  moléculaires  de  Lis1  ont  été  réalisées  en  partie  

au  cours  d’études  sur  le  modèle  Aspergillus  nidulans  pour  comprendre  la  migration  du  noyau  

dans   ces   cellules.   Ces   données   montrent   clairement   que   Lis1   est   importante   dans   le  

mouvement  du  noyau  au  sein  de  la  cellule.  Lis1  est  aussi  importante  dans  la  migration  des  

endosomes  et  des  peroxysomes  dans  ces  cellules.  De  manière  intéressante,  la  mutation  de  

Lis1   chez   la   drosophile   augmente   le   transport   mitochondrial   antérograde   et   rétrograde.  

Cependant,  cette  mutation  n’entraine  pas  la  délétion  totale  de  Lis1  dans  ces  souches.  Cette  

observation   suggère   que   Lis1,   dans   certaines   conditions,   peut   réguler   négativement   le  

transport  des  mitochondries  (445).  Cependant,  l’extinction  totale  de  Lis1  par  interférence  à  

ARNm   conduit   à   une   réduction   majeure   du   transport   rétrograde   et   antérograde   des  

mitochondries   et   des   lysosomes   dans   des   lignées   cellulaires   (446,   447).   De   manière  
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intéressante,   Lis1   est   capable   d’interagir   avec   la   kinésine,   responsable   du   transport  

antérograde.  La  délétion  de  Lis1  affecte  le  mouvement  de  la  kinésine  vers  l’extrémité  positive  

des  microtubules  mais  pas  son  transport  rétrograde.  De  manière  intéressante,  la  délétion  de  

Nde1   ou   NdeL   n’affecte   que   le   transport   rétrograde   des   mitochondries.   Ces   résultats  

suggèrent  que  Lis1  est  capable  de  réguler  l’activité  de  la  kinésine  de  manière  indépendante  

de  Nde1  au  cours  du  transport  d’organelles  (446).  

  

4.   Transport  et  recyclage  des  molécules  
  

4.1.   Transport  d’ARNm  
  
Le   transport  d’ARNm  vers  une  zone  spécifique  de   la  cellule  peut  conduire  à   la  régulation  

localisée  de  l’expression  de  protéines  (448).  L’investigation  des  composants  de  la  machinerie  

de  localisation  des  ARNm  chez  la  drosophile  révèle  que  la  dynéine,  la  dynactine  et  Lis1  sont  

recrutées  à   la  séquence  signal  de   localisation  des  ARNm.  L’analyse   fine  par   imagerie  de  

drosophiles  mutantes  pour  Lis1  démontre  que   la  mutation  de  Lis1  affecte   la  relocalisation  

des  ARNm  au  sein  des  cellules.  Lis1  est  importante  pour  le  recrutement  de  la  dynéine  et  de  

la   dynactine   à   la   séquence   de   localisation   des   ARNm.   Cependant   la   mutation   de   Lis1  

n’affecte  pas  le  recrutement  de  Egl  et  BicD  qui  sont  les  adaptateurs  associés  au  transport  

d’ARNm.   Egl   et   BicD   sont   donc   directement   associés   à   la   séquence   de   localisation   des  

ARNm  et  Lis1  favorise  l’association  de  Egl  et  BicD  à  la  dynéine  et  à  la  dynactine  (449).    

  

4.2.   Transport  de  protéines  
  
Le  transport  et  le  recyclage  des  protéines  peuvent  se  faire  grâce  aux  vésicules  endocytées  

et  exocytées.  Il  a  été  démontré  que  Lis1  joue  un  rôle  important  dans  l’endocytose  comme  je  

l’ai  présenté  dans  un  paragraphe  antérieur.  Une  fonction  bien  décrite  de  Lis1  est  sa  capacité  

à  faire  retourner  la  dyneine  à  sa  position  d’origine  à  l’extrémité  positive  des  microtubules.  Il  

a  été  démontré  que  la  déficience  en  Lis1  conduit  à  la  diminution  du  transport  antérograde  de  

dynéine  par  la  kinésine.  Cette  donnée  démontre  donc  l’importance  de  Lis1  dans  le  transport  

de  la  dynéine  vers  l’extrémité  positive  des  microtubules  (450).    

  

5.   Lis1  au  sein  dans  la  signalisation  cellulaire  
  
Bien  que  Lis1  ne  semble  pas  être  impliquée  dans  une  voie  de  signalisation  spécifique,  elle  

pourrait  être  mise  en  jeu  dans  le  transport  ou  la  stabilisation  de  complexe  de  signalisation.  

Cependant,  les  données  démontrant  la  fonction  de  Lis1  dans  la  signalisation  diffèrent.  



88  
  
  
  
  

En  effet,  il  a  été  montré  que  Lis1  interagit  avec  la  protéine  BRAP,  un  régulateur  négatif  de  la  

voie  des  MAPK.  La  déficience  en  Nde1,  conduit  à  l’augmentation  du  recrutement  de  KSR,  

un  adapteur  des  MAP  kinase,  et  par  conséquent  une  augmentation  de  la  phosphorylation  de  

Mek  et  Erk  suite  à  la  stimulation  par  des  doses  réduites  de  EGF  et  FGF.  Le  recrutement  de  

KSR   est   réduit   en   l’absence   de   Lis1   également.   De   par   ces   résultats,   les   auteurs   ont  

interprété  que  Lis1  jouerait  un  rôle  dans  le  recrutement  de  BRAP  au  niveau  de  KSR  (451,  

452).  Une  publication  récente  suggère  que  Lis1  stimule  la  phosphorylation  de  Erk  et  de  Akt  

en  contrôlant  l’expression  des  récepteurs  FGFR.  Dans  cet  article,  les  auteurs  ont  utilisé  un  

modèle  conditionnel  supprimant  complètement  le  gène  codant  Lis1.  La  perte  de  Lis1  entraîne  

une   diminution   d’expression   du   récepteur   FGFR   qui   est   liée   à   l’augmentation   de   sa  

dégradation  par  les  lysosomes  et  la  diminution  de  son  recyclage.  L’engagement  du  récepteur  

FGFR  conduit  à   la  phosphorylation  de  Nde1   interrompant   l’interaction  entre  Lis1  et  Nde1  

accompagnée  de  la  dégradation  du  récepteur  par  le  lysosome  (453).    

  

  

IV.  Régulation  de  Lis1  
  
L’expression   ou   l’activité   de   Lis1   est   hautement   régulée   dans   les   cellules.   Comme  

longuement  discutée  dans  ce  chapitre,   l’expression  excessive  ou  la  perte  d’expression  de  

Lis1   sont  associées   à   des   troubles   physiologiques  graves.  La   régulation   d’expression   ou  

d’activité  des  protéines  peut  se   faire  à  plusieurs  niveaux,  qu’elle  soit   par   leur   localisation  

cellulaire,  par  leur  expression  ou  même  par  des  modifications  post-traductionnelles.  

  

1.   Régulation  d’expression  génique  
  

Les   facteurs  de   transcription   régulant   l’expression  de  Lis1  ne  sont  pas  connus,  bien  que  

l’expression  de  ce  gène  soit  fortement  régulée.  En  effet,  l’expression  de  Lis1  est  différente  

selon  les  stades  de  développement,  après  la  naissance  mais  aussi  entre  les  différents  types  

cellulaires  et  tissus  (404).    

  

2.   Régulation  post-transcriptionnelle  
  

MAGOH  entre  en  jeu  dans  le  complexe  de  traduction  des  ARNm  en  protéines.  Dans  le  cas  

de  délétion  hétérozygote  de  magoh,  le  niveau  de  transcrit  de  Lis1  est  identique  au  contrôle  

alors  que   la   proportion  de  protéines   est   diminuée.   Les  souris  hétérozygotes  pour  magoh  

présentent  un  phénotype  comparable  à  celui  observé  dans  le  cas  de  souris  hétérozygotes  
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pour  Lis1  (454).  L’expression  de  l’ARNm  provenant  du  gène  pafah1b1  en  protéine  pourrait  

aussi  être  régulée  par  des  petits  ARN.  Dans  la  lignée  cellulaire  PC12,  le  petit  ARN  miR-139-

5p  conduit  à  la  diminution  d’expression  de  Lis1.  Ce  petit  ARN  régule  le  développement  neural  

chez  le  rat.  Dans  les  lignées  cellulaires  PC12  et  HCN-2,  l’absence  de  Lis1  et  de  miR-139-5p  

entraine  une  faible  migration  des  cellules.  L’expression  de  Lis1  conduit  à  une  augmentation  

considérable  de   la  migration  qui  est  diminuée  drastiquement  en  présence  de  miR-139-5p  

(455).    

  

3.   Modifications  post-traductionnelles  
  

3.1.   Phosphorylation    
  

Des  expériences  anciennes  suggèrent  que  Lis1  peut  être  phosphorylée  sur  une  sérine.  Des  

tests  de  phosphorylation  in  vitro  en  présence  de  différentes  kinases  révèlent  que  Lis1  peut  

être  phosphorylée  par  la  kinase  CKII  (456).  De  plus,  Lis1  est  phosphorylée  après  traitement  

des   neurones   à   la   D-sérine,   un   agoniste   capable   de   stimuler   les   neurones.   La  

phosphorylation  de  Lis1  pourrait  réguler  la  localisation  de  Lis1  au  sein  de  la  cellule  de  façon  

CLIP170  dépendante  (394).  Le  rôle  précis  de  cette  phosphorylation  n’est  pour   le  moment  

pas   connu.   Cependant,   la   phosphorylation   des   partenaires   de   Lis1   peut   réguler   les  

interactions.  En  effet,   la  phosphorylation  de  Nde1  et  NdeL1  sur   leur   thréonine  T131  et  T132  

respectivement   par  PKA  conduit   à   la  perte  de   l’interaction   entre  Lis1  et  Nde1  ou  NdeL1.  

L’activité  de  PKA  est  modulée  par  le  complexe  PDE4/DISC  suite  à  une  élévation  du  niveau  

d’AMPc   dans   la   cellule.   Cette   phosphorylation   est   enrichie   dans   le   noyau   et   dans   les  

centrosomes   au   cours   de   la   mitose   probablement   pour   réguler   l’action   de   Lis1   dans   ce  

processus   (457).  Nde1  et  NdeL1  peuvent   aussi   être   substrats  d’autres  protéines  kinases  

telles  que  CDK1,  CDK5  et  Aurora  A  régulant   l’interaction  de  Lis1  avec  Nde1/NdeL1  et  du  

complexe  Nde1-Lis1  avec  la  dynéine.  La  phosphorylation  de  la  sérine  S231  par  CDK5  au  cours  

de   la   prophase   des   cellules   neurales   réduit   l’interaction   de   Lis1   et   Nde1   au   niveau   de  

l’enveloppe   nucléaire   (458).   Par   conséquent,   les   phosphorylations   de   Nde1   et   NdeL1  

peuvent  réguler,  indirectement,  la  fonction  de  Lis1  vis  à  vis  de  la  dynéine.  

  

3.2.   Sumoylation  et  ubiquitination  
  

Il  a  été  démontré,  chez  la  levure,  que  Pac1p,  un  homologue  de  Lis1,  peut  être  sumoylé  et  

ubiquitiné.   La   fonction   de   ces   modifications   post-traductionnelles   reste   incomprise.  

Cependant,   cet   article   a   démontré   que   la   sumoylation   de   Pac1p   pouvait   entraîner  
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l’ubiquitination   de   cette   protéine.   Cela   pourrait   alors   conduire   à   sa   dégradation   par   le  

protéasome  (459).  

  

4.   Régulation  spatiale  et  de  sa  stabilité  
  

4.1.   Stabilité  fonctionnelle  
  

Comme   je   l’ai   présenté   largement  dans  ce  chapitre,   Lis1   est   à   la   fois  une   sous  unité   du  

complexe   enzymatique   PAFAH-1B   et   un   régulateur   de   la   dynéine.   Nde1   et   NdeL1   sont  

indispensables   pour   la   fonction   de   Lis1   dans   la   régulation   de   la   dynéine.   De   manière  

intéressante,  Nde1  et  NdeL1  entrent  en  compétition  avec  les  sous  unités  PAFAH-1B2/3  pour  

leur  interaction  avec  Lis1  (372).  La  surexpression  des  sous  unités  PAFAH-1B2  et  PAFAH-

1B3  dans  des  lignées  cellulaires  conduit  à  la  diminution  conséquente  du  transport  rétrograde  

et  à  du  retard  mitotique.  En  revanche,   l’expression  ectopique  de  NdeL1  dans  ces  cellules  

surexprimant   les   sous   unités  PAFAH-1B2   et   PAFAH-1B3   restaure   le   positionnement   des  

organelles.  La  fonction  de  Lis1  dans  le  complexe  PAFAH-1B  n’entre  donc  pas  en  jeu  dans  

la  régulation  de  la  dynéine.  Ces  données  démontrent  que  la  stabilité  fonctionnelle  de  Lis1  

dans  le  complexe  enzymatique  PAFAH-1B  ou  dans  l’activité  de  la  dynéine  peut  être  régulée  

négativement  par  Nde1/Ndel1  et   les  sous  unités  PAFAH-1B2/3  respectivement  (404).  Par  

ailleurs,  la  surexpression  des  sous  unités  PAFAH-1B2/3  dans  un  contexte  mitotique  conduit  

à   l’augmentation  de   l’anormalité  du  nombre  de  centrosomes  et  de  noyaux.  L’analyse  par  

imagerie  démontre  la  localisation  affectée  de  Lis1  en  cas  de  surexpression  de  sous  unités  

de  PAFAH-1B  (460).  Dans  les  neurones,  l’activité  de  Lis1  est  régulée  par  la  signalisation  de  

la  Reelin.  Suite  à  l’association  de  la  Reelin  sur  le  récepteur  VLDLR,  Dab1  est  recrutée  au  

récepteur   VLDLR   entrainant   la   phosphorylation   de   Dab1.   Dab1   interagit   donc   avec   Lis1  

conduisant  à  la  dissociation  de  Lis1  du  complexe  PAFAH-1B.  Par  conséquent,  Lis1  devient  

disponible  pour  son  activité  de  régulateur  de  la  dynéine  au  cours  du  développement  neural  

(461).    

  

4.2.   Stabilité  structurale  
  

La  stabilité  de  Lis1  peut  être  régulée,  comme  mentionné  précédemment,  par  sumoylation  et  

ubiquitination  (459).  Mais  la  protéine  NudC  participerait  à  la  stabilisation  de  Lis1.  En  effet,  

l’extinction  du  gène  nudC  par  interférence  à  ARNm  conduit  à  la  diminution  du  niveau  de  Lis1  

dans  des  cellules  HeLa.  Ce  résultat  s’accompagne  de  la  diminution  de  l’interaction  entre  Lis1  
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et  la  protéine  chaperonne  Hsp90.    Lis1  peut  interagir  avec  la  protéine  NudC  qui  stabilise  son  

interaction  avec  la  chaperonne  Hsp90  (462,  463).    

  

4.3.   Régulation  spatiale  
  

La  kinésine  est  essentielle  dans  la  relocalisation  de  Lis1,  de  la  dynéine  et  de  la  dynactine  à  

l’extrémité  positive  des  microtubules.  Chez  une  souche  d’Aspergillus  nidulans  et  Ustilago  

maydis   déficientes   pour   une   kinésine,   la   dynéine   et   Lis1   sont   concentrées   à   l’extrémité  

négative  des  microtubules  en  comparaison  à  des  souches  sauvages.  Ceci  s’accompagne  

d’un   défaut   de   mouvement   des   endosomes   suite   à   l’absence   de   dynéine   disponible   à  

l’extrémité  positive  des  microtubules  (392,  464).  

Par  ailleurs,  l’interférence  à  ARNm  de  NudC  conduit  à  la  mauvaise  localisation  de  la  dynéine  

et  des  organelles.  L’analyse  par  imagerie  démontre  qu’en  absence  de  NudC,  les  protéines  

Lis1,  NdeL1  et  des  sous  unités  de  la  dynactine,  sont  accumulées  au  voisinage  du  noyau.  

Cela  suggère  qu’en  absence  de  NudC,  ces  protéines  ne  parviennent  pas  à  être  relocalisées.  

La  protéine  NudC,  connue  pour   interagir  avec  Lis1   (465),   interagit  aussi  avec   la  protéine  

motrice  kinésine.  Lis1  interagit  avec  la  dynéine  et  la  tubuline  lors  du  transport  antérograde  

par  la  kinésine  (450).  L’analyse  de  la  migration  intracellulaire  dans  les  neurones  démontre  

une  forte  diminution  du  mouvement  antérograde  de  la  dynéine  suite  au  traitement  avec  un  

anticorps  anti-NudC.  Ces  résultats  démontrent  donc  que  NudC  fait   l’intermédiaire  entre   la  

kinésine   et   le   complexe   Lis1-dynéine   pour   leur   transport   vers   l’extrémité   positive   des  

microtubules  (466).  L’arrivée  du  complexe  Lis1-dynéine-kinésine  à   l’extrémité  positive  des  

microtubules,  nécessite  la  libération  du  complexe  pour  la  réactivation  de  la  dynéine.  Il  a  été  

démontré  que  Rab6a  conduit  à   la   libération  de  la  dynéine  en  favorisant  la  dissociation  de  

Lis1  et  de  la  dynéine  (467).  Par  ailleurs,  la  localisation  de  Lis1  peut  être  dépendante  de  la  

protéine   Asunder,   un   autre   régulateur   de   la   dynéine.   La   diminution   de   concentration   en  

Asunder  dans  des  drosophiles  conduit  à  une  diminution  de  la  localisation  de  Lis1  au  niveau  

des  chromosomes  dans  des  cellules  germinales  en  cours  de  méioses  (468).  

Enfin,   la   région  cellulaire  de   traduction  de   l’ARNm  codant  pour  Lis1  peut  aussi  réguler  sa  

localisation   spatiale.   En   effet,   l’abondance   de   l’ARNm   Lis1   est   augmentée   suite   à   la  

stimulation  par  NGF  dans  les  axones  des  neurones  (469).  
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V.   Lis1  dans  le  système  immunitaire  
  
La  fonction  de  Lis1  dans  le  système  immunitaire  a  été  peu  étudiée.  Cependant,  quelques  

publications  révèlent  l’importance  de  cette  protéine  dans  le  développement  et  l’homéostasie  

de  plusieurs  cellules  du  système  immunitaire.  

  
1.   Fonctions  de  Lis1  dans  les  lignées  hématopoïétiques  

  

Comme  expliqué  au  cours  du  chapitre  I  de  cette  thèse,  les  CSH  sont  à  l’origine  du  système  

myéloïde  et  lymphoïde.  Le  modèle  Vav1Cre  Lis1fl/fl  se  caractérise  par  la  délétion  de  Lis1  au  

sein  des  CSH.  Cependant,  les  souris  Vav1Cre  Lis1fl/fl  ne  sont  pas  viables  car  elles  présentent  

un  phénotype  dépourvu  de  sang  dit  «  bloodless  ».  L’analyse  chez  les  fœtus  de  cette  lignée  

démontre   une   proportion   réduite   de   CSH   par   rapport   aux   fœtus   contrôles.   Bien   que   la  

prolifération  des  cellules  ne  soit  pas  affectée  de  façon  majeure,  une  forte  augmentation  de  

la  phase  G2/M  du  cycle  cellulaire  est  observée.  L’analyse  fine  par  imagerie  des  cellules  en  

mitose  démontre  une  mauvaise  répartition  des  chromosomes  au  cours  de  la  mitose  et  un  

nombre   anormal   de   centrosomes.   Cela   conduit   à   l’augmentation   du   nombre   de   cellules  

aneuploïdes   qui   s’accompagne   d’une   augmentation   du   nombre   de   cellules   en   apoptose  

(470).  Dans  un  modèle  inductible  Lis1fl/fl  Rosa26CreER,  conduisant  à  la  délétion  de  Lis1  au  sein  

des  CSH  suite  au  traitement  par   le   tamoxifène,   la  proportion  de  cellules  souches  diminue  

chez  des  souris  adultes.  Cependant,  les  auteurs  ne  trouvent  pas  d’impact  de  l’absence  de  

Lis1  sur  la  prolifération  et  la  mitose  de  ces  cellules.  L’étude  par  imagerie  de  la  distribution  de  

Numb,  une  protéine   impliquée  dans   la  polarisation  des  divisions  cellulaires,   révèle  que   la  

déficience   en   Lis1   accroit   l’asymétrie   des   divisions   cellulaires.   Cette   dérégulation   de   la  

symétrie  des  divisions  accroit  les  processus  de  différenciation  cellulaire  et  diminue  ainsi  la  

proportion  de  CSH  (429).  Ces  deux  publications  démontrent  donc  l’importance  de  Lis1  dans  

la  différenciation  des  cellules  souches  hématopoïétiques.  D’une  part  en  régulant  la  répartition  

des  chromosomes  sur  le  plan  métaphasique  et  d’autre  part  pour  la  redistribution  équitable  

des  protéines  au  sein  des  cellules  en  cours  de  division.    

  

2.   Rôles  de  Lis1  dans  la  fonction  des  lymphocytes  B  
  

Une  publication  faite  en  2017  démontre  le  rôle  de  Lis1  dans  la  fonction  des  LB  périphériques.  

Ces   auteurs   ont   utilisé   le   modèle   AIDCre   Lis1fl/fl   afin   d’obtenir   une   déficience   en   Lis1  

spécifiquement   dans   les   LB   activés.   Le   nombre   de   LB   dans   les   centres   germinatifs   est  

fortement  réduit  suite  à  la  délétion  du  gène  pafah1b1.  L’analyse  par  imagerie  des  cellules  en  
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migration  révèle  que  la  déficience  en  Lis1  conduit  à  l’accumulation  d’actine  à  l’uropode.  Parce  

que  l’uropode  des  cellules  en  migration  présente  une  forte  concentration  en  récepteurs  BCR  

et  en  corécepteurs  et  que  le  cytosquelette  est  important  dans  la  réponse  à  la  stimulation,  les  

auteurs  ont  analysé  si  la  déficience  en  Lis1  affecte  la  signalisation  induite  par  ces  récepteurs.  

La   phosphorylation   d’AKT   et   de   Erk   est   augmentée   dans   les   LB   AIDCre   Lis1fl/fl   MD4  

transgéniques.  Les  auteurs  montrent  aussi  que  le  cycle  cellulaire  est  bloqué  en  mitose  en  

absence  de  Lis1.  L’apoptose  des  cellules  est  augmentée  et  conduit  à   la  diminution  de   la  

proportion  des  LB  activés.  Lis1  a  donc  une  fonction  importante  dans  les  LB  en  permettant  un  

bon  déroulement  de  la  mitose  suite  à  leur  activation.  Lis1  semble  aussi  essentielle  dans  la  

polarisation   des   cellules   afin   de   permettre   une   signalisation   et   par   conséquent   une  

stimulation  régulée  (471).  

  

3.   Rôles  de  Lis1  dans  la  fonction  des  lymphocytes  T  
  

En   2016,   Ngoi   et   al   ont   publié   un   article   montrant   les   conséquences   de   la   déficience  

conditionnelle  de  Lis1  dans  les  LT  en  utilisant  un  modèle  CD4Cre  Lis1fl/fl.  Ce  modèle  conduit  

à  la  délétion  du  gène  pafah1b1  à  partir  du  stade  double  positif  du  développement  des  LT.  Le  

phénotypage  de  cette  lignée  démontre  que  l’absence  de  Lis1  n’affecte  pas  le  développement  

des  LT.  En  revanche,  une  forte  lymphopénie  a  été  mise  en  évidence  avec  une  augmentation  

de  la  proportion  des  LT  activés  CD44hi.  Des  expériences  de  transfert  adoptif  de  thymocytes  

SP  matures  Lis1fl/fl  CD45.1  et  de  Lis1fl/fl  CD4Cre  CD45.2  dans  des  souris  receveuses  montrent  

que  les  thymocytes  déficients  pour  Lis1  migrent  normalement  vers  les  organes  lymphoïdes  

secondaires.   Cependant,   la   prolifération   homéostatique   des   cellules   en   réponse   à   la  

stimulation  par  l’IL-7  est  fortement  impactée  que  ce  soit  dans  le  compartiment  T  CD4+  et  T  

CD8+.  La  déficience  en  Lis1  accroit  l’apoptose  des  cellules  en  cours  de  prolifération  lors  de  

cette  stimulation.  La  déficience  en  Lis1  affecte  aussi  prolifération  des  LT  CD8+  et  CD4+  induite  

suite  à  l’engagement  des  TCR.  Néanmoins,  les  auteurs  concluent  que  la  déficience  en  Lis1  

a  un  impact  plus  sévère  sur  la  prolifération  induite  par  l’IL-7  que  sur  celle  induite  par  les  TCR.  

L’analyse  des  résultats  présentés  suggère,  par  ailleurs,  que  la  déficience  en  Lis1  affecte  plus  

fortement  la  prolifération  des  LT  CD4+  que  celle  des  CD8+  lors  de  l’engagement  des  TCR.  In  

vivo,  l’immunisation  de  souris  OT-I  par  une  forme  de  Listeria  monocytogenes  exprimant  le  

peptide  OVA  montre  que  Lis1  n’affecte  pas  l’expansion  initiale  des  LT  CD8+  spécifiques  de  

l’antigène  et  la  production  d’IFN  dans  ce  modèle.  La  production  d’IFN  est  aussi  normale  in  

vitro  dans  les  cellules  polarisées  en  Th1.  En  revanche,  la  déficience  en  Lis1  entraîne  une  

diminution   de   LT   CD8+   mémoires   suite   à   l’infection   par   Listeria.   De   plus,   la   stimulation  
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antigénique  par  le  peptide  OVA  des  LT  CD8+  OT-I  naïfs  en  présence  d’IL-15  ou  IL-2  montre  

que   les   cellules   déficientes   pour   Lis1   ne   parviennent   pas   à   se   différencier   en   LT   CD8+  

mémoires   in   vitro.   Ces   résultats   suggèrent   que   Lis1   exercerait   un   effet   sélectif   sur   la  

différenciation  des  LT  CD8+  mémoire  (472).  Une  autre  étude  montre  que  Lis1  est  recrutée  

au  sein  de  la  synapse  immunologique  suite  à  la  stimulation  de  cellules  Jurkats  par  des  CPA  

et  des  superantigènes  SEE.  Nde1  est  essentielle  au  recrutement  de  Lis1  et  de  la  dynéine  à  

la   synapse   immunologique.   L’absence   de   Nde1   affecte   la   formation   de   la   synapse  

immunologique  et  entraîne  une  diminution  de  recrutement  du  centrosome  à  proximité  de  la  

synapse   (473).   Ce   phénotype   est   similaire   à   celui   observé   dans   un   modèle   de   cellules  

Jurkats  déficientes  en  une  sous  unité  de  la    dynéine  (159).  
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   OBJECTIFS  DE  LA  THESE  
  
THEMIS1  est   une  protéine   de   signalisation   fortement   impliquée  dans   les  évènements   de  

sélection  positive  et  de  sélection  négative  au  sein  du  thymus  (337-339).  Bien  que  THEMIS1  

soit   recrutée   aux   complexes   de   signalisation   par   Grb2,   mon   équipe   s’est   intéressée   à  

l’interactome  de  THEMIS1  dans  le  but  de  déterminer  de  nouveaux  partenaires.  Mon  équipe  

d’accueil   analysa   l’interactome   de  THEMIS1   par   spectrométrie   de  masse   et   par   criblage  

double  hybride.  Parmi  les  partenaires  de  THEMIS1,  sont  détectées  de  nombreuses  protéines  

de   signalisation   mais   aussi   la   protéine   Lis1   qui   n’avait   jamais   été   étudiée   dans   les   LT  

(347)(Annexe1).  Au  début  de  mon  doctorat,  je  me  suis  intéressé  à  cette  interaction,  et  nous  

avons   déterminé   les   domaines   d’interaction   entre   ces   deux   protéines   (Annexe   4).  

Cependant,  afin  de  comprendre  la  fonction  de  l’interaction  entre  THEMIS1  et  Lis1,  nous  nous  

sommes  demandés  si  Lis1,  comme  THEMIS1,  peut   jouer  un  rôle  au  cours  des  sélections  

thymiques.  L’analyse  des  conséquences  de   la  déficience  en  Lis1  dans   le  développement  

thymique  ne  démontre  pas  d’effet  de  l’absence  de  Lis1  sur  le  développement  des  LT  dans  

un  modèle  CD4Cre.  Des  analyses  complémentaires  confirment  que  la  sélection  positive  ne  

sont  pas  affectés  dans  ce  modèle.  En  revanche,  comme  Ngoi  et  al  l’ont  publié  lors  de  mon  

doctorat,   les   conséquences   sur   la   population   des   LT   périphériques   sont   fortes   avec   une  

diminution  conséquente  de  la  proportion  des  LT  périphériques.  Les  auteurs  ont  déterminé  un  

fort  impact  de  la  prolifération  des  LT  périphériques  suite  à  la  stimulation  par  IL-7  (472).  Dans  

notre  quête  pour  la  compréhension  de  l’interaction  entre  THEMIS1  et  Lis1,  nous  avons  utilisé  

un  modèle  de  déficience  en  Lis1  différents  de  Ngoi  et  al.  En  effet,  le  modèle  CD4Cre  semble  

conduire  à  une  délétion  trop  tardive  des  gènes,  et  nous  pensions  que  ce  modèle  ne  nous  

permettrait  pas  de  détecter  d’éventuels  défauts  au  cours  des  processus  de  sélection  (244).  

Nous  avons  donc  croisé  des  souris  dans  le  but  de  créer  une  délétion  de  Lis1  dans  les  stades  

précoces  du  développement  des  LT.  Dans  ce  modèle  CD2Cre,  nous  remarquons  une  forte  

diminution  de  la  cellularité  thymique  avec  l’accumulation  des  cellules  au  cours  des  stades  

précoces  du  développement  des  LT.  Manifestement,   les  deux  modèles  utilisés  dans  cette  

thèse   ne   nous   ont   pas   permis   de   déterminer   une   éventuelle   fonction   de   Lis1   dans   les  

évènements  de  sélection.  Par  conséquent,  nous  nous  sommes  intéressés  à  comprendre  le  

blocage   du   développement   précoce   des   LT   en   absence   de   Lis1   et   à   déterminer   les  

conséquences  moléculaires  du  blocage  de  la  prolifération  des  LT  périphériques.  Dans  notre  

modèle,  nous  observons  un  blocage  au  cours  des  stades  DN3  du  développement  des  LT.  

Cependant,  la  -sélection  n’est  pas  affectée.  Mais  nous  avons  remarqué  que  la  prolifération  

des   thymocytes   précoces   est   fortement   altérée   tout   comme   la   prolifération   des   LT  
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périphériques.  Par  des  analyses  de  cytométrie  en  image,  nous  observons  une  accumulation  

des  cellules  en  cours  de  mitose  avec  la  diminution  des  cellules  en  métaphase.  Grâce  à  des  

analyses   de   microscopie   confocale   et   de   vidéo-microscopie,   nous   avons   pu   mettre   en  

évidence   un   défaut   au   cours   de   la   prométaphase   de   la   mitose   ainsi   qu’au   cours   de  

l’anaphase.   Cela   conduit   à   la   distribution   inégale   du   matériel   génétique   au   cours   de  

l’anaphase,  entrainant   la  formation  de  cellules  filles  n’ayant  pas   la  même  quantité  d’ADN,  

lorsque  les  cellules  parviennent  à  se  séparer.  Ce  phénomène  s’accompagne  de  l’apoptose  

importante  des  cellules  pouvant  expliquer  l’absence  de  thymocytes  aux  stades  DP  et  la  forte  

diminution  de  LT  périphériques.  
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RESULTATS  
  

Lis1  est  essentielle  au  développement  précoce  des  lymphocytes  T  
  

Pour  analyser  le  rôle  de  Lis1  dans  le  développement  des  LT  et  la  fonction  potentielle  de  son  

interaction  avec  THEMIS1,  nous  avons  croisé  des  souris  exprimant  la  Cre  recombinase  sous  

le  contrôle  du  promoteur  CD2  ou  CD4  avec  des  souris  présentant  dans  leur  génome  deux  

séquences   LoxP   flanquant   les   exons   3   à   6   du   gène   pafah1b1   (Fig.   S1A)(403).   La   Cre  

recombinase   est   exprimée   soit   entre   les   stades   DN1   et   DN3,   dans   le  modèle   de   souris  

transgénique  CD2Cre  (474-476),  soit  plus  tardivement,  entre  les  stades  DN4  et  DP,  dans  le  

modèle   de   souris   transgénique   CD4Cre   (477).  Dans   les   deux  modèles,   les   animaux   sont  

fertiles  et  ne  présentent  pas  de  signes  cliniques  apparents.    

  

Confirmant  une  étude  précédente  réalisée  dans  un  modèle  similaire  (472),  nous  montrons  

que  la  déficience  en  Lis1  dans  les  souris  CD4Cre  ne  modifie  pas  la  cellularité  du  thymus  et  la  

proportion  des  sous  populations  de  thymocytes  DN,  DP,  CD4-SP  et  CD8-SP  (Fig.  S1B  et  

Fig.  1A).  Les  pourcentages  de  cellules  SP  CD24lo  matures  sont  aussi  normales  dans  ces  

souris  (Fig.  S1C).  Nous  observons  également  des  proportions  normales  de  cellules  DP  et  

SP  exprimant  un  niveau  élevé  de  TCR  (TCRhi),  suggérant  que  la  déficience  en  Lis1  n’affecte  

pas  la  sélection  positive  (Fig.  S1D).  Pour  confirmer  cette  observation,  nous  avons  analysé  la  

sélection  positive  des  thymocytes  CD4  SP  dans  des  souris  Lis1fl/fl  CD4Cre  exprimant  le  TCR  

transgénique  AND  qui  est  restreint  aux  molécules  du  CMH-II.  Confirmant  nos  conclusions  

précédentes,  nous  montrons  que  l’absence  de  Lis1  dans  ces  souris  n’affecte  pas  le  nombre  

et  le  pourcentage  thymocytes  CD4  SP  (Fig.  1A).  L’ensemble  de  ces  résultats  suggère  que  

Lis1,   contrairement   à   THEMIS1,   n’est   pas   essentielle   au   développement   tardif   des  

thymocytes  (87,  337-339).    

  

Cependant,  la  délétion  de  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  conduit  à  une  forte  diminution  de  la  

cellularité  du  thymus  et  à  une  augmentation  de  la  proportion  de  cellules  DN  (Fig.  S1B  et  Fig.  

1B).   Le   nombre   absolu   de   cellules   DN   est   similaire   entre   les   souris   Lis1fl/fl   CD2Cre  et   les  

animaux  Lis1fl/fl  alors  que  les  populations  DP  et  SP  sont  quasiment  inexistantes,  illustrant  un  

blocage  du  développement  précoce  des  LT  (Fig.  1B).  L’analyse  de  Lis1  par  cytométrie  en  

flux  montre  que  les  cellules  DP  et  SP  persistantes  dans  ce  modèle  expriment  partiellement  
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ou  totalement  Lis1  suggérant  qu'une  partie  ou  que  la  totalité  de  ces  cellules  ait  échappé  à  la  

délétion  du  gène  codant  Lis1  par  la  Cre  recombinase  (Fig.  suppl.  2A).  L’analyse  des  sous-

populations  DN  dans   les  souris  Lis1fl/fl  CD2Cre,   indique  une  accumulation  de  cellules  DN3  

(CD44-   CD25+)   et   une   diminution   majeure   du   nombre   de   cellules   DN4   (Fig.   1C).  

Contrairement  aux  animaux  CD2Cre  Lis1fl/fl  qui  présentent  un  phénotype  sévère,   les  souris  

CD2Cre   Lis1fl/+   hétérozygotes   qui   ont   une   déficience   partielle   pour   Lis1   n’entraîne   pas  

d’anomalie  significative  du  développement  des  LT  (Fig.  S2B).  Ces  résultats  montrent  que  

Lis1  est  essentielle  au  développement  précoce  des  LT.  Comme  la  Cre  recombinase  dans  le  

modèle  CD2Cre  est  également  exprimée  au  stade  précoce  du  développement  des  LB,  nous  

avons  aussi  analysé  l’effet  de  la  déficience  en  Lis1  sur  le  développement  de  ces  cellules.  La  

déficience  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  conduit  à  une  diminution  drastique  du  nombre  de  

LB  en  développement  (B220+  CD19+)  se  traduisant  par  la  diminution  des  cellules  proB  (B220+  

CD19+  c-kit+  IgM-),  preB  (B220+  CD19+  c-kit-  IgM-)  et  LB  immature  (B220+  CD19+  c-kit-  IgM+)  

dans  la  moelle  osseuse.  La  population  des  cellules  précurseurs  des  LB  (B220+  CD19-)  est  

diminuée  mais  légèrement  en  comparaison  aux  populations  plus  matures,  suggérant  que  la  

perte  de  Lis1  dans  ce  modèle  entraîne  un  blocage  à  ce  stade  de  développement  (Fig.  S3).    
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Figure  1  :  Le  développement  précoce  de  lymphocytes  T  est  affecté  en  absence  de  Lis1  
  
(A,  B)  Marquage  de  surface  de  CD4  et  CD8  sur  des  thymocytes  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  et  
déficientes  en  Lis1  dans  les  modèles  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre)  et  CD4Cre  AND  (Lis1fl/fl  AND  CD4Cre)  (A)  
et   CD2Cre   (Lis1fl/fl   CD2Cre)   (B).   (C)   Marquage   de   surface   de   CD44   et   CD25   après   gating   sur   la  
population  thymique  DN  (CD4-  CD8-)  issue  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  dans  le  modèle  
CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre).  Les  valeurs  dans  les  cadrans  représentent  les  proportions  de  cellules  au  sein  
des  principales  populations  thymiques.  Les  histogrammes  regroupent  les  nombres  absolus  de  cellules  
au   sein   des   différentes   populations.   Ces   figures   totalisent   deux   (A),   cinq   (B)   et   huit   expériences  
indépendantes  (C)  chacune  constituée  de  3  à  5  souris  par  groupe.  *p<0.05  (Test  non  paramétrique  
de  Mann-Whitney)  
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Lis1  n’est  pas  essentielle  à  la  -sélection  des  thymocytes  doubles  négatifs  
  

La  sélection    est  une  étape  de  transition  essentielle  entre  les  stades  DN3  et  DN4  entrainant  

la  survie  et   la  prolifération  des  thymocytes  précoces  ayant  procédé  à  des  réarrangements  

fonctionnels   de   la   chaine      du   TCR   (259-261).   Pour   évaluer   le   rôle   de   Lis1   dans   ce  

processus,  nous  avons  analysé  l’expression  intracellulaire  de  la  chaine    du  TCR  (icTCR)  

par  cytométrie  en  flux.  Nous  observons  que  la  proportion  de  cellules  DN3  et  DN4  icTCR+  

est  diminuée  de  30%  et  50%  respectivement  dans  les  animaux  Lis1fl/fl  CD2Cre  en  comparaison  

aux  animaux  contrôles.  La  déficience  en  Lis1  dans  les  cellules  DN3  et  DN4  icTCR+  n’affecte  

pas  les  niveaux  d’expression  de  la  chaine    du  TCR,  suggérant  que  Lis1  n’est  pas  essentielle  

au  réarrangement  de  la  chaîne    dans  ces  cellules  (Fig.  2A).  L’expression  d’une  chaîne    

fonctionnelle  déclenche  des  événements  de  signalisation  qui  entraînent  la  prolifération  et  la  

survie   des   cellules.   Pour   déterminer   l’effet   de   la   déficience   en   Lis1   sur   la   signalisation  

déclenchée   par   la   chaîne      des   TCR,   nous   avons   comparé   l’expression   de   CD5,   un  

corécepteur  dont  le  niveau  d’expression  est  corrélé  à  l’intensité  des  signaux  délivrés  par  les  

pre-TCR   et   les   TCR,   sur   les   cellules   DN3   exprimant   ou   non   la   chaîne      des   TCR.  

L’expression   de   CD5   est   augmentée   sur   les   cellules   DN3   icTCRhi   en   comparaison  aux  

cellules  DN3  icTCRlo  conformément  à  ce  qui  a  été  décrit  (478).  Le  niveau  d’expression  de  

CD5  est  augmenté  dans  ces  deux  populations  en  absence  de  Lis1  indiquant  que  le  blocage  

du  développement  des  LT  à  ce  stade  ne  résulte  pas  d’une  diminution  de  la  signalisation  dans  

ces  cellules  (Fig.  2B).      

  

Deux  populations  de  thymocytes  DN3  se  distinguent.  Les  thymocytes  DN3a  (icTCRlo  CD5lo),  

n’expriment  pas  de  chaîne    fonctionnelle  et  ont  une  faible  capacité  à  survivre  et  à  proliférer.  

Les   thymocytes  DN3b  (icTCRhi  CD5hi)  expriment  une  chaîne    et  des  niveaux  élevés  de  

protéines  favorisant  leur  survie,  leur  prolifération  et  leur  maturation  telles  que  le  récepteur  à  

l’IL-7,   la   protéine   BCL-2   ou   le   récepteur   trophique   CD71   (262).   Nous   observons   que  

l’expression  du  récepteur  à  l’IL-7  et  de  BCL-2  est  similaire  entre  les  souris  Lis1fl/fl  CD2Cre  et  

Lis1fl/fl  suggérant  que  les  pre-TCR  délivrent  des  signaux  de  survie  et  de  maturation  efficaces  

en  absence  de  Lis1  (Fig.  2C).  L’expression  basale  de  CD71  est  augmentée  sur  les  cellules  

DN3a  et  DN3b  déficientes  en  Lis1  en  comparaison  de  ces  mêmes  populations  cellulaires  

dans   les   souris   contrôles,   suggérant   que   les   cellules   parviennent   à   ajuster   leur   activité  

métabolique   après   la  sélection   (Fig.   2D).   L’ensemble   de   ces   données   suggère   que   la  
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déficience  en  Lis1  n’entraîne  pas  un  blocage  des  évènements  moléculaires  et   cellulaires  

précoces  liés  au  passage  de  la  sélection.  
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Figure  2  :  La  déficience  en  Lis1  n’affecte  pas  le  déroulement  de  la  -sélection  
  
(A)  Marquage   intracellulaire  du  TCR  sur  des   thymocytes  DN   issus  de  souris  contrôles   (Lis1fl/fl)  et  
déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre).  Les  histogrammes  barres  représentent  les  
proportions   de   cellules   icTCRhi   au   sein   des   sous   populations  DN2   (CD44+  CD25+),   DN3   (CD44-  
CD25+)   et   DN4   (CD44-   CD25-).   Les   droites   tracées   sur   les   histogrammes   FACS   intègrent   les  
populations   icTCRhi.   (B)  Marquage  de  surface  de  CD5  sur  des   thymocytes  DN3   icTCRhi  et  DN3  
icTCRlo   issus  de  souris   contrôles   (Lis1fl/fl)  et   déficientes  en  Lis1  dans   les  modèles  CD2Cre   (Lis1fl/fl  
CD2Cre).   Les   droites   tracées   sur   les   histogrammes   FACS   intègrent   les   populations   CD5hi.   Les  
histogrammes  barres   représentent   les   valeurs  de  MFI  de  CD5  au  sein  des  sous  populations  DN3  
icTCRhi  et  DN3  icTCRlo  (C,  D)  Marquage  de  surface  de  IL7-R,  BCL-2  et  CD71  sur  des  thymocytes  
DN3a   (icTCRlo   CD5lo),   DN3b   (icTCRhi   CD5hi)   et   DN4   (CD44-   CD25-)   issus   de   souris   contrôles  
(Lis1fl/fl)  et   déficientes  en  Lis1  dans   les  modèles  CD2Cre   (Lis1fl/fl  CD2Cre).   Les   histogrammes  barres  
représentent  les  valeurs  de  MFI  au  sein  des  sous  populations  DN3a  et  DN3b.  Les  valeurs  inscrites  
sur   les  histogrammes  FACS   représentent   les  valeurs  de  MFI  des  marqueurs  correspondants.  Ces  
résultats  totalisent  cinq  (A),  deux  (B,C)  et  trois  expériences  indépendantes  (D)  chacune  constituée  de  
3  à  4  souris  par  groupe.  *p<0.05  (Test  non  paramétrique  de  Mann-Whitney)  
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Lis1  est  essentielle  à  la  prolifération  des  thymocytes  DN3  après  la  sélection    

Nous  avons  ensuite  évalué  le  rôle  de  Lis1  dans  les  évènements  de  prolifération  qui  suivent  

la  sélection    Dans  ce  but,  des  thymocytes  DN3a  ont  été  isolés  par  FACS,  marqués  au  Cell  

Trace  Violet  (CTV)  et  mis  en  culture  sur  une  lignée  de  cellules  stromales  OP9  exprimant  le  

ligand  NOTCH  DLL-1.  La  figure  3A  montre  que  la  déficience  en  Lis1  entraîne  une  diminution  

majeure  du  pourcentage  de  cellules  en  cours  de  prolifération.  L’expression  de  la  chaine    du  

TCR,  de  CD5,  de  CD71,  de  IL7-R  et  de  BCL-2  est  similaire  dans  les  thymocytes  Lis1fl/fl  CD2Cre  

et   les   thymocytes  contrôles  Lis1fl/fl,  confirmant  que   la  signalisation   induite  par   les  pre-TCR  

n’est  pas  affectée  par  l’absence  de  Lis1  (Fig.  3B  et  Fig.  3C).  Nous  avons  ensuite  déterminé  

si  Lis1  était  importante  pour  le  déroulement  normal  du  cycle  cellulaire  en  marquant  l’ADN  par  

du  DAPI.  L’analyse  montre  que  la  déficience  en  Lis1  entraîne  une  accumulation  des  cellules  

en  phase  G2/M  du  cycle  cellulaire  (Fig.  3D),  indiquant  un  blocage  des  cellules  au  cours  du  

cycle  cellulaire.  Ces  résultats  suggèrent  que  Lis1  est  essentielle  à  l’expansion  des  cellules  

DN3  après  la  sélection  .
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Figure  3  :  La  prolifération  des  thymocytes  DN  est  compromise  par  l’absence  de  Lis1  
(A)  Analyse  de  la  prolifération  des  cellules  DN3  mis  en  culture  sur  lignée  OP9  DLL-1  issues  d’un  pool  
de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  ou  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre)  après  24h,  
48h   et   72h.   Les   droites   sur   l’histogramme   FACS   représentent   les   populations   en   prolifération.  
L’histogramme  barre  résume  les  proportions  de  cellules  en  prolifération.  (B)  Marquage  intracellulaire  
de  TCR  et  marquage  de  surface  de  CD5  des  cellules  DN3  Lis1fl/fl  et  Lis1fl/fl  CD2Cre  mis  en  culture  sur  
lignée   OP9   DLL-1.   Le   cadran   démarque   les   cellules   DN3b   (icTCRhi   CD5hi)   et   les   nombres   les  
proportions  de  cellules  DN3b  au  sein  de  la  population  DN3.  (C)  Marquage  de  surface  de  IL7-R,  BCL-
2  et  CD71  des  DN3a  (icTCRlo  CD5lo)  et  DN3b  (icTCRhi  CD5hi)  après  24h  de  culture  des  cellules  
DN3  Lis1fl/fl  et  Lis1fl/fl  CD2Cre  sur  lignée  OP9  DLL-1.  Les  valeurs  indiquées  sur  les  histogrammes  FACS  
correspondent  aux  valeurs  de  MFI  du  marqueur  correspondant.  (D)  Marquage  de  l’ADN  par  DAPI  des  
cellules  DN3a  (icTCRlo  CD5lo)  et  DN3b  (icTCRhi  CD5hi)  après  48h  de  culture  des  cellules  DN3  Lis1fl/fl  
et   Lis1fl/fl   CD2Cre   sur   lignée   OP9   DLL-1.   Les   droites   sur   les   histogrammes   FACS   déterminent   la  
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population  en  phase  G0/G1  (100K),  S  (150K)  et  G2/M  (200K)  du  cycle  cellulaire.  Les  nombres  indiqués  
représentent  les  proportions  de  cellules  G0/G1,  S  et  G2/M.  L’histogramme  barre  résume  la  proportion  
de  cellules  G2/M  au  sein  de  la  population  DN3b.  Les  figures  (A)  et  (D)  totalisent  sept  et  six  expériences  
indépendantes   respectivement.   Les   figures   (B)   et   (C)   sont   représentatives   de   quatre   et   trois  
expériences  indépendantes  respectivement.  *p<0.05  (t-test  avec  correction  de  Welch)  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



109  
  
  
  
  

Lis1  régule  la  prolifération  des  lymphocytes  T  CD4+  périphériques    
  

Nos  résultats   indiquent  que  Lis1   joue  un  rôle  majeur  dans   la  prolifération  des  thymocytes  

induite  par  le  pre-TCR.    Or  une  étude  récente  utilisant  des  souris  Lis1fl/fl  CD4Cre  suggère  que  

la  déficience  en  Lis1  n’a  qu’un  effet  modéré  sur  la  prolifération  des  LT  périphériques  induite  

après  engagement  des  TCR   (472).  Pour  déterminer  si  Lis1  agit  plus  sélectivement  sur   la  

prolifération   des   thymocytes,   nous   avons   analysé   l’effet   de   la   déficience   en   Lis1   sur   la  

prolifération  des  LT  périphériques.  Confirmant   l’analyse  précédente  dans  les  souris  Lis1fl/fl  

CD4Cre,  nous  montrons  que  la  déficience  en  Lis1  dans  ce  modèle  entraîne  une  diminution  

majeure   du  nombre  de  LT  CD4+  et  CD8+  dans   les  organes   lymphoïdes   secondaires.      La  

déficience  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  conduit  à  un  phénotype  similaire  (Fig.  S4A  et  Fig.  

S4B).  Néanmoins,   l’expression  de  Lis1  dans   les  LT  périphériques   issus  de  ces  souris  est  

comparable   à   celle   observée   les   LT   contrôles,   révélant   une  nouvelle   fois   que   les   LT  qui  

parviennent  à  se  développer  dans  ces  souris  échappent  à  l’effet  de  la  Cre  recombinase  sur  

le  gène  codant  Lis1  (résultats  non  montrés).  Nous  avons  donc  utilisé  le  modèle  CD4Cre  pour  

étudier  l’effet  de  Lis1  sur  la  prolifération  des  LT  périphériques.  Des  LT  CD4+  et  CD8+  ont  été  

isolés,  marqués  au  CTV  et  stimulés  par  des  anticorps  anti-CD28  et  anti-CD3.  La  dilution  du  

CTV  montre  que  l’absence  de  Lis1  dans  ces  cellules  entraîne  une  diminution  majeure  de  la  

prolifération  des  LT  CD4+  périphériques   (Fig.  4A)  mais  n’a  pas  d’impact  détectable  sur   la  

prolifération  des  LT  CD8+  périphériques  (Fig.  S5A).    La  prolifération  des  LT  CD4+  exprimant  

le   TCR   transgénique   AND   est   aussi   fortement   bloquée   en   absence   de   Lis1   lorsque   les  

cellules   sont   stimulées   par   des   cellules   présentatrices   d’antigènes   chargées   avec   des  

peptides  de  MCC  (Moth  cytochrome  C)  spécifique  du  TCR  AND  (Fig.  4B).  L’expression  des  

marqueurs  d’activation  CD69  et  CD25  est  normale  dans   les  LT  CD4+  déficients  pour  Lis1  

après   24h   de   stimulation,   indiquant   que   Lis1   n’est   pas   essentielle   aux   signaux   précoces  

d’activation   délivrés   par   les   TCR   (Fig.   S5B).   De   plus,   la   prolifération   des   LT   CD4+   est  

fortement   diminuée   en   absence   de   Lis1   lorsque   les   cellules   sont   stimulées   par   de   la  

PMA/ionomycine,  suggérant  un  rôle  de  Lis1  en  aval  des  voies  de  signalisation  déclenchées  

par  les  TCR  (Fig.  4C).  La  prolifération  des  LT  CD8+  est  également  fortement  diminuée  en  

absence  de  Lis1  lorsque  les  cellules  sont  stimulées  avec  de  la  PMA/ionomycine,  montrant  

que  la  déficience  en  Lis1  a  un  impact  différent  sur  la  prolifération  des  LT  CD8+  selon  le  type  

stimulation  utilisé  (Fig.  4D).  Nous  avons  ensuite  analysé  l’effet  de  la  déficience  en  Lis1  sur  

le  cycle  cellulaire.  Comme  pour   les  thymocytes,  nous  montrons  que   la  déficience  en  Lis1  

dans   les   LT  CD4+   entraîne   une   accumulation   des   cellules   en   phase  G2/M   (Fig.   4E).   En  
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conclusion,  nos   résultats  suggèrent  que,  à   l’instar  des   thymocytes,   la  prolifération  des  LT  

périphériques  est  fortement  diminuée  en  absence  de  Lis1.      
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Figure  4  :  La  déficience  en  Lis1  affecte  la  prolifération  des  LT  périphériques  
  
(A,C)  Analyse  de  la  prolifération  après  48h  de  culture  en  présence  d’anticorps  anti-CD28  et  anti-CD3  
(A)  ou  de  PMA/ionomycine  (C)  de  LT  CD4+  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  ou  déficientes  en  Lis1  
dans   le  modèle  CD4Cre   (Lis1fl/fl  CD4Cre).  Les  concentrations   indiquées  en   (A)  sur   les  histogrammes  
FACS   indiquent   la   concentration   d’anti-CD3   utilisée.   Les   histogrammes   barres   présentent   la  
proportion  de  cellules  en  prolifération.  (B)  Analyse  de  la  prolifération  après  48h  de  culture  sur  lignée  
de  cellules  P13.9  chargées  de  peptide  MCC  de  LT  CD4+  AND  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl  AND)  
ou  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  AND  (Lis1fl/fl  AND  CD4Cre).  (D)  Analyse  de  la  prolifération  
après  48h  de  culture  en  présence  de  PMA/ionomycine  de  LT  CD8+  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  
ou  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre).  (A,  B,  C,  D)  Les  droites  tracées  sur  les  
histogrammes   FACS   délimitent   la   population   de   cellules   en   prolifération   et   les   nombres   inscrits  
correspondent  à  la  proportion  de  cellules  en  prolifération.  (E)  Marquage  de  l’ADN  par  DAPI  des  LT  
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CD4+  stimulés  48h  en   présence  d’anti-CD28  et  anti-CD3.  Les  droites   sur   les  histogrammes  FACS  
déterminent  la  population  G0/G1  (40K),  S  (60K)  et  G2/M  (80K).  Les  nombres  indiqués  représentent  
les  proportions  de  cellules  G0/G1,  S  et  G2/M.  L’histogramme  barre  résume  la  proportion  de  cellules  
G2/M   au   sein   de   la   population   LT   CD4+.   (A,   C,   D)   Les   données   totalisent   deux   expériences  
indépendantes.   La   figure   (E)   représente   une   expérience   parmi   deux   et   la   figure   (B)   n’est  
représentative  que  d’une  souris.  *p<0.05  (t-test  avec  correction  de  Welch)  
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Lis1   régule   la   redistribution   des   chromosomes   lors   de   la   mitose   dans   les  
lymphocytes  T  

Nos  résultats  précédents  indiquent  que  la  déficience  en  Lis1  entraîne  un  blocage  des  LT  en  

phase  G2  ou  en  mitose  (M)  du  cycle  cellulaire.  Pour  déterminer  plus  spécifiquement  la  phase  

du  cycle  cellulaire  dans  laquelle  les  cellules  sont  bloquées,  des  LT  CD4+  ont  été  stimulés  sur  

des  plaques  adsorbées  d’anticorps  anti-CD3  et  anti-CD28  puis  marqués  avec  du  DAPI  et  

analysés   par   imagerie   en   flux.   Le   paramètre   «  Bright   Detail   intensity»   (BDI)   qui   permet  

d’évaluer  l’état  de  condensation  de  l’ADN  a  été  utilisé  pour  discriminer  les  cellules  en  G2  des  

cellules   en   phase   M   (pour   plus   de   détails   voir   la   section   matériels   et   méthodes).   Nous  

observons   que   la   déficience   en   Lis1   dans   les   LT   CD4+   entraîne   une   accumulation   des  

cellules  en  cours  de  mitose,  suggérant  un  blocage  au  cours  de  ce  processus  (Fig.  5A  et  Fig.  

S6C).  En  utilisant  une  approche  similaire,  nous  avons  ensuite  analysé  plus  spécifiquement  

l’alignement  des  chromosomes  sur  la  plaque  métaphasique,  un  processus  qui  implique  une  

participation  active  des  moteurs  moléculaires  sur  les  microtubules  (440,  441).  Des  LT  CD4+  

ont  été  stimulés  sur  des  plaques  adsorbées  d’anticorps  anti-CD3  et  anti-CD28  pendant  48h.  

Après   24h   de   culture,   les   cellules   ont   été   synchronisées   au   nocodazole.   Après  

synchronisation,  le  nocodazole  a  été  éliminé  et  les  cellules  ont  été  traitées  au  MG132  pour  

les  stabiliser  en  métaphase  (436).  Les  cellules  sont  ensuite  analysées  par  imagerie  en  flux,  

après  marquage  de  l’ADN,  en  utilisant  le  paramètre  «  elongatedness  »  qui  calcule  le  rapport  

de   la   longueur  et  de   la   largeur  d’un  masque  DAPI  et  permet  ainsi  d’isoler   les  cellules  en  

métaphase.  Nous  remarquons  une  forte  diminution  des  cellules  avec  une  valeur  supérieure  

à  1.5   lorsque   les  cellules  mises  en  culture  sont  déficientes  en  Lis1  (Fig.  5B  et  Fig.  S6D).  

L’analyse   des   résultats   montre   que   la   déficience   en   Lis1   entraîne   une   diminution   du  

pourcentage   de   cellules   en   métaphase,   suggérant   que   Lis1   est   importante   pour   la  

réorganisation  des  chromosomes  au  cours  de  la  mitose.  Pour  déterminer  le  rôle  de  Lis1  sur  

la  dynamique  de   redistribution  des  chromosomes,  nous  avons  analysé   la  division  des  LT  

CD4+  par  vidéo-microscopie.  Les  cellules  ont  été  mises  en  culture  pendant  24h  dans  des  

chambres  adsorbées  d’anticorps  anti-CD3  et  anti-CD28  puis   l’ADN  a  été  marqué  avec  du  

Hoechst.  Les  images  ont  ensuite  été  acquises  au  spinning  disk  pendant  18h  et  traitées  par  

ImageJ  pour  le  montage  des  vidéos.  Nous  constatons  que  la  durée  moyenne  des  mitoses  

est  augmentée  en  absence  de  Lis1  (Fig.  5C).  Par  ailleurs,  nous  observons  que  les  mitoses  

sont  souvent  interrompues  dans  les  cellules  déficientes  en  Lis1  et  qu’elles  conduisent  parfois  

à  l’émergence  de  deux  ou  trois  cellules  filles  avec  une  asymétrie  apparente  de  la  distribution  

du   matériel   génétique   et   la   présence   de   noyaux   multilobés.   La   présence   de   noyaux  
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multilobés  dans  la  phase  S  et  G2  des  LT  CD4+  déficients  en  Lis1  ainsi  que  l’augmentation  

de  la  phase  subG1  confirme  que  la  déficience  en  Lis1  conduit  à  la  mauvaise  organisation  

des   chromosomes   et   par   conséquent   à   la   mauvaise   division   des   cellules   (Fig.   S6E).  

L’ensemble  de  ces  données  montre  que  Lis1  est  essentielle  au  déroulement  normal  de  la  

mitose  et  régule  la  répartition  ordonnée  du  matériel  génétique  au  sein  des  LT.  

La  désorganisation  des  chromosomes  peut  être  la  conséquence  d’un  dysfonctionnement  des  

centrosomes  qui  sont  responsables  de  la  mise  en  place  des  fuseaux  mitotiques  au  cours  de  

la  mitose  (479,  480).  Au  cours  de  la  phase  S,  les  centrosomes  se  dupliquent  et  se  séparent  

au  cours  de  la  phase  G2  pour  démarrer  la  mitose  (481).  Pour  examiner  le  rôle  de  Lis1  dans  

ce  processus,  nous  avons  d’abord  analysé  le  nombre  de  centrosomes  dans  des  thymocytes  

DN3b  en  mitose   isolés   du   thymus  ex-vivo.   Nous  observons  qu’une   proportion   accrue  de  

cellules   contient   un   nombre   anormalement   élevé   de   centrosomes   dans   les   thymocytes  

déficients  en  Lis1.  Nous  avons  ensuite  analysé  le  nombre  de  centrosomes  dans  des  LT  CD4+  

stimulés   par   des   anticorps   anti-CD3.   Pour   déterminer   si   l’effet   exercé   par   Lis1   sur   les  

centrosomes   est   concomitant   à   la   division   cellulaire   nous   avons   comparé   les   LT   CD4+  

blastique   en   cours   de   division   (FSChi)   et   non-blastique   (FSClo).   Nous   montrons   que   la  

déficience  en  Lis1  n’affecte  pas  le  nombre  de  centrosomes  retrouvé  dans  les  LT  CD4+  non  

blastique  (Fig.  5F).  En  revanche,  une  fraction  importante  des  LT  CD4+  FSChi  déficients  pour  

Lis1  contient  un  nombre  de  centrosomes  supérieur  à  deux.  De  plus,  ces  centrosomes  ne  

sont   pas   organisés   au   sein   des   cellules   en  mitose   déficientes   en   Lis1   au   contraire   des  

cellules   contrôles   (Fig.   5E).   Ces   résultats   suggèrent   que   le   défaut   d’alignement   des  

chromosomes   peut   être   la   conséquence   de   l’amplification   et   de   la   désorganisation   des  

centrosomes.  

  
La   réorganisation   des   chromosomes,   l’amplification   et   la   redistribution   des   centrosomes  

dépendent  du  complexe  dynéine  qui   recrute  des  protéines  adaptatrices  sur  ces  organites  

cellulaires   par   l’intermédiaire   du   complexe   dynactine   (381).   Des   études   précédentes  

suggèrent  que  Lis1  régule  le  transport  des  organites  cellulaires  par  le  complexe  dynéine  en  

favorisant  son  interaction  avec  la  dynactine  (444,  449)(388).  Pour  déterminer  si  Lis1  exerce  

un  effet  similaire  dans  les  LT,  nous  avons  analysé  la  co-immunoprécipitation  de  p150glued,  

une   sous  unité   de   la   dynactine,   avec   la   chaine   intermédiaire   de   la   dynéine   dans  des   LT  

exprimant   ou   non   Lis1,   stimulés   pendant   48h.   Nous   observons   que   l’interaction   entre   la  

dynéine   et   la   dynactine   est   fortement   diminuée   dans   les   LT   déficients   pour   Lis1   en  

comparaison  aux  LT  contrôles.  Ces  résultats  montrent  que  Lis1  stabilise  l’interaction  de  la  
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dynéine  avec   la   dynactine   dans   les   LT.   Ils   suggèrent  que  Lis1   contribue  au  déroulement  

normal   des   mitoses   dans   ces   cellules   en   régulant   la   formation   des   complexes  

dynéine/dynactine  qui  sont  essentiels  au  transport  des  structures  cellulaires  telles  que  les  

centrosomes  et  les  chromosomes  (Fig.  S7).  
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Figure  5  :  Le  déroulement  de  la  mitose  est  affecté  par  la  déficience  en  Lis1  
  
(A,  B)  Représentation   issue   de   l’acquisition   de   LT  CD4+  mis   en   culture   issus   de   souris   contrôles  
(Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans  les  modèles  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre).  (A)  Histogramme  représentant  
le  paramètre  «  Bright  Detail  Intensity  »  de  LT  CD4+  Lis1fl/fl  et  Lis1fl/fl  CD4Cre  en  phase  G2/M  après  48h  
de  culture  en  présence  d’anticorps  anti-CD28  et  anti-CD3.  Les  droites  sur  les  histogrammes  délimitent  
les  populations  en  mitose  (BDIhi)  et  les  valeurs  correspondent  aux  proportions  de  cellules  en  mitose  
au  sein  de  la  population  de  cellules  en  phase  G2/M.  Ce  résultat  est  représentatif  de  deux  expériences  
avec  acquisition  d’environ  30,000  cellules  dans  la  population  G2/M.  Chaque  expérience  est  constituée  
d’une   souris   par   génotype.   (B)  Représentation   en   dot-plot   des   paramètres   «  Elongatedness  »   et  
«  Spot   count  »   des   LT  CD4+  Lis1fl/fl   et   Lis1fl/fl  CD4Cre   en  mitose   après   24h  de   culture   en   présence  
d’anticorps  anti-CD28  et  anti-CD3  suivie  de  la  synchronisation  par  le  nododazole  et  MG132.  Le  cadran  
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représente  la  population  de  cellules  de  valeur  «  Elongatedness  »  haute  et  constituée  d’un  seul  noyau.  
Les  valeurs  indiquent  la  proportion  de  cellules  en  métaphase  au  sein  de  la  population  de  mitose.  Ce  
résultat   est   représentatif   de   deux   expériences   avec   acquisition   d’environ   5000   cellules   dans   la  
population  en  mitose  (BDIhi).  Chaque  expérience  est  constituée  d’une  à  trois  souris  par  groupe.  (C)  
Time-lapse   représentant   les  noyaux  marqués  au  Hoechst  des  cellules  en  mitose  après  culture  en  
présence   d’anticorps   anti-CD28   et   anti-CD3   de   LT   CD4+   issus   de   souris   contrôles   (Lis1fl/fl)   et  
déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre).  Le  temps  indiqué  sur  chaque  image  est  au  
format  H  :  min.  Les   flèches  pointent   les   cellules  en   cours  de  mitose.  L’histogramme   représente   le  
temps   de   mitose   en   heure   de   chaque   cellule   observée.   Cette   figure   est   représentative   de   trois  
expériences   indépendantes   chacune   constituée   d’une   souris   par   génotype.   *p<0.05   (Test   non  
paramétrique   de   Mann-Whitney)   (D,   E,   F)  Maximum   Intensity   Projection   de   Z-stacks   obtenus   au  
microscope  confocal  après  marquage  du  centrosome  par   la  -tubuline  et  du  noyau  par   le  DAPI  de  
cellules  DN3b  (D)  et  de  LT  CD4+  stimulés  48h  en  présence  d’anticorps  anti-CD28  et  anti-CD3  et  triées  
FSChi  (D)  et  FSClo  (E).  Les  figures  (D,  E,  F)  sont  représentatives  de  deux  expériences  chacune  dans  
laquelle  ont  été  acquises  20  à  50  cellules.  
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La  perte  de  Lis1  favorise  l’apoptose  des  cellules  en  cours  de  prolifération  
  
La  répartition  des  chromosomes  lors  de  la  métaphase  est  soumise  à  un  point  de  contrôle  qui  

vérifie  le  bon  alignement  des  chromosomes  sur  la  plaque  métaphasique  pour  une  répartition  

ordonnée   du  matériel   génétique   (423).   La   formation   de   cellules   contenant   des   quantités  

anormales  de  matériel  génétique  conduit  aussi  à  l’expression  de  facteurs  pro-apoptotiques  

entraînant  la  mort  des  cellules  (482).  L’analyse  du  marquage  AnnexinV  dans  des  thymocytes  

DN3a   stimulés   par   des   cellules  OP9  DLL1  montre   que   la   déficience  en  Lis1   entraine   un  

accroissement   de   la   fréquence   des   cellules   en   apoptose   lorsque   les   cellules   ont   été  

engagées  dans  des  cycles  de  divisions  cellulaires  (CTVlo).    En  revanche  le  pourcentage  de  

cellules  en  apoptose  est   comparable  dans   les   thymocytes  activées   (CD5hi  )  qui  n’ont  pas  

encore  été  engagés  dans  des  divisions  cellulaires  (CTVhi)  (Fig.  6A).  De  la  même  façon,  les  

LT  CD4+  stimulés  par  des  anticorps  anti-CD3  ayant  subi  des  cycles  de  divisions  cellulaires  

sont  davantage  en  apoptose  que  les  mêmes  populations  cellulaires  dans  les  souris  contrôles  

(Fig.   6B).   Par   contre,   la   déficience   en   Lis1   n’a   pas   d’impact   significatif   sur   la   mortalité  

cellulaire  dans  les  cellules  activées  (CD25hi)  mais  non  divisées.  Le  mauvais  déroulement  de  

la  mitose  et   la  mauvaise   répartition  du  matériel  génétique  déclenche   l’expression  de  p53  

conduisant   à   l’apoptose   des   cellules   (482).   Nous  montrons   que   l’expression   de   p53   est  

augmentée  dans   les  thymocytes  DN  de  souris  déficientes  en  Lis1  dans   le  modèle  CD2Cre  

(Fig.  6C).  De  plus,  l’expression  de  p53  dans  les  LT  CD4+  déficients  pour  Lis1  est  augmentée  

par  rapport  aux  LT  contrôles  après  48h  de  stimulation  (Fig.  6D).  L’ensemble  de  ces  données  

démontre  que  Lis1  prévient  la  mort  cellulaire  des  thymocytes  et  des  LT  en  contribuant  à  la  

réorganisation  des  chromosomes  et  des  centrosomes  lors  de  la  mitose.    
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Figure  6  :  La  perte  de  Lis1  favorise  l’apoptose  des  cellules  en  prolifération  
  
(A,  B)  Marquage  de  surface  par  AnnexinV  sur  un  pool  de  thymocytes  DN3b  (CD5hi)  issus  de  souris  
contrôles  (Lis1fl/fl)  ou  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre)  après  culture  sur  lignée  
OP9   (A)  et  de  LT  CD4+   issus  de  souris  contrôles   (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans   les  modèles  
CD4Cre   (Lis1fl/fl   CD4Cre)   (B).   Les   droites   sur   les   histogrammes   FACS   délimitent   les   populations  
AnnexinV+  et  les  valeurs  représentent  la  proportion  de  cellules  positives  pour  l’annexinV  au  sein  de  la  
population   DN3a,   DN3b   et   DN4   (A)   ou   LT   CD4+   (B).   Les   histogrammes   barres   représentent   la  
proportion  de  cellules  positives  pour  l’AnnexinV.  (C,  D)  Westernblot  révélant  l’expression  de  p53  au  
sein  des  DN  totaux  (C)  et  de  LT  CD4+  stimulés  de  0  à  48h  (D).  Rac1  a  été  utilisée  comme  contrôle  de  
quantité.   (A,  B)  Ces   figurent   totalisent   trois  (A)  et  une   (B)  expériences   indépendantes.   (C,  D)  Ces  
données  sont  représentatives  de  deux  expériences  indépendantes.  *p<0.05  (t-test  avec  correction  de  
Welch)    
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Figure  Supplémentaire  1  :  Le  développement  précoce  des  LT  n’est  pas  affecté  par  la  
déficience  en  Lis1  
  
(A)  Représentation  non  à  l’échelle  du  gène  pafah1b1  flanqué  de  deux  séquences  LoxP  entre  l’exon  3  
et   l’exon   6.   (B)  Quantification   du   nombre   total   de   thymocytes   au   sein   de   thymus   issus   de   souris  
contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans   les  modèles  CD4Cre   (Lis1fl/fl  CD4Cre)  et  CD2Cre   (Lis1fl/fl  
CD2Cre).   Résultats   représentatifs   de   deux   et   huit   expériences   indépendantes.   *p<0.05   (Test   non  
paramétrique  de  Mann-Whitney).   (C)  Marquage  de  surface  de  CD24  et  TCR  sur  des   thymocytes  



124  
  
  
  
  

issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre).  Les  
cadrans  délimitent  les  populations  de  thymocytes  CD4  SP  matures  et  CD8  SP  matures.  Les  valeurs  
indiquées   caractérisent   la   proportion   de   cellules   matures   au   sein   des   populations   SP.   Les  
histogrammes  barres  représentent  les  nombres  absolus  de  CD4  SP  matures  et  CD8  SP  matures.  (D)  
Marquage  de  surface  de  CD4  et  CD8  sur  des  thymocytes  TCRhi  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  et  
déficientes  en  Lis1  dans  les  modèles  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre)  et  CD4Cre  AND  (Lis1fl/fl  AND  CD4Cre).  Les  
valeurs  dans  les  cadrans  représentent  les  proportions  de  cellules  au  sein  des  principales  populations  
thymiques.   Les   histogrammes   barres   représentent   les   nombres   absolus   de   cellules   au   sein   des  
différentes   populations   thymiques.   (C,   D)   Ces   expériences   totalisent   deux   expériences  
indépendantes.  *p<0.05  (Test  non  paramétrique  de  Mann-Whitney)  
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Figure  Supplémentaire  2  :  Le  développement  précoce  des  LT  n’est  pas  affecté  par  la  
perte  partielle  de  Lis1  
  
(A)  Marquage  intracellulaire  de  Lis1  de  thymocytes  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  
Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre).  (B)  Marquage  de  surface  de  CD4  et  CD8  (en  haut)  et  de  
CD44  et  CD25  (en  bas)  sur  des  thymocytes  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/+)  et  hétérozygotes  en  Lis1  
dans  les  modèles  CD2Cre  (Lis1fl/+  CD2Cre).  Les  valeurs  dans  les  cadrans  représentent  les  proportions  
de  cellules  au  sein  des  principales  populations  thymiques.  Les  histogrammes  barres  représentent  les  
nombres  absolus  de  cellules  au  sein  des  différentes  populations  thymiques.  
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Figure  Supplémentaire  3  :  Le  développement  des  LB  est  fortement  affecté  par  
l’absence  de  Lis1  
  
(A)  Marquage  de   surface  de   B220  et  CD19   sur   des   cellules   issues   de  moelle   osseuse  de   souris  
contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre).  Les  valeurs  dans  les  
cadrans  représentent  les  proportions  de  cellules  au  sein  des  principales  populations.  L’histogramme  
barre  représente   les  nombres  absolus  de  cellules  au  sein  des  différentes  populations  de   la  moelle  
osseuse.  (B)  Marquage  de  surface  de  c-kit  et   IgM  sur  des  cellules  B220+  CD19+   issues  de  moelle  
osseuse  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  (Lis1fl/fl  CD2Cre).  Les  
valeurs   dans   les   cadrans   représentent   les   proportions   de   cellules   au   sein   des   différentes   sous  
populations.  L’histogramme  barre  représente  les  nombres  absolus  de  cellules  au  sein  des  différentes  
populations  de  la  moelle  osseuse.  Ces  expériences  totalisent  2  expériences  indépendantes.  *p<0.05  
(Test  non  paramétrique  de  Mann-Whitney)  
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Figure  Supplémentaire  4  :  La  déficience  en  Lis1  affecte  les  LT  périphériques  
  
Marquage  de  surface  de  B220  et  TCR  (A)  et  CD4  et  CD8  (B)  sur  des  splénocytes  issus  de  souris  
contrôles  (Lis1fl/fl)  et  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre).  Les  valeurs  dans  les  
cadrans  représentent  les  proportions  de  cellules  au  sein  des  principales  populations.  L’histogramme  
barre  représente  les  nombres  absolus  de  cellules  au  sein  des  différentes  populations  de  la  rate.  Ces  
expériences  totalisent  deux  (A)  et  quatre  expériences  indépendantes  (B)  chacune  constitué  de  3  à  4  
souris  par  groupe.  *p<0.05  (Test  non  paramétrique  de  Mann-Whitney)  
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Figure  Supplémentaire  5  :  La  déficience  en  Lis1  n’affecte  pas  la  prolifération  de  LT  
CD8+  périphériques  suite  à  la  stimulation  par  des  anticorps.    
  
(A)  Analyse  de  la  prolifération  après  48h  de  culture  en  présence  d’anticorps  anti-CD28  et  anti-CD3  de  
LT   CD8+   issus   de   souris   contrôles   (Lis1fl/fl)   ou   déficientes   en   Lis1   dans   le  modèle   CD4Cre   (Lis1fl/fl  
CD4Cre).  Les  concentrations  indiquées  sur  les  histogrammes  FACS  indiquent  la  concentration  d’anti-
CD3   utilisée.   Les   histogrammes   barres   présentent   la   proportion   de   cellules   en   prolifération.   (B)  
Marquage  de  surface  de  CD25  et  CD69  de  LT  CD4+  Lis1fl/fl  et  Lis1fl/fl  CD4Cre  après  24h  de  culture  en  
présence   d’anticorps   anti-CD28   et   anti-CD3.   Les   droites   représentées   sur   l’histogramme   FACS  
délimitent  les  populations  CD25+  et  CD69+.  Les  concentrations  indiquées  sur  les  histogrammes  FACS  
indiquent  la  concentration  d’anti-CD3  utilisée.  Les  histogrammes  barres  résument  les  proportions  de  
cellules  CD25+  et  CD69+  au  sein  de   la  population  LT  CD4+  n’ayant  pas  proliféré.  Ces  expériences  
totalisent   deux   expériences   indépendantes,   chacune   constituée   d’une   à   trois   souris   par   groupe.  
*p<0.05  (t-test  avec  correction  de  Welch)  
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Figure  Supplémentaire  6  :  La  déficience  en  Lis1  affecte  la  mitose  des  lymphocytes  T  
  
(A,  B)  Schématisation  des  paramètres  «  Bright  Detail  Intensity  »  (A)  et  «  Elongatedness  »  (B).  Cette  
représentation   n’est   pas   issue   du   traitement   de   IDEAS©  mais   provient   d’une  modification   d’image  
réalisée  sur  ImageJ.  (C,  D)  Image  de  cellules  acquises  par  ImageStreamX  représentant  le  BDIhi  (C)  
et  Elongatedness  >1,5  (D).  (E)  Image  provenant  d’imageStreamX  de  LT  CD4+  stimulés  en  présence  
d’anti-CD28  et  anti-CD3  provenant  de  souris  déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre)  
après  gating  sur  la  population  subG1,  S  et  G2  du  cycle  cellulaire.  L’histogramme  de  gauche  représente  
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la  proportion  de  cellule  présentant  des  noyaux  multilobés  après  quantification  manuelle  de  400cellules.  
L’histogramme  à  droite  représente  la  proportion  de  cellules  subG1  du  cycle  cellulaire.  Ce  résultat  est  
représentatif  de  deux  expérimentations  contenant  une  souris  par  génotype.    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



135  
  
  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
Figure   Supplémentaire   7  :   L’interaction   de   la   dynéine   avec   la   dynactine   est  
interrompue  en  absence  de  Lis1  
  
Westernblot  représentant  la  chaine  lourde  de  la  dynéine  (DHC),  la  chaine  intermédiaire  de  la  dynéine  
(DIC),  la  sous  unité  de  la  dynactine  p150glued,  Lis1  et  Rac1  après  immunoprécipiation  contrôle  (Beads  
IgG2b)  et  immunoprécipiation  de  DIC  (Anti-DIC)  sur  des  LT  CD4+  issus  de  souris  contrôles  (Lis1fl/fl)  ou  
déficientes  en  Lis1  dans  le  modèle  CD4Cre  (Lis1fl/fl  CD4Cre).  La  condition  «  WCL  »  représente  le  lysat  
total  avant  immunoprécipiation.  Rac1  a  été  utilisée  comme  contrôle  de  quantité  dans  la  condition  WCL.  
Ce  résultat  est  représentatif  d’une  expérience.  
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Matériels  et  méthodes  
  

Animaux  
  
Les  souris  Lis1fl/fl  (129S-Pafah1b1tm2Awb/J)  et  CD2Cre  (B6.Cg-Tg(CD2-icre)4Kio/J)  proviennent  

de  The  Jackson  Laboratory.   Les   lignées  CD4Cre  et  ANDTg  ont  été  données  par  Dr  Olivier  

Joffre   (INSERM  UMR1043,   Toulouse)   et   par  Dr  Paul   Love   (National   Institutes   of  Health,  

Bethesda,   USA)   respectivement.   Toutes   les   expérimentations   ont   été   réalisées   avec  

concordances  des  âges  et  des  sexes  entre  animaux  âgés  de  un  à  trois  mois.  Les  souris  ont  

été  croisées  au  sein  de  l’unité  US006  de  l’INSERM  sous  le  statut  sanitaire  SOPF  (Specific  

and   Opportunistic   Pathogen   Free)   et   ont   été   maintenues   sous   le   statut   sanitaire   SPF  

(Specific   Pathogen   Free).   Toutes   les   expériences   ont   été   réalisées   sous   protocoles  

approuvés  par  le  comité  éthique  local  selon  les  règles  françaises  et  de  l’Union  Européenne  

concernant  le  bien-être  et  la  protection  des  animaux  de  laboratoire  (Directive  EC  2010/63)    

  
Lignées  cellulaires  
  
Les  cellules  OP9-DLL1  ont  été  fournies  par  Dr  Sophie  Laffont-Pradines  (INSERM  UMR1043,  

Toulouse)  et  sont  maintenues  dans  un  milieu  MEM  (Gibco  Cat#  22561)  complémenté  de  

20%   SVF   (Sigma   Aldrich   Cat#   F7524)   et   de   1%   pénicilline/streptomycine   (Gibco   Cat#  

15140).  Les  cellules  P13.9  ont  été  données  par  Pr  Ronald  Germain  (National   Institutes  of  

Health,  Bethesda,  USA)  et  sont  maintenues  dans  un  milieu  DMEM-L-glutamax  (Gibco  Cat#  

31966)  complémenté  de  10%  SVF  et  de  pénicilline/streptomycine.  Ces  cellules  sont  cultivées  

dans  un  incubateur  à  37°C  et  5%  CO2  

  
Cytométrie  en  flux  
  

La  liste  qui  suit,  énumère  les  anticorps  primaires  couplés  à  un  fluorochrome  utilisé  pour  la  

cytométrie  en  flux  dans  ce  travail  :  CD8  (clone  53-6.7),  CD4  (clone  RM4-5),  CD24  (clone  

M1/69),   TCR   (clone   H57-597),   V11   (clone   RR8-1),   CD5   (clone   53-7.3),   CD69   (clone  

H1.2F3),  B220  (clone  RA3-6B2),  Gr1  (clone  RB6-8C5),  CD11b  (clone  M1/70),  CD11c  (clone  

N418),  Ter119  (clone  TER119),  CD3  (clone  145-2C11),  NK1.1  (clone  PK136),  TCR  (clone  

GL3),  CD44  (clone  IM7),  CD25  (clone  PC61.5),  CD71  (clone  R17217),  IL7-R  (clone  A7R34),  

BCL-2  (clone  3F11),  CD19  (clone  1D3/CD19),  c-kit  (clone  2B8),  IgM  (clone  RMM-1).  
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Pour  tous  les  marquages  de  surface,  les  cellules  sont  resuspendues  dans  une  solution  PBS  

2%SVF  2mM  EDTA  contenant  les  anticorps  primaires.  Pour  les  marquages  intracellulaires,  

les  cellules  sont  fixées  dans  une  solution  de  PFA  4%  et  incubées  avec  les  anticorps  dans  le  

tampon   «  permeabilization   buffer  »   (Invitrogen   Cat#   00-833-56).   Toutes   les   cellules  

analysées  par  cytométrie  en  flux  ont  été  préalablement  marquées  par  le  marqueur  de  viabilité  

(ThermoFisher  scientific  Cat#  65-0865-14).    

  

Pour   le  phénotypage  des   thymocytes,   les  thymus  sont  broyés  et   les  corécepteurs  CD4  et  

CD8  sont  marqués.  Pour  l’analyse  de  la  population  DN,   les  thymocytes  sont  marqués  par  

des  anticorps  dirigés  contre  le  linéage  LIN  (Gr1,  CD11b,  CD11c,  Ter119,  CD3,  B220,  NK1.1  

et  TCR),  CD8  et  CD4.  Après  sélection  des  populations  Lin-  CD8-  CD4-,  les  cellules  sont  

analysées  grâce  au  marquage  de  surface  CD44,  CD25,  CD5,  CD71  et  IL7-R  et  au  marquage  

intracellulaire  BCL-2  et  TCR.  Pour  le  phénotypage  des  splénocytes,  les  rates  sont  broyées  

et   les   globules   rouges   sont   lysés   à   l’ACK   (Gibco   Cat#   A10492)   avant   le  marquage   des  

marqueurs  CD4,  CD8,  CD24  et  TCR.    

Pour  l’analyse  de  la  moelle  osseuse,  les  fémurs  de  souris  sont  broyés  sur  mortier  et  filtrés.  

Les  cellules  sont  ensuite  marquées  pour  détecter  par  cytométrie  en  flux  les  marqueurs  CD19,  

B220,  c-kit  et  IgM.  

  

Les  données  ont  été  acquises  sur   le  cymomètre  LSR   II   (BD  Biosciences)  et  analysées  à  

l’aide  du  logiciel  FlowJO  (Tree  Star  Inc.)  

  
Culture  de  cellules  primaires  de  souris  
  

L’ensemble  des  cellules  primaires  sont  mises  en  culture  dans  un  incubateur  à  37°C  et  5%  

CO2  et  maintenue  dans  du  milieu  RPMI  (Sigma  Aldrich  Cat#  R0883)  complémenté  de  10%  

SVF   (Gibco   cat#   10270),   1%  pénicilline/streptomycine,  MEM   (Gibco  Cat#   11140),   10mM  

HEPES  (Gibco  Cat#  15630),  1mM    Sodium  Pyruvate  (Sigma-Aldrich  Cat#  S8636),  2mM  L-

glutamine  (Gibco  Cat#  25030),  50g/mL  gentamycine  (Sigma-Aldrich  Cat#  G1397),  50M  2-

mercapthoéthanol  (Gibco  Cat#  31350).    
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Analyse  in  vitro  de  la  prolifération  des  DN  
  
Les  cellules  DN  sont  isolées  par  sélection  négative  après  marquage  du  CD4  et  du  CD8  par  

des  anticorps  générés  au  laboratoire  et  après  incubation  dans  les  billes  Dynabeads    magnetic  

beads  (Invitrogen  Cat#  11415D).  Les  cellules  DN3a  (Lin-  CD44-  CD25+  CD5-  ou  Lin-  CD44-  

CD25+  CD71-)  sont  triées  sur  trieur  cellulaire  FACSARIA  II  (BD  Biosciences)  ou  FACSARIA  

SORP  (BD  Biosciences)  après  marquage  des  DN  dans  un  tampon  PBS  2%  SVF  2mM  EDTA.  

Pour   l’analyse   de   la   prolifération,   une   partie   des  DN3a   est  marqué   au  Cell   Trace   Violet  

(CTV)(Invitrogen  Cat#  C34557)  avant  d’être  mise  en  culture  sur  une  lignée  de  cellules  OP9-

DLL1   pour   les   temps   indiqués   dans   les   résultats   en   présence   de   10ng/mL   d’IL-7   murin  

recombinant   (Peprotech   Cat#   217-17).   Aux   différents   temps   indiqués,   les   DN3   sont  

récupérés  et  marqués  pour  la  détection  des  marqueurs  de  surface  CD5,  CD71  et  IL7-R  et  

des  marqueurs  intracellulaires  BCL-2  et  TCR.  Pour  le  marquage  par  l’AnnexinV,  les  cellules  

sont   préalablement   marquées   avec   les   anticorps   de   surface   présentés   ci-dessus   puis  

reprises  dans  le  tampon  de  marquage  AnnexinV  (BD  Biosciences  Cat#  556454)  contenant  

l’AnnexinV  (BD  Biosciences  Cat#  561012).  Les  cellules  n’ayant  pas  été  marquées  au  CTV,  

sont  marquées  au  DAPI  après  fixation  dans  une  solution  de  PFA  4%  et  perméabilisation  par  

le  tampon  «  permeabilization  buffer  »  (Invitrogen).  Le  DAPI  (Sigma-Aldrich  Cat#  D9542)  est  

ajouté  aux  cellules  à  1g/mL  dans  du  PBS  pour  l’acquisition.  

  

Analyse  in  vitro  de  la  prolifération  des  LT  périphériques  
  

Les  LT  CD4+  et   les  LT  CD8+  sont   isolés  par  sélection  négative  après  marquage  du  CD8,  

B220,   CMH-II,   NK1.1,   Fc   etCD11b   et   du   CD4,   B220,   CMH-II,   NK1.1,   Fc   etCD11b  

respectivement,  par  des  anticorps  générés  au  laboratoire  et  après  incubation  dans  les  billes  

Dynabeads  magnetic  beads  (Invitrogen).  Pour  l’analyse  de  la  prolifération,  une  partie  des  LT  

est  marquée  au  cell  trace  violet  avant  d’être  mise  en  culture  pour  les  temps  indiqués  dans  

les   résultats.   Les   LT   sont   stimulés   sur   des   plaques   adsorbées   des   différentes   doses  

indiquées  d’anticorps  anti-CD3  (anticorps  produit  au  laboratoire)  et  de  2g/mL  d’anti-CD28  

(clone   37-51   BioXCell   Cat#   BE0015-1).   Pour   la   stimulation   par   PMA   et   ionomycine,   les  

cellules   sont   stimulées   en   présence   100ng/mL   de   PMA   (Sigma   Aldrich   Cat#   P8139)   et  

100ng/mL  de  ionomycine  (Sigma  Aldrich  Cat#  I0634).  Les  LT  CD4+  ANDTg  sont  stimulés  sur  

cellules   P13.9   chargées   de   1M   de   peptide   MCC   (Moth   cytochrome   C   88-103  :  

ANERADLIAYLKQATK)  (Produit  à  façon  par  GeneCust)  pendant  2H.  Les  LT  sont  stimulés  
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pendant   48h   à   hauteur   de   4   LT   par  P13.9.   Aux   différents   temps   de   culture,   les   LT   sont  

récupérés  et  marqués  pour  analyser  par  cytométrie  en  flux  le  marquage  CD25  et  CD69.  Pour  

le  marquage  par  l’AnnexinV,  les  cellules  sont  préalablement  marquées  avec  des  anticorps  

reconnaissant   les  marqueurs  CD25  et  CD69   puis   reprises   dans   le   tampon  de  marquage  

AnnexinV  contenant  l’AnnexinV.    Les  LT  CD4+  non  marqués  au  CTV,  sont  marqués  au  DAPI  

après   fixation   dans   une   solution   de   PFA   4%   et   perméabilisation   par   le   tampon  

«  permeabilization  buffer  »  (Invitrogen).  Le  DAPI  est  ajouté  aux  cellules  à  1g/mL  dans  du  

PBS  pour  l’acquisition.  

  

Cytométrie  en  image  
  
Pour   l’analyse  de  la  population  G2/M,   les  LT  CD4+  sont  stimulés  par  10g/mL  d’anticorps  

anti-CD3  et  2g/mL  d’anti-CD28  adsorbés  sur  des  plaques  pendant  48h.  Pour  l’analyse  de  

la  métaphase,  les  LT  CD4+  sont  stimulés  par  10g/mL  d’anticorps  anti-CD3  et  2g/mL  d’anti-

CD28  adsorbés  sur  des  plaques  pendant  24h.  Après  24h  de  culture  du  Nocodazole  (Sigma  

Aldrich   Cat#   M1404)   a   été   ajouté   pour   100ng/mL   final   pendant   18h.   Les   cellules  

synchronisées  sont  lavées  dans  du  RPMI  complémenté  de  SVF  puis  traitées  avec  10M  de  

MG132   (Sigma   Aldrich   Cat#   M7449)   pendant   3h.   Les   cellules   ont   été   acquises   sur  

ImageStreamX  (Millipore)  après  marquage  de  CD4,  de   la  viabilité  et  de   l’ADN  suivant   les  

protocoles  décrits  précédemment.    

  

Les   données   ont   été   analysées   sur   le   logiciel   d’analyse   IDEAS   (Millipore).   Pour   la  

discrimination  des  cellules  mitose  et  celles  en  cellules  en  phase  G2,  nous  avons  utilisé   le  

paramètre  «  Bright  Detail  Intensity  »  (BDI).  Celui-ci,  soustrait  le  bruit  de  fond  aux  images  

acquises  et  calcule  l’intensité  des  pixels  restants  (Fig.  S6A)(483).  L’homogénéité  du  

marquage  au  sein  d’une  cellule  conduit  à  une  valeur  de  BDI  importante.  Les  cellules  

en   mitose   ayant   l’ADN   condensé   présentent   une   meilleure   homogénéité   de  

marquage  DAPI  que  les  cellules  G2  à  ADN  décondensé  (Fig.  S6C).  
Pour   l’analyse   des   cellules   en   métaphase,   nous   avons   utilisé   le   paramètre  

«  Elongatedness  »  sur  le  masque  DAPI  que  nous  avons  prédéfini.  Ce  paramètre  calcule  le  

rapport   de   la   longueur   et   de   la   largeur   d’un  masque  DAPI   (Fig.   S6B).   L’allongement   du  

masque  DAPI  des  cellules  en  métaphase  conduit  à  l’augmentation  du  paramètre  dépassant  

alors  un  ratio  de  1.5  (Fig.  S6D).  
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Imagerie  cellulaire  
  

Les  thymocytes  DN3b  (Lin-  CD44-  CD25+  CD5+  ou  Lin-  CD44-  CD25+  CD71+)  sont  triés  sur  

trieur  cellulaire  FACSARIA  II  ou  FACSARIA  SORP.  Les  LT  CD4+  triés  par  sélection  négative  

sont  marqués   au  CTV  et   stimulés   sur   des   plaques  adsorbées   de   10g/mL  d’anti-CD3   et  

2g/mL  pendant  48h.  La  population  CTVhi  (non  proliférante)  a  été  triée  sur  trieur  cellulaire  

FACSARIA  SORP.  Les  DN3b  ou  les  LT  CD4+  CTVhi  sont  déposées  sur  lames  adsorbées  de  

0,01%  de  poly-L-lysine   (Sigma  aldrich  Cat#  P8920),   fixées  par  PFA  4%  dans  du  PBS  et  

perméabilisé  dans  0,1%  de  Saponine  (Sigma  Aldrich  cat#  47036).  Le  marquage  -tubuline  

(clone  14C11  BioLegend  Cat#  629201)  est  réalisé  à  4°C  dans  0,1%  de  Saponine  3%  BSA  

10mM  HEPES  pendant   18h  et   le  marquage   secondaire  anti-souris   IgG2b  (Invitrogen  Cat#  

A21147)  dans  la  même  solution  pendant  1h  à  température  ambiante.  Le  marquage  de  l’ADN  

est  réalisé  au  DAPI  pendant  15min  à  température  ambiante  dans  du  PBS.  Les  lames  sont  

ensuite  montées  en  présence  d’une  solution  de  DABCO  (Sigma  Aldrich  Cat#  D27802)  et  les  

images  sont  acquises  au  microscope  confocal  LSM710  (Zeiss)  

  

Pour  la  vidéo  microscopie,  les  LT  CD4+  sont  isolés  par  sélection  négative  et  mis  en  culture  

pendant  24h  sur  une  chambre  (IBIDI  Cat#  80821)  adsorbée  de  10ug/mL  d’anti-CD3  et  de  

2ug/mL  d’anti-CD28.  Pour   le  marquage  de   l’ADN,  du  Hoechst  33342  (Sigma-Aldrich  Cat#  

B2261)  a  été  ajouté  dans  le  milieu  sur  les  LT  pour  une  concentration  finale  de  50ng/mL.  Les  

cellules  en  présence  de  Hoechst  33342  sont  observées  au  microscope  confocal  Spinning  

disk  pendant  18h  dans  une  chambre  à  37°C  et  5%CO2.  Les  images  obtenues  en  z-stack  sont  

ensuite  montées  en  film  et  analysées  à  l’aide  d’ImageJ.  

  

Immunoprécipitation  et  westernblot  
  
Pour  l’immunoprécipitation  de  la  chaine  intermédiaire  de  la  dynéine  (DIC),  les  LT  CD4+  sont  

isolés   par   sélection   négative   et   lysés   dans   un   tampon   de   lyse   (Tris   pH7,2   10mM,   NaCl  

150mM,  Triton  1%,  Na3VO4  2mM,  NaF  5mM,  EDTA  1mM,  PMSF  1mM,  leupeptine  1μg/mL,  

Aprotinine,  2μg/mL,  pepstatine  1μg/mL)  pendant  20min  dans  la  glace.  Le  lysat  est  clarifié  par  

centrifugation   à   12000rpm   pendant   15min.   Le   surnageant   est   incubé   avec   des   billes  

adsorbées  d’anti-DIC  (clone  74-1  Santa-Cruz  Cat#  sc-13524)  ou  IgG2b  (Santa-Cruz  Cat#  sc-

3879)  pendant  2  heures  sur  roue  à  4°C.  Après   immunoprécipitation,   les  billes  sont   lavées  

avec  du  tampon  de  lyse  et  les  protéines  sont  éluées  dans  du  tampon  LDS  blue  (Invitrogen  

Cat#  NP0007)  et  de  l’agent  réducteur  (Invitrogen  Cat#  NP0009)  10min  à  70°C.  
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Pour   l’analyse  de  p53,   les  LT  CD4+  sont  triés  par  sélection  négative  et  mis  en  culture  sur  

plaque  adsorbée  de  10g/mL  d’anti-CD3  et   de  2g/mL  d’anti  CD28  pendant   24h  et  48h.  

Après  chaque  temps  de  culture,  les  cellules  sont  récupérées  et  lysées.  Les  thymocytes  DN  

totaux  sont  isolés  par  sélection  négative  et  lysés  directement.  

  
Les  lysats  sont  déposés  sur  des  gels  SDS-PAGE  précoulés  (Bio-Rad)  4-15%  et  mis  à  migrer  

dans  un  tampon  Tris-Glycine-SDS  1X  (Bio-Rad  Cat#  161.0772).  Les  protéines  sont  ensuite  

transférées  sur  une  membrane  de  PVDF  (Millipore  Cat#  IPVH00010)  de  maille  0,45μm  par  

transfert  semi-sec  dans  du  tampon  de  transfert  :  éthanol  20%  ;;  Tris-Glycine  (Euromedex  Cat#  

EU0550)  pendant  1h  à  25V.  Les  membranes  sont  saturées  dans  du  tampon  Tris-Buffered-

Salin  (Euromedex  Cat#  ET220)  ;;  Tween20  0,1%  (Sigma  Aldrich  Cat#  P1379)  (TBST)  et  5%  

de  lait  (régilait).  Les  membranes  sont  incubées  avec  les  anticorps  primaires  anti-Lis1  (Santa-

Cruz  Cat#  sc-15319),  anti-Rac1  (clone  23A8  Millipore  Cat#  05-389),  anti-DHC  (Santa-Cruz  

Cat#  sc-9115),  anti-p150glued  (clone  1/p150Glued  BD  Biosciences  Cat#  610473)  ou  anti-p53  

(clone  1C12  Cell  Signaling  Tech.  Cat#  2524)  sur  la  nuit  à  4°C.  Les  membranes  sont  lavées  

avec  du  TBST  puis   incubées  1h  à  température  ambiante  avec  l’anticorps  secondaire  anti-

souris  (Jackson  ImmunoResearch  Cat#  115-035-003)  ou  anti-lapin  couplé  à  l’HRP  (Jackson  

ImmunoResearch  Cat#  111-035-003).  Enfin,   les  membranes  sont   révélées  par   incubation  

dans   une   solution   de   Chemiluminescent   Peroxidase   Substrate-3   (Sigma   Aldrich   Cat#  

CPS3100)  et  les  photos  sont  obtenues  par  BioRad  XRS+  imager.    

  

Analyses  statistiques  

L’ensemble  des  résultats  a  été  statistiquement  analysé  par  test  de  Mann-Whitney  ou  par  t-

test  suivi  de  correction  de  Welch.  La  p-value  est  indiquée  dans  la  légende  de  chaque  figure  

(*p<0,05,  **p<0,01,  ***p<0,001,  ****p<0,0001)  
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DISCUSSION  
  
Le  développement  et   les  fonctions  des  LT  sont  régulés  par  des  voies  de  signalisation  qui  

entraînent   la   mobilisation   de   facteurs   de   transcription   déclenchant   des   programmes  

génétiques.   L’activation   et   la   différenciation   des   LT   entraînent   et   nécessitent   des  

réarrangements   du   cytosquelette   qui   contribuent   au   recrutement   de   protéines   de  

signalisation,  à  la  réorientation  des  organites  et  à  la  polarisation  de  cytokines  effectrices  vers  

les  cellules  cibles.  Bien  que  de  nombreuses  études  se  concentrent  à  étudier   les  voies  de  

signalisation   et   la   régulation   des   gènes,   peu   de   travaux   s’intéressent   aux   évènements  

mécaniques  associés   au   cytosquelette   dans  des   LT.   Les   fonctions   du   cytosquelette   sont  

régulées  par  de  nombreuses  protéines  motrices  qui   permettent   le   transport   de   structures  

cellulaires  ou  de  molécules  à  travers  la  cellule.    

  

Les  moteurs  moléculaires  kinésines,  dynéines  et  myosines  ont  très  peu  été  étudiés  dans  les  

LT.  La  myosine  est  essentielle  dans  l’activité  et  la  stabilisation  de  la  synapse  immunologique  

en  s’associant  au  cytosquelette  d’actine  (149-152).  Au  niveau  des  microtubules,  la  kinésine  

est   importante  dans   la  sécrétion  des  granules   lytiques  au  cSMAC  (163).  Enfin   la  dynéine  

joue  un  rôle  important  dans  l’établissement  de  la  synapse  immunologique  et  dans  la  fonction  

de  celle-ci  (160-162).  La  majorité  des  études  réalisées  sur   les  moteurs  moléculaires  et   le  

cytosquelette   utilise   des   lignées   cellulaires   ou  des   cellules   primaires.   Seule   l’étude   de   la  

kinésine  KIF-7  utilise  un  modèle  murin  déficient  ou  hétérozygote  pour  KIF-7  afin  d’étudier  les  

fonctions  physiologiques  de  cette  protéine  dans  le  système  immunitaire.  Dans  ce  travail,  les  

auteurs  ont  utilisé  des  souris  hétérozygotes  pour  KIF-7  suite  à  la  létalité  de  la  délétion  totale  

du  gène.  Les  animaux  hétérozygotes  ne  leur  permettent  pas  de  démontrer  une  implication  

de  KIF-7  dans  le  développement  des  LT  et  dans  leurs  fonctions.  En  revanche,  l’étude  des  

embryons  déficients  pour  KIF-7  au  stade  E16.5  du  développement  embryonnaire  démontre  

que  la  déficience  en  KIF7  affecte  légèrement  la  transition  DN-DP.  Le  transfert  de  cellules  de  

foie  fœtal  d’embryons  déficients  en  KIF-7  dans  des  souris  receveuses  déficientes  pour  RAG,  

entraine  un  profil  normal  des  populations  de  LT  périphériques,  avec  une  légère  diminution  

de  l’activation  cellulaire  après  24h  de  stimulation  (484).  Au  cours  de  ma  thèse,  je  me  suis  

intéressé  au  régulateur  de  la  dynéine  Lis1  afin  de  comprendre  ses  fonctions  physiologiques  

au  sein  des  LT.  Comme  pour   la  délétion  totale  de  KIF-7,   la  perte  totale  de  Lis1  est   létale  

(403).  Afin  de  comprendre   les   fonctions  physiologiques  de  Lis1  dans   les  LT,  nous  avons  

produit  des  souris  déficientes  en  Lis1  spécifiquement  dans  les  lymphocytes.    
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Bien   que  Ngoi   et   al,   ne   démontrent   pas   de   défaut  majeur   du   développement   des   LT   en  

absence  de  Lis1  (472),  l’utilisation  d’une  lignée  différente  nous  a  permis  de  conclure  de  la  

fonction  critique  de  Lis1  dans  le  développement  thymique  précoce.  Les  résultats  acquis  au  

cours  de  ce  travail  de  thèse  et  les  interprétations  en  découlant,  ont  permis  de  démontrer  la  

fonction  indispensable  de  Lis1  au  cours  de  la  prolifération  des  thymocytes  précoces.  Lis1  ne  

joue  pas  de   rôle  au  cours  de   la  -sélection  mais  est  essentielle  à   la  prolifération  des  DN  

exprimant   une   chaine   du   TCR   fonctionnelle.   L’accumulation   des   cellules   au   cours   des  

stades  DN  résulte  du  défaut  de  prolifération  des  cellules,  qui  ne  parviennent  plus  à  organiser  

et  distribuer  leur  matériel  génétique.  Ce  même  défaut  de  prolifération,  a  été  retrouvé  lors  de  

l’analyse  de  LT  périphériques  après  leur  stimulation.  Ces  affections  se  caractérisent  par  le  

ralentissement  de  la  mitose  et  la  distribution  inégale  de  chromosomes  entre  les  cellules  filles  

lorsque  celles-ci  parviennent  à  se  séparer.  L’effet  majeur  de  la  déficience  en  Lis1  se  solde  

par  la  mort  cellulaire  programmée  afin  d’éliminer  ces  cellules  potentiellement  dangereuses.  

  

Figure  28  :  Schéma  de  conclusion  décrivant  les  conséquences  de  la  perte  de  Lis1  sur  le  
développement  des  LT  
La  déficience  en  Lis1  conduit  au  blocage  du  développement  des  LT  au  cours  des  stades  
précoces.  Les  analyses  ont  démontré  que  l’expression  du  pre-TCR  est  normale  ainsi  que  la  
signalisation.  En  absence  de  Lis1,  la  signalisation  conduit  à  l’expression  des  marqueurs  de  
survie  suggérant  que  la  déficience  en  Lis1  n’affecte  pas  les  mécanismes  de  survie  cellulaire  
suivant  la  -sélection.  Cependant,  les  analyses  du  cycle  cellulaire  démontrent  un  blocage  de  
la  phase  G2/M  du  cycle  cellulaire.  Les  analyses  moléculaires  fines  réalisées  sur  des  LT  CD4+  
révèlent   que   la   mitose   est   bloquée   avec   la   formation   de   cellules   multilobées   suite   à  
l’interruption  de  la  mitose  ou  à  la  répartition  anormale  du  matériel  génétique.  Cela  conduit  à  
la   mort   par   apoptose   suite   à   l’expression   de   p53   au   cours   des   stades   DN3b   et   aussi  
probablement  DN4.    
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I)  Fonctions  physiologiques  de  Lis1  dans  les  lymphocytes  T  
  
1.  Blocage  précoce  du  développement  des  LT  dans  le  modèle  Lis1fl/fl  CD2Cre    
  
Mon  travail  de  thèse  montre  que  le  développement  précoce  des  LT  est  bloqué  au  stade  DN3  

lorsque  la  Cre  recombinase  est  exprimée  sous  le  contrôle  du  promoteur  CD2  (Fig.  1B  et  Fig.  

1C).   Les   résultats   obtenus   in   vitro   à   l’aide   des   cellules   OP9-DLL1,   suggèrent   que   la  

diminution  de  cellules  aux  stades  DP  est   la  conséquence  d’un  défaut  de  prolifération  des  

cellules  après  la  -sélection  (Fig.  3).  Nous  montrons  dans  ce  système  que  la  déficience  en  

Lis1  entraîne  un  accroissement  du  taux  d’apoptose  dans  les  populations  ayant  subi  un  ou  

plusieurs  cycles  de  divisions  cellulaires.  En  revanche,  la  déficience  en  Lis1  n’augmente  pas  

la  proportion  de  cellules  en  apoptose  dans  les  cellules  non  divisées  ayant  reçu  des  signaux  

de   stimulation   (CD5hi)   (Fig.   6A).   Par   ailleurs,   l’absence   de   stimulation   après   24h   et   48h  

conduit   à   une   proportion   similaire   de   la   mortalité   cellulaire   (données   non  montrées).   Ce  

blocage  de  la  prolifération  ne  permet  pas  l’amplification  de  cellules  exprimant  une  chaine    

fonctionnelle  induisant  alors  la  diminution  de  la  proportion  de  DN3  TCRhi.  Ceci  suggère  que  

Lis1   n’est   pas   essentielle   à   la   survie   des   thymocytes   non   proliférants   mais   qu’elle   est  

nécessaire  au  déroulement  normal  des  cycles  de  prolifération.  L’accumulation  des  cellules  

au  stade  DN3  et  le  blocage  de  la  prolifération,  ne  résultent  pas  d’un  défaut  d’expression  de  

la  chaîne    du  TCR  (Fig.  2A).    L’expression  normale  de  CD5  dans  les  cellules  exprimant  la  

chaine      du   TCR   déficientes   pour   Lis1   suggère   que   Lis1   n’est   pas   essentielle   à   la  

signalisation   des   cellules   par   le   pré-TCR   dans   les   thymocytes   précoces   (Fig.   2B).   Nous  

montrons  aussi  que  la  déficience  en  Lis1  n’affecte  pas  l’expression  du  récepteur  à  l’IL-7  qui  

est  nécessaire  à  la  survie  des  cellules  à  ce  stade  et  à  leur  différenciation  en  cellules  DN4  et  

DP  (Fig.  2C).  L’induction  de  l’IL7-R  par  interaction  avec  son  ligand  entraine  l’activation  de  la  

voie   Jak/STAT5   conduisant  à   la  phosphorylation   de  STAT5  et   à   sa   translocation   dans   le  

noyau.  STAT5,  au  sein  du  noyau,  est  responsable  de  la  transactivation  de  gènes  de  survie  

tels  que  Bcl-2.  Suite  à   la  stimulation  du   récepteur  à   l’IL-7,   l’expression  de  BCL-2  diminue  

(262).   En   revanche,   le   passage   de   la   -sélection   est   corrélée   avec   l’augmentation   de  

l’expression   de   BCL-2A1   (263).   Il   n’existe   pas   de   donnée   physiologique   quant   aux  

conséquences   de   la   perte   de   BCL-2A1   au   cours   du   développement   précoce   des   LT.  

Cependant,   il   est   clair   que   l’expression   de   ce   facteur   de   survie   est   considérablement  

augmentée  après  engagement  du  pre-TCR  et  du  récepteur  CXCR4  dans  les  cellules  DN4  

(485).  L’expression  de  BCL-2  n’est  pas  affectée  dans  les  souris  déficientes  en  Lis1  (Fig.  2C).  

Afin  de  vérifier  que  la  diminution  de  la  proportion  de  cellules  DN4  chez  les  souris  déficientes  
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en  Lis1  ne  provient  pas  de  l’absence  d’expression  de  BCL-2A1,  il  serait  important  de  vérifier  

l’expression  de  CXCR4  et  l’induction  de  BCL-2A1.    

  

Le   phénotype   observé   conduit   au   blocage   de   la   prolifération   suite   à   la   perte   totale   de  

l’expression   de   Lis1.   L’analyse   de   la   quantité   d’ADN   montre   une   augmentation   de   la  

proportion  des  cellules  en  G2/M  en  absence  de  Lis1  suggérant  que  le  défaut  de  prolifération  

des   thymocytes   est   la   conséquence   d’un   blocage   des   cellules   en   phase  G2/M   du   cycle  

cellulaire  (Fig.  3D).    

  

Une  publication  récente,  démontre  qu’au  cours  de  la  -sélection,  des  divisions  asymétriques  

ont  lieu  pour  contrôler  le  devenir  des  cellules.  La  délétion  de  Scribble,  une  protéine  régulant  

la   polarité   cellulaire,   conduit   à   l’augmentation   de   cellules  DN4   dans   les   souris   (272).   Un  

travail  précédent  montre  que  la  déficience  en  Lis1  dans  les  cellules  hématopoïétiques  conduit  

à  l’asymétrie  des  divisions  de  CSH  (429).  Nous  pouvons  penser  que  la  déficience  en  Lis1  

dans  notre  modèle  favorise  l’asymétrie  des  divisions,  ce  qui  contribuerait  à  la  diminution  des  

thymocytes  DN4.  L’analyse  sur  des  cellules  DN3  stimulées  par  OP9  DLL1  de  la  répartition  

de   Scribble   et   aPKC,   des   protéines   impliquées   dans   la   polarisation   cellulaire,   nous  

permettrait  de  quantifier  la  proportion  de  cellules  en  division  asymétrique.    

  

2.    La  sélection  positive  est  normale  dans  le  modèle  Lis1fl/fl  CD4Cre    
  
Le  développement  tardif  des  LT  se  caractérise  par  des  évènements  de  sélection  importants  

conduisant  à  la  survie  ou  à  l’apoptose  des  cellules  selon  l’affinité  du  TCR  pour  les  peptides  

du  soi  présentés  par  les  molécules  du  CMH  dans  le  thymus.  Nous  montrons  que  la  déficience  

en  Lis1  dans  les  souris  Lis1fl/fl  CD4Cre  n’affecte  pas  les  sous-populations  de  thymocytes  CD4  

SP  et  CD8  SP  et  n’affecte  pas  la  sélection  positive  de  LT  CD4+  exprimant  le  TCR  AND  (Fig.  

1A).  Il  est  possible  que  Lis1  ne  soit  pas  essentielle  à  la  maturation  et  à  la  sélection  de  ces  

cellules.  Il  est  aussi  possible  que  les  modèles  utilisés  ne  permettent  pas  de  conclure  quant  à  

l’importance  de  Lis1  dans  le  développement  tardif.  Le  modèle  CD2Cre  entraîne  un  blocage  

quasiment  complet  du  développement  thymique  au  cours  des  stades  DN  et  ne  permet  pas  

d’analyser   les   étapes   ultérieures.   Le  modèle   CD4Cre   entraîne   peut-être   une   délétion   trop  

tardive  de  Lis1  ne  permettant  pas  de  révéler  l’effet  de  cette  protéine  sur  la  sélection  positive.  

En   faveur   de   cette   dernière   hypothèse,   l’utilisation   du   modèle   CD4Cre   dans   l’étude   de  

l’adaptateur  moléculaire  Grb2   ne   démontre   pas   d’effet   de   la   déficience   en  Grb2   dans   le  

développement  des  LT.  En  revanche,  l’utilisation  de  modèle  LCKCre,  entrainant  une  délétion  
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plus   précoce,   conduit   à   la   diminution   de   la   population   CD4   et   CD8   SP   démontrant   une  

implication  de  cet  adaptateur  au  cours  des  évènements  de  sélection  thymique  (244).  

  

Le  développement  tardif  des  LT  nécessite  une  signalisation  des  TCR  finement  régulée.  Des  

résultats  précédents  obtenus  dans  des  neurones  indiquent  que  Lis1  participe  à  la  régulation  

de  la  signalisation  dans  ces  cellules  en  stabilisant  l’activation  de  Rac1  au  niveau  du  cortex  

cellulaire  suite  à  la  stimulation  neuronale  (395).  De  plus,  il  a  été  démontré  que  la  déficience  

en  Lis1  peut  diminuer  la  signalisation  de  la  voie  des  MAP  kinases  suite  à  la  diminution  du  

recyclage   de   récepteurs   aux   facteurs   de   croissance   (453).   Des   études   d’interactome  

réalisées  par  mon  équipe  d’accueil  démontre  que  Lis1  interagit  avec  THEMIS1,  une  protéine  

essentielle  aux  évènements  de  sélection  dans  le  thymus  (347)(Annexe1).  Mon  travail  n’a  pas  

permis  d’établir  les  conséquences  fonctionnelles  de  l’interaction  entre  THEMIS1  et  Lis1  mais  

des  données  de  la  littérature  suggèrent  une  hypothèse  intéressante.  GAREM,  une  protéine  

de  signalisation  contenant  un  domaine  CABIT,  interagit  avec  la  protéine  14-3-3(486).  Cette  

dernière   est   importante  dans   la   relocalisation   de  GAREM  au   sein   des   cellules.  Dans   les  

neurones,  14-3-3  interagit  avec  le  complexe  Kinésine,  Lis1  et  NudE  pour  leur  relocalisation  

avec  DISC   (487).  Enfin,   14-3-3   est   présente   dans   l’interactome   de  THEMIS1   suggérant  

fortement  que  Lis1   interagit  avec  THEMIS1  afin  de  relocaliser  ce  dernier  (Communication  

personnelle  par  Dr  Renaud  LESOURNE).  Lis1  pourrait  donc  être  mise  à  contribution  dans  la  

régulation  de  la  localisation  de  THEMIS1  au  sein  des  cellules  au  cours  de  l’activation.  Il  serait  

donc  intéressant  d’analyser,  par  imagerie  confocale,  la  localisation  de  THEMIS1  au  sein  de  

cellules  stimulées  déficientes  en  Lis1.  Des  expériences  réalisées  au  début  de  mon  doctorat  

démontrent  l’importance  du  domaine  CABIT1  de  THEMIS1  dans  l’interaction  entre  ces  deux  

protéines.   Lis1   interagit   principalement   avec   ses   partenaires   par   sa   région   en   hélice     

probablement   par   le   biais   d’interactions   ioniques   (Annexe   4).   Il   serait   intéressant   de  

déterminer  les  résidus  d’interaction  entre  THEMIS1  et  Lis1  et  de  produire  des  souris  knock-

in  contenant  des  mutations  invalidantes  du  ou  des  résidus  responsables  de  cette  interaction.    

  
3.    Rôle  de  Lis1  dans  la  migration  des  thymocytes    
  

Bien  que   la  prolifération  soit   un  évènement  essentiel  dans   le  développement  des  LT  afin  

d’amplifier  des  thymocytes  précoces  exprimant  une  chaine    du  TCR  fonctionnelle,  nous  ne  

pouvons  pas  exclure  que  l’effet  de  Lis1  sur  le  développement  précoce  des  LT  soit  aussi  la  

conséquence  d’un  défaut  de  migration  des  cellules.  Les  thymocytes  migrent  vers  différentes  
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régions  du  thymus  tout  au  long  de  leur  développement.  Les  ETP/DN1  entrent  dans  le  thymus  

par   la   jonction   cortico-médullaire   et  migrent   vers   la   zone   subcapsulaire   dans   laquelle   se  

déroule  la  -sélection.  Après  différenciation  en  DP,  les  cellules  rejoignent  le  cortex  au  sein  

duquel  la  sélection  clonale  s’effectue  par  interaction  avec  les  cTEC.  Enfin,  les  SP  issus  de  la  

sélection  positive,  migrent  vers  la  médulla  pour  subir  la  sélection  négative  grâce  au  mTEC  

exprimant  les  peptides  antigéniques  du  soi  (195).  La  délétion  de  CXCR4,  un  récepteur  des  

chimiokines  CXCL12,  entraine  l’augmentation  en  proportion  et  en  nombre  des  cellules  DN3  

et   à   la   diminution   de   la  prolifération   de   ces   cellules.   La   diminution   en  CXCR4,   conduit   à  

l’absence   d’expression   de   BCL-2A1   après   engagement   du   pre-TCR   (485).   Cependant,  

aucune  donnée  n’existe  concernant  la  capacité  de  ces  cellules  à  exprimer  CD5,  le  récepteur  

à   l’IL-7   et   des   facteurs   trophiques.   Comme   pour   la   prolifération   des   cellules   souches  

neurales,  la  migration  des  neurones  est  essentielle  dans  le  développement  neural.  Comme  

il  a  été  discuté  dans  l’introduction,  Lis1  est  essentielle  à  la  migration  cellulaire  (403,  405,  406,  

419,   425,   488).   Les   lissencéphalies   illustrent   d’ailleurs   les   conséquences   des  défauts   de  

migration   et   de   prolifération   des   cellules   induites   par   la   perte   de   Lis1   lorsque   le   gène  

pafah1b1  est  muté  chez  des  patients  (489,  490).  Par  conséquent,  nous  pouvons  supposer  

que  Lis1  pourrait  aussi   jouer  un  rôle  sur   la  migration  des  LT  et  affecter  le  développement  

précoce   et   tardif   de   ces   cellules.   Nous   avons   réalisé   des   expériences   de   transwell   pour  

examiner  cette  possibilité  in  vitro.  Ces  expériences  préliminaires,  réalisées  sur  des  LT  CD4+  

périphériques  déficients  en  Lis1,  ne  démontrent  pas  de  défaut  de  migration  des  cellules  vers  

CCL19  (données  non  montrées).  Néanmoins,  cette  stratégie  ne  reflète  pas  la  migration  réelle  

des   cellules   mais   plus   particulièrement   la   capacité   de   celles-ci   à   être   attirées   par   une  

chimiokine  et  à  se  déformer  pour  atteindre  leur  but.  Ce  type  d’expérience  suggère  plutôt  que  

Lis1  n’est  pas  nécessaire  à  la  diapédèse,  un  processus  conduisant  à  l’introduction  de  cellules  

circulantes   au   sein   d’un   organe.   Une   analyse   par   microscopie   multi-photonique   nous  

permettrait  d’analyser  plus  finement  la  migration  en  temps  réel  au  sein  d’un  organe.  Il  serait  

intéressant  de  trier  des  cellules  DN  ou  DP  déficientes  pour  Lis1  et  de  les  déposer  sur  une  

coupe  épaisse  de  thymus  sain  pour  analyser  la  capacité  de  ces  cellules  à  migrer  au  sein  de  

l’organe.  

  

4.  Fonctions  de  Lis1  dans  les  lymphocytes  T  périphériques  
  
L’activation  des  LT  dépend  de  voies  de  signalisation  mobilisées  suite  à  l’engagement  du  TCR  

par   les   pCMH   et   à   la   fixation   de   ligands   sur   les   récepteurs   aux   cytokines   et   sur   les  

corécepteurs.  Comme  il  a  été  mentionné  dans  la  partie  précédente,  la  signalisation  des  LT  
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pourrait  être  affectée  par  la  perte  de  Lis1  en  considérant  l’interaction  entre  THEMIS1  et  Lis1.  

Par  ailleurs,   la  stimulation  des  LT  conduit  à   la   formation  d’une  structure   tridimensionnelle  

qu’est   la   synapse   immunologique,   se   caractérisant   par   le   recrutement  du   centrosome   au  

niveau  du  contact  cellulaire  et  au  recrutement  des  TCR  constamment  endocytés  pour  leur  

recyclage  (491,  492).  La   formation  et   la   fonction  de  cette  structure  dépend  fortement  des  

moteurs  moléculaires,   dynéine   et   kinésine   (160-163,   473).  Comme  vu  au  début   de   cette  

discussion,   la  dynéine  et  importante  dans  le  recrutement  du  centrosome  et  des  TCR.  Lis1  

est   recrutée   à   la   synapse   immunologique   et   pourrait   réguler   la   dynéine   dans   ces  

réarrangements  moléculaires.  Il  pourrait  donc  être  intéressant  de  quantifier  la  proportion  de  

CPA  et  de  LT  conjugués  par  cytométrie  en  image  ou  microscopie  confocale.  Néanmoins,  la  

déficience  en  Lis1  n’affecte  pas  l’expression  des  marqueurs  d’activation  CD69  et  CD25  dans  

les  LT  stimulés  par  des  anticorps  anti-TCR  ou  par  des  antigènes  (Fig.  S5B  et  données  non  

montrées).  De  plus,  la  sécrétion  de  cytokines  n’est  pas  affectée  comme  l’ont  démontré  Ngoi  

et  al  (472).  Il  a  été  démontré  que  la  sécrétion  de  cytokines  de  LT  traités  au  nocodazole  n’est  

pas   affectée.   En   revanche,   la   polarisation   de   ces   cytokines   vers   la   cellule   cible   est  

compromise  (158).  Il  est  possible  que  la  déficience  en  Lis1  ait  des  effets  sur  la  polarisation  à  

la  synapse  des  cytokines  sécrétées  par  les  LT.    De  la  même  manière,  la  déficience  en  Lis1  

pourrait  conduire  à  la  mauvaise  polarisation  des  granules  lytiques  au  sein  des  CD8  et  par  

conséquent,  compromettre  la  mort  des  cellules  cibles  infectées  ou  cancéreuses.  

  

La  prolifération  des  LT  CD4+,  après  engagement  du  TCR,  est  fortement  diminuée  en  absence  

de   Lis1   (Fig.   4A   et   Fig.   4B).   La   stimulation   de   ces   cellules   avec   de   la   PMA/ionomycine  

démontre  que  le  défaut  de  prolifération  est  indépendant  du  TCR  (Fig.  4C).  Comme  au  sein  

du  thymus,  la  forte  diminution  de  cette  prolifération  après  stimulation  par  des  anticorps,  est  

associée   à   l’augmentation   de   la   phase   G2/M   du   cycle   cellulaire   et   à   l’augmentation   de  

l’apoptose  des  quelques  cellules  en  prolifération  (Fig.  4E  et  Fig.  6B).  Ces  résultats  sont  en  

accord  avec  ceux  obtenus  par  Ngoi  et  al.  montrant  un  défaut  de  prolifération  des  LT  CD4+  

déficients  en  Lis1  stimulés  en  présence  d’IL-7  (472).    

  

De  manière  intéressante,  et  comme  l’ont  montré  Ngoi  et  al.  (472),  nous  n’observons  pas  de  

défaut  de  prolifération  des  LT  CD8+  après  stimulation  par  des  anticorps  anti-CD3  et  anti-

CD28   (Fig.  S5A).     Bien  que   la  stimulation  par   le  TCR  ne  conduise  pas  au  blocage  de   la  

prolifération  des  LT  CD8+,  la  stimulation  par  PMA/ionomycine  révèle  un  blocage  critique  de  

la   prolifération   (Fig.   4D).   Le   transfert   de   CD8   naïfs   dans   une   souris   receveuse   irradiée,  

conduit   au   défaut   de   prolifération   en   absence   de   Lis1.   Cependant,   l’infection   par  
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L.monocytogenes   d’une   souris   OT-I   constituée   majoritairement   de   LT   CD8+   entraine   la  

diminution  de  LT  dans  le  sang  et  les  organes  lymphoïdes  secondaires  alors  que  la  proportion  

de  cellules  en  prolifération  semble  normale  (472).  L’ensemble  de  ces  données  suggère  que  

la  prolifération  des  LT  CD8+  déficients  en  Lis1  est  affectée  lors  de  la  stimulation  par  agents  

solubles   comme   la   PMA/Ionomycine   et   les   cytokines   IL-7.   Cependant,   la   stimulation   par  

immobilisation  ou  par  des  CPA  ne  démontre  pas  de  défaut  de  prolifération  mais  plutôt  de  

différenciation  des  LT  CD8+  déficients  en  Lis1.  Les  LT  CD8+  peuvent  se  différencier  en  sous-

populations  cellulaires  effectrices  ou  mémoires  après  stimulation  des  cellules  en  présence  

de   cytokines   spécifiques   sécrétées   par   les   CPA.   La   différenciation   de   ces   deux   sous-

populations   a   lieu   dès   le   premier   cycle   de   division   cellulaire   qui   entraîne   une   répartition  

asymétrique,  entre  le  pôle  proximal  (proche  de  la  CPA)  et  le  pôle  distal  des  cellules  stimulées,  

de  facteurs  de  transcriptions  déterminant  les  fonctions  effectrices  ou  mémoires  (184).  Ngoi  

et  al,  ont  démontré  que  la  déficience  en  Lis1  conduit  à  l’augmentation  du  phénotype  mémoire,  

suggérant  une  augmentation  de  la  division  asymétrique  dans  le  modèle  CD4Cre  (472).  Bien  

que  JT  Chang  ait  été  le  premier  à  décrire  la  division  asymétrique  dans  les  LT,  il  n’y  a  pas,  

dans  son  travail  sur  Lis1,  d’expérience  de  microscopie  confocale  démontrant  un  rôle  direct  

de  Lis1  dans  la  division  asymétrique.  Il  est  donc  possible  que  Lis1  régule   la  symétrie  des  

divisions   cellulaires   dans   les   LT   comme   elle   le   fait   dans   les   neurones   ou   les   cellules  

hématopoïétiques  mais  ceci  reste  à  démontrer  par  l’utilisation  de  marqueurs  tels  que  aPKC  

et  Scribble  comme  cités  précédemment.  

  

5.  La  perte  partielle  de  Lis1  ne  conduit  pas  à  un  défaut  des  lymphocytes  T  à  la  hauteur  
des  lissencephalies  
  

Les   conséquences   de   l’hétérozygotie   de   Lis1   dans   le   tissu   neural   sont   critiques   en  

comparaison   au   tissu   lymphoïde   (358,   360,   493).   Les   patients   atteints   de   lissencéphalie  

résultant  d’une  mutation  hétérozygote  sur  le  gène  codant  Lis1  ne  présentent  pas  de  défaut  

apparent  des  populations  de  LT  CD4+  et  CD8+  dans  le  sang  (communication  personnelle  du  

Pr.  Nadia  Bahi-Buisson).  De  plus,  chez  la  souris,  la  perte  hétérozygote  de  Lis1  ne  conduit  

pas  à  un  phénotype  différent  des  souris  sauvages  alors  que  la  perte  totale  a  un  effet  majeur  

(Fig.  S2A  et  Fig.  S2B).  Asunder  est  un  deuxième  régulateur  de  la  dynéine,  moins  connu  mais  

ayant  une  fonction  importante  dans  la  régulation  de  la  dynéine.  Asunder  a  principalement  été  

étudiée  chez  la  drosophile.  Des  expériences  d’interférence  à  ARNm  montrent  que  Asunder  

est  importante  dans  la  localisation  périnucléaire  de  la  dynéine  pour  entrainer  la  mitose.  Bien  

que  Asunder  et  Lis1  puissent  interagir,   la  localisation  et  la  fonction  de  Asunder  ne  semble  
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pas   dépendre   de   Lis1   (468,   494).   De   manière   intéressante,   des   résultats   d’expression  

génique   obtenus   dans   les   bases   de   données   «  Expression   Atlas  »  

(https://www.ebi.ac.uk/gxa/home)   suggèrent   que   le   gène   codant   cette   protéine   s’exprime  

dans  de  nombreux  tissus  et  particulièrement  dans  le  tissu  lymphoïde.  Ces  mêmes  bases  de  

données   suggèrent   que   Asunder   est   exprimée   plus   fortement   dans   les   LT   stimulés   ou  

différenciés  en  sous  populations  effectrices  de  LT.  L’expression  de  cette  protéine  semble  

moins   importante   dans   système   nerveux   que   dans   le   tissu   lymphoïde.   L’absence   de  

phénotype   clair   dans   les   souris   Lis1   hétérozygotes   pourrait   donc   provenir   d’une  

compensation  de  la  perte  partielle  de  Lis1  par  Asunder.  Il  serait  donc  intéressant  d’analyser  

l’expression  de  Asunder  en  absence  de  Lis1  et  de  créer  une  lignée  de  souris  déficientes  pour  

Asunder  et  d’analyser  la  perte  hétérozygote  dans  ce  modèle.  

  

  

II)  Mécanismes  moléculaires  et  cellulaires  par   lesquels  Lis1  régule   la  mitose  
dans  les  lymphocytes  T  
  

1.  Lis1  dans  la  réorganisation  des  chromosomes  en  mitose  
  

La  prolifération  des   thymocytes  post  -sélection  et  des  LT  CD4+  est   fortement  altérée  en  

absence  de  Lis1  (Fig.  3A  et  Fig.  4A).  Nous  avons  démontré,  après  marquage  de  l’ADN,  que  

cette  prolifération  est  associée  à   l’augmentation  de   la  proportion  des  cellules  en  G2/M  du  

cycle  cellulaire  (Fig.  3D  et  Fig.  4E).  L’utilisation  de  la  cytométrie  en  image,  nous  a  permis  de  

distinguer  les  cellules  en  G2  et  les  cellules  en  mitose  pour  montrer  que  la  déficience  en  Lis1  

conduit  essentiellement  à  une  accumulation  de  cellules  en  mitose  (Fig.  5A).  En  utilisant  cette  

technique,  nous  montrons  aussi  que   la  proportion  de  cellules  en  cours  de  métaphase  est  

fortement   diminuée   en   absence   de   Lis1   suggérant   un   rôle   important   de   Lis1   dans   le  

positionnement  des  chromosomes  sur  le  plan  équatorial  des  LT  CD4+  (Fig.  5B).  En  accord  

avec  cette  observation,   la  quantification  par  vidéo-microscopie  nous  a  permis  de  conclure  

d’une  part  à  un  ralentissement  important  de  la  transition  entre  la  prophase  et  la  métaphase  

et   d’autre   part   à   des   anaphases   imparfaites   conduisant   à   une   répartition   anormale   du  

matériel  génétique  ou  à  une  interruption  des  mitoses  (Fig.  5C).  Les  cellules  issues  de  ces  

divisions   présentent   souvent   un   noyau   multilobé   pouvant   résulter   probablement   du  

déséquilibre   génétique   et   d’un   défaut   de   reformation   de   l’enveloppe   nucléaire   après   la  

mitose.   L’ancrage   des   chromosomes   sur   les   microtubules   se   fait   par   l’intermédiaire   des  

kinétochores  au  niveau  des  centromères  des  chromosomes.  La  dynéine  s’associe  à  Spindly  
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et  à  la  dynactine  pour  favoriser  l’ancrage  des  kinétochores  aux  microtubules  (382).  Au  cours  

de  la  prométaphase,  le  complexe  RZZ  situé  dans  la  couronne  fibreuse  du  kinétochore  recrute  

Spindly,  la  dynactine  et  la  dynéine.  L’ancrage  des  chromosomes  aux  microtubules  libérerait  

la  dynéine  qui  éloignerait  des  protéines  responsables  du  point  de  contrôle  métaphasique  afin  

de  favoriser  l’anaphase  (438).  

  

L’entrée  en  anaphase  est   hautement   régulée.  Le   bon  ancrage  des  chromosomes   sur   les  

microtubules   polaires   permet   l’activation   de   APC/C   qui   entraine   l’ubiquitination   et   la  

dégradation  de  la  sécurine.  Cette  dernière  libère  donc  l’activité  de  la  séparase  qui  dégrade  

la  cohésine  pour  entrainer  la  séparation  des  chromatides  sœurs  (495,  496).  Ce  déroulement  

de   l’anaphase   peut   être   la   conséquence   du   mauvais   ancrage   des   kinétochores   aux  

microtubules  mais   aussi   du   déséquilibre   de   l’activité   dynéine   et   kinésine   au   niveau   des  

microtubules  polaires  ne  permettant  pas  une  orientation  correcte  (439-442).  Des  analyses  

de  microscopie   à   haute   résolution   pourraient   nous   permettre   de   déterminer   d’un   part   la  

position  des  dynéines  par  rapport  aux  microtubules  polaires  et  d’autres  part  la  position  des  

kinétochores  par  rapport  aux  extrémités  positives  des  microtubules.      

  

Les   expériences   de   cytométrie   en   image   nécessitent   un   grand   nombre   de   cellules   afin  

d’acquérir  plus  de  cellules  en  phase  G2/M  du  cycle  cellulaire.  Par  conséquent,  il  est  difficile  

de  réaliser  cette  expérimentation  sur  des  cellules  DN  après  culture  sur  des  cellules  OP9.  De  

plus,  la  vidéo-microscopie  nécessite  de  stimuler  les  cellules  en  chambres  spécifiques  pour  

l’imagerie  en  présence  d’OP9  dans   le  cas  de  DN.  La  présence  d’un  autre   type  cellulaire,  

pourrait   générer   un   bruit   supplémentaire   à   l’analyse   de   la  mitose,   de   plus   que   les  OP9  

peuvent   aussi   proliférer.   Les   défauts   que   nous   venons   de   décrire   dans   les   LT   CD4+  

périphériques  pourrait  donc  survenir  de  façon  similaire  dans  les  thymocytes  DN  en  cours  de  

division  après  la  -sélection  et  provoquer  la  mort  des  cellules  en  cours  de  développement  

via  la  protéine  p53.    

  

2.  Séparation  des  centrosomes  au  cours  de  la  phase  G2  
  

La   réorganisation   des   chromosomes   nécessite   la   réorientation   des   centrosomes   (422).  

L’analyse   des   centrosomes   dans   les   thymocytes   et   des   LT   CD4+   déficients   en   Lis1   en  

prolifération  démontrent  l’augmentation  du  nombre  de  centrosomes  (Fig.  5D  et  Fig.  5E).  Des  

résultats   préliminaires   permettent   aussi   de   voir   une   multipolarité   des   microtubules.   Les  

centrosomes  sont  constitués  d’une  paire  de  centrioles  et  du  matériel  péricentriolaire  au  sein  
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duquel  se  concentrent  de  nombreuses  protéines  de  régulation  et  des  complexes  TURC  qui  

sont  à  l’origine  de  la  nucléation  des  fibres  de  microtubules.  Ces  derniers  se  dupliquent  au  

cours  de  la  phase  S  du  cycle  cellulaire  et  se  séparent  au  cours  de  la  phase  G2  pour  migrer,  

par  le  biais  de  protéines  motrices,  vers  les  pôles  opposés  de  la  cellule  (422).  La  duplication  

des   centrosomes  est   un  processus  complexe  déclenché  par   la  kinase  PLK4  en  phase  S  

phosphorylant  STIL  et  SAS-6  constituant  l’amorce  d’un  nouveau  centriole  (481).  Alors  que  la  

déficience  en  PLK4,  STIL  ou  SAS-6  conduisent  à  l’absence  de  centriole,  leur  surexpression  

favorise  l’amplification  des  centrioles  et  l’altération  de  l’organisation  des  chromosomes  (497)  

(479,  498).  La  surexpression  de  PLK4  conduit  à   l’augmentation  des  centrosomes  dans   le  

thymus  et  les  splénocytes,  entrainant  l’augmentation  des  cellules  en  cours  de  prolifération  

suite   au   ralentissement   de   la   phase   G2/M   (479).   Une   élongation   trop   importante   des  

centrioles  au  cours  de  la  phase  S  peut  conduire  à  l’amplification  des  centrosomes  et  à  des  

mitoses  multipolaires   (499).   La   dynéine   est   capable   de   véhiculer   des   protéines   vers   les  

centrosomes  en  formation,  d’une  part  pour  apporter  les  molécules  nécessaires  à  la  synthèse  

mais  aussi  des  molécules  de  régulation.  En  faveur  de  cette  hypothèse,  la  dynéine  est  capable  

de   transporter  BRCA2  vers   les  centrosomes.  La  perte  de  BRCA2  compromet   la  cohésion  

entre   les  centrioles  au  cours  de  la  phase  S  (500).  La  perte  d’activité  de  BRCA2  dans  des  

cellules  MEF  conduit  à  l’amplification  des  centrosomes(501).  Des  protocoles  existent  pour  

l’isolation  des  centrosomes  (502).  Par  cela,  il  pourrait  être  intéressant  d’analyser  le  protéome  

du  centrosome  dans  des  cellules  déficientes  en  Lis1  afin  de  déterminer  si  les  centrosomes  

présentent  le  matériel  nécessaire  à  leur  duplication  et  à  la  régulation  de  leur  amplification.    

  

Une   autre   hypothèse   concerne   le   rapport   du   retard   mitotique   avec   l’amplification   des  

centrosomes.   Il   a  été  déjà  démontré  que   le   retard  de   la  mitose  suite  à  un   traitement  des  

cellules  synchronisées  en  G2,  entraine  l’amplification  des  centrosomes.  Plus  la  mitose  est  

longue,  plus  le  nombre  de  centrosomes  augmente.  Ce  phénomène  serait  dû  à  la  séparase,  

normalement  essentielle  au  cours  de  la  mitose  pour  conduire  à  la  séparation  des  chromatides  

sœurs  par  dégradation  de  la  cohésine  mais  aussi  après  la  mitose  pour  séparer  les  centrioles.  

La   déficience   en   séparase   suite   à   interférence   à   ARNm   conduit   à   la   diminution   de  

l’amplification  des  centrosomes  des  cellules  en  retard  de  mitose.  La  séparase  est  activée  

suite   à   l’activité   de   l’APC/C  qui   dégrade   la   sécurine.   L’utilisation   d’un   inhibiteur   d’APC/C  

entraine  la  réduction  de  l’amplification  des  centrosomes  au  cours  du  retard  mitotique.  Il  serait  

donc   intéressant   de   traiter   les   LT  CD4+   déficients   en  Lis1   stimulés   avec   un   inhibiteur   de  

APC/C  et  d’analyser  l’intégrité  des  centrosomes  par  microscopie  confocale  (432).    
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L’ensemble   de   ces   deux   hypothèses   dégage   deux   explications   possibles   de   cette  

amplification  des  centrosomes.  L’amplification  des  centrosomes  pourrait  entrainer  le  retard  

mitotique  suite  à  la  mauvaise  organisation  des  chromosomes  dans  les  cellules  en  mitose  et  

à  l’inverse  cette  amplification  peut  être  la  conséquence  du  retard  mitotique.  

  

3.    Conséquence  de  la  déficience  en  Lis1  sur  la  survie  cellulaire  
  

Les  cellules  sont  dotées  d’un  système  de  surveillance  de   leur  contenu  afin  de  réduire   les  

risques  de  transformations  tumorales  suite  à  la  perte  d’un  gène  de  régulation  essentiel.  TP53  

est   un  gène  suppresseur  de   tumeur  codant   pour   la   protéine  p53  qui  est   induit   lors  de   la  

duplication  de  l’ADN  et  à   la  fin  de   la  mitose  (482).  Le  bon  déroulement  du  cycle  cellulaire  

conduit  à  la  dégradation  de  p53.  En  revanche,  une  erreur  ou  une  cassure  au  sein  de  l’ADN  

en  phase  S  peut  retarder  l’entrée  en  mitose  (503).  La  présence  d’une  quantité  anormale  de  

matériel  génétique  peut  conduire  à  l’expression  de  gènes  pro-apoptotiques  en  fin  de  mitose.  

Nous   observons   par   vidéo-microscopie   une   répartition   fortement   altérée   du   matériel  

génétique  vers  les  cellules  filles.  Certaines  sont  capables  de  former  trois  cellules  filles  alors  

que  d’autres  sont   incapables  de  réaliser   l’anaphase  correctement  et  reforment  une  cellule  

dotée  de  deux  fois  trop  de  matériel  génétique.  L’analyse  de  p53,  démontre  une  augmentation  

forte   de   l’expression   de   ce   marqueur   lorsque   les   cellules   sont   en   cours   de   prolifération  

suggérant  que  l’apoptose  des  cellules  survient  suite  à  l’expression  de  p53  dû  à  la  mauvaise  

distribution   du  matériel   génétique.   Les   phénotypes   thymiques   et   périphériques   observés  

dans   les   souris   déficientes   en   Lis1   proviendraient   donc   de   l’expression   de   p53   dû   à   la  

mauvaise  répartition  du  matériel  génétique.  Il  serait  intéressant  de  renforcer  cette  conclusion  

en  déterminant  si  la  diminution  de  p53  restaure  le  développement  des  LT  et  la  prolifération  

de  LT  périphériques  en  absence  de  Lis1.  
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Figure  29  :  Fonctions  de  Lis1  au  cours  de  la  prolifération  des  thymocytes  et  des  LT  
Représentation   du   cycle   cellulaire   des   thymocytes   et   des   LT.   En   absence   de   Lis1,   nous  
remarquons   un   ralentissement   de   la   mitose   important   avec   une   désorganisation   des  
chromosomes.   L’analyse   des   centrosomes   révèle   une   amplification   des   centrosomes  qui  
peut  être  les  conséquences  de  deux  processus.  1  :  l’amplification  des  centrosomes  à  lieu  au  
cours  de  la  phase  G2  et  contribue  à  la  désorganisation  des  chromosomes.  2  :  l’amplification  
des   centrosomes   est   le   résultat   du   retard   de   la   mitose   avec   l’activation   précoce   de   la  
séparase  par  APC/C.  Les  cellules  sont  capables  de  faire  l’anaphase  mais  les  chromosomes  
ne  sont  pas  ordonnés  dans  leur  ségrégation,  conduisant  à  des  pôles  cellulaires  ayant  une  
quantité  de  matériel  génétique  différente.  Cela  favorise  dans  certains  cas  à  l’interruption  de  
la  mitose  et  la  formation  d’une  cellule  fille  multinuclée,  ou  alors  à  la  formation  de  cellules  filles  
constituées  d’une  quantité  de  matériel  génétique  différente.  Dans  ces  deux  cas,  les  cellules  
exprimeraient  p53  favorisant  l’apoptose.  
  
  
4.    Régulation  moléculaire  de  la  mitose  par  Lis1  
  

La  dynéine  participe  à  la  redistribution  des  centrosomes  et  des  chromosomes  au  cours  de  la  

mitose.  Pour  cela,  elle  recrute  la  dynactine  qui  peut  s’associer  à  Spindly  et  à  Ninéine  pour  

s’associer  aux  kinétochores  et  aux  centrosomes  respectivement  (381,  382).  Nous  observons  

la  perte  d’interaction  de  la  dynéine  avec  la  dynactine  en  absence  de  Lis1.  Pour  approfondir  

ces   résultats,   il   pourrait   être   intéressant   de   déterminer   si   la   déficience   en   Lis1   affecte  
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l’interaction  de  la  dynéine  avec  les  adaptateurs  Spindly  et  Ninéine.  Nous  avons  réalisé  des  

expériences   par   spectrométrie   de   masse   pour   déterminer   si   l’absence   de   Lis1   affecte  

l’interactome   de   la   dynéine   dans   les   cellules   en   mitose.   Néanmoins,   nous   n’avons   pas  

détecté  d’adaptateur  dans   le  matériel   protéique  co-immunoprécipité   avec   la  dynéine.  Les  

microtubules   sont   des   structures   sensibles   aux   variations   de   température,   de   pH   et   aux  

modifications   du   milieu   intracellulaire.   Ainsi,   ils   dépolymérisent   rapidement   dans   les  

conditions  de  lyse  à  4°C  que  nous  utilisons  dans  nos  expériences  d’immunoprécipitation.  Or,  

l’interaction   de   la   dynéine  avec   les   protéines  de   tubuline   et   les   cargos  nécessite  que   les  

microtubules  soient  polymérisés.  Par  conséquent,   il  est  probable  que  dans  nos  conditions  

expérimentales,   l’interaction   de   la   dynéine   avec   les   structures   cellulaires   soit   perdue.  

Redwine  et  al.  ont  utilisé  une  stratégie  astucieuse  leur  permettant  d’éviter  les  inconvénients  

des  protocoles  de  lyse  cellulaire.  Ces  derniers  ont  exprimé  dans  les  cellules  un  gène  codant  

pour  une  sous  unité  de  la  dynéine,  couplée  à  la  biotine  ligase.  La  culture  de  ces  cellules  en  

présence   de   biotine   entraine   la   biotinylation   de   tous   les   partenaires   que   la   dynéine   a  

rencontré  au  cours  de  la  culture.  L’incubation  du  lysat  avec  des  billes  de  streptavidine  permet  

de  précipiter  les  partenaires  de  la  dynéine  même  si  celle-ci  n’y  est  plus  associée  (381).  Cette  

approche,  réalisée  au  sein  de  lignées  cellulaires,  pourrait  être  reproduite  dans  une  lignée  de  

LT  après  extinction  du  gène  Lis1  en  utilisant  des  shRNA.  Il  nous  serait  possible  par  cette  

stratégie,   d’analyser   aisément   l’interactome   de   la   dynéine   sous   différentes   conditions   de  

stimulation.  

  
Comme  nous  l’avons  vu  précédemment,  Lis1  interagit  fortement  avec  la  protéine  THEMIS1.  

Cependant,  le  rôle  de  cette  interaction  reste  à  explorer.  J’ai  proposé  que  Lis1  puisse  réguler  

la   localisation  de  THEMIS1  au  sein  des  LT  par   le  biais  de   la  protéine  14-3-3  L’analyse  

globale  de  l’expression  des  gènes  dans  les  thymocytes  déficients  en  THEMIS1  en  cours  de  

sélection  suggère  que  THEMIS1  régule  des  gènes  impliqués  dans  le  déroulement  du  cycle  

cellulaire.  Cependant,   le  marquage  de   l’ADN  ne  démontre  pas  d’effet  de   la  déficience  en  

THEMIS1  sur  les  différentes  étapes  du  cycle  cellulaire  des  thymocytes  précoces  (337).  Notre  

équipe  a  récemment  produit  des  souris  qui  sont  sélectivement  déficientes  pour  THEMIS1  

dans  les  LT  matures.  Ces  souris  présentent  une  diminution  du  nombre  et  des  proportions  

des  LT  CD8+  dans  les  organes  lymphoïdes  secondaires.  Des  analyses  in  vitro  montrent  que  

les   LT  CD8+   déficients   en   THEMIS1   présentent   un   défaut   de   prolifération   lorsqu’ils   sont  

stimulés   par   des   fortes   doses   d’IL-7.   L’effet   de   l’IL-7   sur   la   survie   des   cellules   n’est   en  

revanche  pas  altérée  par  la  déficience  en  THEMIS1  lorsque  les  cellules  sont  stimulées  par  

des  faibles  doses  d’IL-7,  qui  n’induisent  pas  la  prolifération  cellulaire.  Ces  résultats  suggèrent  
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que  THEMIS1  pourrait  exercer  un  effet  sélectif   sur   la  prolifération   indépendamment  de   la  

signalisation  par  le  récepteur  à  l’IL-7.  Ces  observations  sont  semblables  à  celles  obtenues  

dans  les  LT  CD8+  déficients  en  Lis1  dont  la  prolifération   in  vitro  est  fortement  diminuée  en  

réponse  à  l’IL-7.  Il  est  donc  possible  que  THEMIS1  et  Lis1  coopèrent  pour  réguler  le  cycle  

cellulaire  des  LT  CD8+.    

  

Un  travail  récent  auquel  j’ai  collaboré  montre  que  THEMIS1  agit  sur  la  signalisation  des  TCR  

en   inhibant   directement   l’activité   tyrosine   phosphatase   des   protéines   SHP-1   et   SHP-2  

(349)(Annexe2).  Or,  il  a  été  montré  qu’une  mutation  entrainant  un  gain  de  fonction  de  SHP-

2  entraîne  un  défaut  de  cycle  cellulaire  et  l’amplification  des  centrosomes  dans  des  lignées  

cellulaires  MEF  (504).  Nous  pouvons  penser  que  Lis1  favorise  la  localisation  de  THEMIS1  

au   centrosome   pour   réguler   la   protéine   kinase   SHP-2.   De   manière   intéressante,   SHP-2  

favorise   l’activité  de  PLK-1  (504).  Cette  kinase  active  APC/C  qui  déclenche  l’activité  de  la  

séparase  et  entraine   la  séparation  des  chromatides  sœurs  en  mitose  et  des  centrioles  au  

début  de  la  phase  G1  (435).  Lis1  pourrait  réguler  la  localisation  de  THEMIS1  au  centrosome  

pour  réguler  l’activité  de  SHP-2  et  par  conséquent  de  PLK1  et  de  la  séparase.    

  
  
III)  La  perte  de  fonction  de  Lis1  pourrait  favoriser  le  développement  tumoral    
  
L’aneuploïdie   et   l’amplification   des   centrosomes   peuvent   conduire   à   la   transformation  

tumorale  des  cellules.  La  perte  d’hétérozygotie  du  locus  17p13.3  contenant  le  gène  codant  

pour  Lis1  est  récurrente  dans  de  nombreux  cancers  (362-364,  366).  Cette  perte  ne  conduit  

pas  systématiquement  à   la  perte  d’expression  de  Lis1  (365).  Dans  les  cas  de  carcinomes  

hépatiques,   la  perte  d’hétérozygotie  entraine   la  diminution  d’expression  de  Lis1   (366).   La  

délétion  de  Lis1  par  interférence  à  ARNm  sur  une  lignée  cellulaire  conduit  à  la  formation  de  

colonies  démontrant  que  le  développement  tumoral  peut  être  la  conséquence  de  la  perte  de  

Lis1.  De  plus,  la  perte  d’hétérozygotie  au  niveau  du  locus  17p13.3  a  été  détectée  dans  des  

cas  de  leucémie  (505).  Par  ailleurs,  des  SNP  sur  le  gène  pafah1b1  existent  et  favorisent  le  

développement  de   leucémies  myéloïdes  mais  aucune   information  n’existe  concernant   les  

conséquences  de  ces  SNP  sur   l’intégrité  de  Lis1  (367).  L’ancrage  des  chromosomes  aux  

microtubules   est   essentiel   pour   le   bon   alignement   des   chromosomes   et   la   répartition  

homogène  du  matériel  génétique.  Il  est  donc  possible  que  des  déficiences  partielles  en  Lis1  

puissent  augmenter  la  susceptibilité  au  développement  tumoral.  Nous  avons  remarqué  que  

p53  s’exprime  particulièrement  au  cours  de  la  prolifération  de  thymocytes  et  des  LT.  Cette  
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expression  entraine  l’apoptose  de  ces  cellules,  probablement  suite  à  la  mauvaise  distribution  

du  matériel  génétique.  Le  gène  suppresseur  de  tumeur  TP53  se  situe  sur  le  locus  17p13.1  

du  chromosome  17,  proche  de  la  localisation  de  Lis1  (506).  Il  existe  des  cas  de  tumeurs  au  

sein  desquels   la  perte  d’hétérozygotie  s’effectue  du   locus  17p13.1  à  17p13.3.  De  plus,   la  

mutation   ou   l’absence   de   p53   est   retrouvée   dans   plus   de   50%   des   cancers   (507).   Afin  

d’analyser  si  Lis1  peut  être  responsable  du  développement  tumoral  in  vivo,  nous  avons  croisé  

des  souris  déficientes  ou  hétérozygotes  pour  Lis1  dans  le  modèle  CD2Cre  avec  des  animaux  

hétérozygotes  pour  p53.  L’émergence  de  leucémies  dans  ce  modèle  pourrait  résulter  à   la  

fois   des   anomalies   de   prolifération   des   lymphocytes   lors   des   mitoses   et   d’une   capacité  

réduite  des  LT  à  développer  des  réponses  antitumorales  efficaces  en  absence  de  Lis1.    

  

Figure  30  :  Fonctions  hypothétiques  des  interactions  dynéine/Lis1  et  THEMIS1/Lis1  dans  
les  thymocytes  et  LT  

Nous  avons  démontré  au  cours  de  cette  thèse  que  Lis1  est  importante  dans  la  prolifération  
des  thymocytes  et  des  LT.  Il  est  probable  que  ce  phénomène  soit  dépendant  de  l’interaction  
de   Lis1   avec   la   dynéine.   Cependant   cette   interaction   peut   aussi   avoir   un   rôle   dans   la  
migration  des  thymocytes  au  cours  des  évènements  de  sélection  et  par  conséquent  jouer  un  
rôle  sur  la  sélection  des  thymocytes.  En  périphérie,  Lis1  pourrait  réguler  la  dynéine  dans  la  
sécrétion  polarisée  des  cytokines  et  favoriser  les  fonctions  des  LT.  Enfin  Lis1  peut  réguler  la  
dynéine  pour  la  relocalisation  des  protéines  de  signalisation  et  par  conséquent  entrer  en  jeu  
dans  la  sélection  des  thymocytes.  L’interaction  de  Lis1  avec  THEMIS1  pourrait  jouer  un  rôle  
dans   la   signalisation   en   favorisant   la   relocalisation   des   protéines   THEMIS1   de   façon  
dépendant  de  14-3-3.  Enfin,  parce  que  Lis1  pourrait  favoriser  la  relocalisation  de  THEMIS1,  
cette   interaction   pourrait   réguler   la   fonction   de   SHP-2   au   sein   des   centrosomes   afin   de  
réguler  leur  amplification  et  donc  favoriser  le  bon  déroulement  de  la  mitose.  
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CONCLUSION  
  

Au  cours  de  cette  thèse,  j’ai  pu  déterminer  les  fonctions  du  régulateur  de   la  dynéine,  Lis1  

dans  les  LT.  Cette  protéine  n’a  fait  l’objet  que  d’une  seule  publication  démontrant  que  Lis1  

est   importante  dans  la  prolifération  homéostatique  des  LT  périphériques.  Cependant,  bien  

que   les   auteurs   aient   bien   caractérisé   ces   défauts   de   prolifération,   ils   n’en   avaient   pas  

analysé  les  causes  et  concluaient  que  Lis1  n’avait  pas  de  fonction  dans  les  thymocytes.  Nous  

avons  pu  montrer  dans  ce  travail  que  Lis1  entre  en  jeu  dans  la  prolifération  des  thymocytes  

précoces  ayant  passé   la  -sélection.  Nos  analyses  moléculaires  suggèrent   fortement  que  

Lis1  régule  l’activité  de  la  dynéine  dans  les  LT  en  favorisant  son  association  avec  la  dynactine  

et   aux   structures   cellulaires   à   transporter.   Lis1   régule   l’amplification   des   centrosomes   et  

conduit  à  la  répartition  ordonnée  du  matériel  génétique  entre  les  cellules  filles.  En  absence  

de  Lis1,  les  cellules  s’accumulent  au  stade  DN3  suite  à  l’allongement  important  du  temps  de  

la  mitose.  Les  cellules  qui  ne  parviennent  pas  à  réaliser  une  anaphase  correcte,  exprime  p53  

conduisant  à   la  mort  des  cellules  au  stade  DN3b.  Des  expériences  de   restauration,  en  
cours,  nous  permettront  de  confirmer  que  l’apoptose  induite  par  la  prolifération  est  
responsable  de  l’absence  de  cellule  après  le  stade  DN3  du  développement  précoce  
des  LT.  
  

Compte   tenu   de   l’implication   de  Lis1   dans   la   régulation   de   la   prolifération   des  LT  et   des  

publications  associées  à   la  perte  ou   la  mutation  de  Lis1  dans   le  développement   tumoral,  

nous   émettons   l’hypothèse   que   Lis1   puisse   être   mise   en   cause   dans   le   développement  

tumoral  au  sein  du  tissu  lymphoïde.  Nous  espérons  que  nos  analyses  en  cours  de  souris  
déficientes  en  Lis1  et  hétérozygotes  pour  p53  nous  permettront  de  conclure  quant  à  
l’implication  de  Lis1  dans  la  carcinogénèse  du  tissu  lymphoïde.  
  

Bien  que  Lis1  entre  en  jeu  particulièrement  dans  la  plus  petite  population  de  thymocytes,  ce  

travail  illustre  l’importance  de  cette  protéine  dans  l’établissement  de  la  lignée  des  LT.  Nous  

avons  aussi  démontré,  par  des  expériences  préliminaires,  que  Lis1  est  aussi  essentielle  au  

développement   des   LB   et   donc   essentielle   à   l’établissement   du   système   immunitaire  

adaptatif.   Enfin,   selon   les   données   de   la   publication,   Lis1   joue   un   rôle   critique   dans   la  

naissance  des  CSH  par  régulation  de  la  division  asymétrique.  Lis1  est  donc  importante  dans  

la  naissance  du  système   immunitaire  dans  sa  généralité  en   régulant   la  prolifération   et   la  

différenciation  des  cellules  progénitrices  du  système  immunitaire.  Cependant  la  fonction  de  
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l’interaction  entre  THEMIS1,  spécifique  des  LT,  et  Lis1  est  intrigante.  Outre  le  fait  que  Lis1  

régule   la   prolifération,   peut-elle   jouer   des   fonctions   spécifiques   au   sein   des   LT  ?   Afin  
d’analyser   si   Lis1   peut   interagir   avec   des   partenaires   spécifiques   des   LT   nous  
souhaitons   terminer   cette   thèse   pas   l’analyse   de   l’interactome   de   Lis1   par  
spectrométrie  de  masse.  Ces  données  pourraient  nous  permettre  d’une  part  de  déterminer  

si  Lis1  interagit  avec  des  partenaires  associés  à  la  prolifération  des  LT  mais  aussi  d’ouvrir  

de   nouvelles   pistes   d’études   concernant   d’autres   fonctions   de   Lis1   spécifiques   de   ces  

cellules.  
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Annexe  1  :  Zvezdova  E,  Mikolajczak  J,  Garreau  A,  Marcellin  M,  Rigal  
L,  Lee  J,  Choi  S,  Blaize  G,  Argenty  J,  Familiades  J,  Li  L,  Gonzalez  
de  Peredo  A,  Burlet-Schiltz  O,  Love  PE,  Lesourne  R.  2016.  Themis1  
enhances   T   cell   receptor   signaling   during   thymocyte   development   by  
promoting  Vav1  activity  and  Grb2  stability.  Sci  Signal  9:ra51  
  
  
Pour  cette  annexe,  j’ai  contribué  à  la  révision  de  l’article.  Brièvement,  il  avait  été  souligné  par  
les  rapporteurs  que  la  stimulation  par  anticorps  n’est  pas  physiologique.  J’ai  donc  stimulé  in  
vitro  de  thymocytes  issus  de  souris  THEMIS1-/-  CMH-II-/-  OTII  par  des  tétramères  spécifiques  
d’OVA  pour  la  stimulation  ou  de  CLIP  pour  la  condition  contrôle.  Les  résultats  n’ont  pas  été  
présentés  dans  l’article.  
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I M M U N O L O G Y

Themis1 enhances T cell receptor signaling during
thymocyte development by promoting Vav1
activity and Grb2 stability
Ekaterina Zvezdova,1* Judith Mikolajczak,2,3,4,5* Anne Garreau,2,3,4,5 Marlène Marcellin,6

Lise Rigal,2,3,4,5 Jan Lee,1 Seeyoung Choi,1 Gaëtan Blaize,2,3,4,5 Jérémy Argenty,2,3,4,5

Julien Familiades,2,3,4,5 Liqi Li,1 Anne Gonzalez de Peredo,6 Odile Burlet-Schiltz,6

Paul E. Love,1 Renaud Lesourne2,3,4,5†

The T cell signaling protein Themis1 is essential for the positive and negative selection of thymocytes
in the thymus. Although the developmental defect that results from the loss of Themis1 suggests that
it enhances T cell receptor (TCR) signaling, Themis1 also recruits Src homology 2 domain–containing
phosphatase-1 (SHP-1) to the vicinity of TCR signaling complexes, suggesting that it has an inhibitory
role in TCR signaling. We used TCR signaling reporter mice and quantitative proteomics to explore the
role of Themis1 in developing T cells.We found that Themis1 actedmostly as a positive regulator of TCR
signaling in vivo when receptors were activated by positively selecting ligands. Proteomic analysis of
the Themis1 interactome identified SHP-1, the TCR-associated adaptor protein Grb2, and the guanine
nucleotide exchange factor Vav1 as the principal interacting partners of Themis1 in isolated mouse thy-
mocytes. Analysis of TCR signaling in Themis1-deficient and Themis1-overexpressing mouse thymo-
cytes demonstrated that Themis1 promoted Vav1 activity both in vitro and in vivo. The reduced activity
of Vav1 and the impaired T cell development in Themis1−/− mice were due in part to increased degrada-
tion of Grb2, which suggests that Themis1 is required tomaintain the steady-state abundance of Grb2 in
thymocytes. Together, these data suggest that Themis1 acts as a positive regulator of TCR signaling in
developing T cells, and identify a mechanism by which Themis1 regulates thymic selection.

INTRODUCTION

Both the positive and negative selection of thymocytes are required to
optimize T cell responses to foreign antigens and to prevent autoimmune
reactions against self-antigens. The affinities of T cell antigen receptors
(TCRs) for self-peptides bound to the major histocompatibility complex
(pMHC) determine the fate of T cells during selection in the thymus.
Negative selection eliminates T cells that strongly interact with self-pMHC
molecules, which could otherwise result in autoimmunity, whereas pos-
itive selection promotes the survival and maturation of T cells with rela-
tively low affinity for self-pMHC molecules, favoring the development
of cells with greater self-reactivity within a permissible range constrained
by the negative selection threshold (1). The recognition of pMHCs by the
TCR stimulates multiple intracellular signaling events that are modulated
quantitatively and qualitatively on the basis of the strength of TCR-pMHC
interaction to selectively trigger selection processes and to promote ge-
netic programs required for T cell maturation and egress from the thymus.
Whereas the signaling pathways activated by TCR engagement have been
identified, it remains unclear how the intensity of TCR stimulation precisely

regulates the activation of downstream pathways such that two distinct out-
comes [cell death (negative selection) or survival and continued maturation
(positive selection)] can be elicited by engaging pMHC.

We and others identified the previously uncharacterized protein
Themis1 as being required for the positive selection and maturation of
T cells in the thymus (2–6). Themis1 lacks any discernable catalytic domain,
but it contains two previously uncharacterized cysteine-based globular
domains (named “CABIT”) of unknown structure and function (3). It also
contains a bipartite nuclear localization signal (KR-X12-KRRPR) and a
C-terminal proline-rich region (PRR) thatmatches a class II Src homology 3
(SH3) recognition motif. Themis1 is constitutively associated with the cy-
tosolic adaptor proteinGrb2 (growth factor receptor–bound protein 2) (5–7)
and is recruited to the transmembrane adaptor protein LAT (linker of acti-
vated T cells) after TCR engagement, where it becomes rapidly phospho-
rylated by the protein tyrosine kinase Lck (8, 9).

AlthoughThemis1was identified as a component of theTCRsignalosome,
initial investigations failed to pinpoint a major alteration in TCR signaling
in Themis1-deficient thymocytes; however, several experimental findings
obtained from Themis1−/− mice are consistent with there being reduced
TCR signal strength. The cell surface abundance of the signaling sensor
CD5 is reduced in CD4+CD8lo Themis1−/− thymocytes (5), whereas that
of CD69 is decreased in the absence of Themis1 in preselected OT-I TCR
transgenic CD4+CD8+ thymocytes [referred to as double-positive (DP) thy-
mocytes] after stimulation through ovalbumin peptide–conjugated tetramers
(2). In addition, negative selection andCD4+Tcell lineage commitment,which
are dependent on intense or sustained TCR signals, respectively, are both
impaired in Themis1−/− mice (2, 5). In agreement with these studies of ro-
dent thymocytes, human Themis1 enhances extracellular signal–regulated
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kinase (ERK) phosphorylation and nuclear factor of activated T cells
(NFAT)–activator protein 1 (AP1) luciferase promoter activity in Jurkat
cells stimulated with TCR cross-linking antibodies (8). Further biochem-
ical investigation to identify themolecular function of Themis1 has shown
that it interacts with two other positive effectors of TCR signaling, phos-
pholipase C-g1 (PLC-g1) (2) and Vav1, a guanine nucleotide exchange
factor (GEF) Rho family guanosine triphosphatases (GTPases) (9), in thy-
mocytes, but the importance of these interactions for TCR signaling and
T cell development remains obscure.

In contrast to these initial studies, one recent report proposed that
Themis1 sets the threshold between positive and negative selection by
acting as an attenuator of TCR signaling during positive selection medi-
ated by low-affinity antigens (10). It was shown in that study that the loss
of Themis1 results in enhanced calcium (Ca2+) flux and increased phos-
phorylation of Lck, LAT, and ERK in preselected DP thymocytes that are
stimulated by low-affinity pMHCs. Themis1 binds to the inhibitory pro-
tein tyrosine phosphatases SHP-1 (Src homology 2 domain–containing
phosphatase-1) and SHP-2 in thymocytes (10) and Jurkat cells (11). The
tyrosine phosphorylation of SHP-1 and its recruitment to LAT are re-
duced inThemis1−/− thymocytes, which suggests that Themis1 inhibits ear-
ly signaling events by controlling the activity and localization of SHP-1.
On the basis of these results, it was proposed that Themis1 functions to
“digitalize” TCR signaling to prevent the generation of strong signals
that induce negative selection in response to relatively low-affinity TCR–
self-pMHC interactions. However, this model is inconsistent with results
obtained invivo that indicate that negative selection andCD4+T cell lineage
commitment are impaired in Themis1−/− mice. In addition, the proposed
model is not fully supported by previous studies that showed that SHP-1
is not necessary for normal T cell development (12–15).

To gain further insight into the function of Themis1 during thymic
selection, we analyzed the effect of Themis1 deficiency or overexpression
on TCR signals elicited in vivo by positively selecting ligand interactions.
Through experiments with TCR signaling reporter mice, we showed that
Themis1 acted mostly as a positive regulator of TCR signaling during pos-
itive selection. Molecular analysis by quantitative mass spectrometry (MS)
revealed that Themis1 interacted preferentially with Grb2, SHP-1, andVav1,
but to a lesser extent with SHP-2 and PLC-g1. Analysis of TCR signaling
events in cells treated with either low or high concentrations of TCR cross-
linking complexes demonstrated that Themis1 promoted the phosphoryl-
ation and activity of Vav1 independently of the strength of TCR stimulation.
Further biochemical analysis revealed that the reduced phosphorylation
and activation of Vav1 in Themis1−/− thymocytes was due in part to the in-
creased turnover of Grb2 in these cells, demonstrating a requirement for
Themis1 in the maintenance of steady-state Grb2 protein abundance in thy-
mocytes. Finally,we showed that positive selectionwas impaired inGrb2+/−

mice and was rescued by the transgenic expression of Themis1, suggesting
that the reduction in Grb2 abundance accounted for part of the develop-
mental defect observed in Themis1−/− mice.

RESULTS

Signaling reporter mice identify a positive role for
Themis1 in TCR signaling in vivo
Themis1 is a component of the TCR signaling machinery, but its precise
function, and particularly whether it positively or negatively regulates
TCR signaling responses, remains unclear. Some in vitro studies have
proposed that Themis1 acts as a negative regulator of TCR signaling
(10, 11); however, this is inconsistent with the developmental defect ob-
served in Themis1−/−mice, which supports a positive role for Themis1 in

TCR signaling (2, 3, 5, 9). To analyze the effect of Themis1 on the TCR
signaling response to endogenous selecting ligands in developing thy-
mocytes, we took advantage of the previously reported Nur77–green
fluorescent protein (GFP) transgenic mouse model in which GFP abun-
dance correlates with the intensity of TCR signals transmitted during pos-
itive or negative selection (16).WecrossedThemis1−/−micewithNur77-GFP
transgenicmice expressing a fixedMHCclass II–restrictedab-TCR trans-
gene (AND). GFP amounts were analyzed by flow cytometry ex vivo in
preselection (TCRloCD69lo)CD4 andCD8DP thymocytes, in postselection
DP thymocytes at early (TCRloCD69hi) or late (TCRhiCD69hi) stages of
positive selection, and in postselection CD4 single-positive (SP) thymocytes.
As previously reported for mice on the wild-type C57BL/6 background,
GFP abundance was low in preselection DP thymocytes and was increased
in postselection DP thymocytes (Fig. 1A). GFP abundance was similar in
preselection Themis1+/+ and Themis1−/− DP thymocytes, but was reduced
inThemis1−/−DP thymocytes undergoing positive selection (Fig. 1A) and in
Themis1−/−CD4SP thymocytes (fig. S1A). To further analyze the influence
of Themis1 on TCR signaling, we next crossed AND-Nur77-GFP trans-
genic mice with mice that overexpress Themis1 (Themis1-tg). In these
mice, Themis1 abundance was increased by about threefold in DP thymo-
cytes compared to that in DP thymocytes in nontransgenic wild-type con-
trols (fig. S1B). GFP amounts were comparable in preselection Themis1+/+

andThemis1-tgDP thymocytes, butwere increased in postselectionThemis1-tg
DP thymocytes (Fig. 1A) and in CD4 SP thymocytes (fig. S1A). Together,
these data suggest that Themis1 has a positive role in the regulation of TCR
signaling during positive selection.

A previous report proposed that Themis1 acts as an attenuator of
TCR signaling, such that in the absence of Themis1, positive selection
signals, which promote the development of DP thymocytes to the SP
stage, are converted to negative selection signals, leading to thymocyte
apoptosis (10). On the basis of this model, the reduced amount of GFP
that we observed in Themis1−/−mice might reflect the absence of “strongly
signaled” thymocytes (which would have been eliminated by apoptosis)
rather than an intrinsic decrease in TCR signal strength that occurred
because of a positive function of Themis1 in TCR signaling. To exclude
this possibility, we analyzed the effect of Themis1 deficiency on GFP pro-
tein abundance in transgenic mice that overexpressed the prosurvival
factor B cell lymphoma 2 (Bcl2-tg), which blocks negative selection
(17, 18).We observed that DP thymocytes fromBcl2-tg mice had greater
amounts of GFP at early and late stages of positive selection than did
equivalent cell populations from non–Bcl2-tg mice (Fig. 1A), which was
suggestive of the overall rescue of thymocyte clones that had received a
strong signal through the TCR. However, we found that the amount of
GFP in Bcl2-tg–Themis1−/− DP thymocytes was reduced compared to that
in Bcl2-tg–Themis1+/+ DP thymocytes (Fig. 1A). Together, these results
suggest that the reducedTCR signaling observed inThemis1−/− thymocytes
was not caused by the elimination of thymocytes that exhibited enhanced
TCR signaling, but rather reflected an intrinsic defect in TCR signaling in
DP thymocytes.

We previously showed that the transgenic expression of Bcl2 in
Themis1−/− mice restores the development of CD8 SP thymocytes, but
not CD4 SP thymocytes, which also suggests that the block in CD4+ T
cell development in Themis1−/− mice did not result from an enhanced
susceptibility of CD4 SP thymocytes to negative selection (5). It was
proposed that disruption of Bim (a gene essential for negative selection)
rescues CD4 SP development in Themis1−/− mice; however, a detailed
analysis of thymocyte maturation and mature T cells was not performed
in that study (10). To examine in greater detail whether the disruption of
Bim could rescue SP thymocyte maturation in Themis1−/− mice, we re-
capitulated these experiments and analyzed the proportions of mature SP
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Fig. 1. Themis1 enhances TCR signaling during thymic positive selection.
(A) Contour plots represent the gating strategy to analyzeGFP expression
in preselection (TCRloCD69lo; red line in the GFP plot) and postselection
(TCRloCD69hi or TCRintCD69hi; blue and green lines in the GFP plot, re-
spectively) DP thymocytes from AND-Nur77-GFP transgenic mice. The
abundance of the AND TCRwas analyzed with anti-Va11 antibodies. His-
tograms represent GFP expression in pre- and postselection DP thymo-
cytes from AND-Nur77-GFP transgenic mice that either do or do not
express the Bcl2 transgene (Bcl2-tg). Thymocytes from Themis1+/+ mice
(Th+/+) were compared to those from Themis1−/−mice (Th−/−) or to Themis1
transgenic mice (Th-tg). Data are from one experiment and are repre-
sentative of four independent experiments. (B) Left: Flow cytometric anal-

ysis of T cell development in Themis1+/+ and Themis1−/− mice that are
either sufficient (Bim+/+) or deficient (Bim−/−) in the proapoptotic factor
Bim. Contour plots represent either CD4 versus CD8 staining profiles of
thymocytes (top) and splenocytes (bottom) or CD24 versus TCR staining
profiles of CD4 SP thymocytes (middle). Numbers indicate the percent-
age of cells in the gated population. Right: Bar graphs present the mean
percentages of CD4 and CD8 SP thymocytes (top), the mean ratio of
mature CD24lo CD4 SP or CD24lo CD8 SP thymocytes to DP thymocytes
(middle), and the mean percentages of splenic CD4+ and CD8+ T cells
(bottom). Data are means ± SEM of three independent experiments con-
taining one mouse of each genotype. *P < 0.05, **P < 0.01 by two-tailed,
unpaired t test.
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thymocytes (CD24lo) and peripheral T cells. We observed that, similar
to the effect of Bcl2 overexpression, Bim disruption restored CD8 SP
thymocyte development in Themis1−/−mice (Fig. 1B). However, the per-
centages and numbers of CD4 SP thymocytes and CD4+ splenic T cells
remained reduced in Themis1−/−Bim−/− mice compared to those in
Themis1+/+Bim−/− control mice (Fig. 1B and fig. S1C). The percentages
of CD24lo CD4 SP thymocytes were also markedly reduced in Themis1−/−

Bim−/−mice compared to those in Themis1+/+Bim−/−mice (Fig. 1B). These
data suggest that the disruption of Bim does not rescue the block in CD4
SP T cell development in Themis1−/− mice, and support the notion that
Themis1 acts as a positive regulator of TCR signaling that promotes pos-
itive selection.

Quantitative proteomic analysis identifies SHP-1 and
Vav1 as predominant interacting partners of Themis1
with effector functions in thymocytes
Previous studies reported that Themis1 interacts with several positive
(PLC-g1, Grb2, SHP-2, and Vav1) and negative (SHP-1) regulators of
TCR signaling, but the relative importance of these interactions remains
unclear because some of these binding partners were identified in in-
dependent studies or within distinct cellular models through approaches
that do not always enable global comparisons of protein-protein inter-
actions. To determinewhich of these signaling proteins preferentially in-
teracted with Themis1 during T cell development, and to investigate the
mechanism by which Themis1 positively regulated TCR signaling, we
performed an MS-based analysis of Themis1-containing signaling com-
plexes in thymocytes. Themis1 was immunoprecipitated from wild-type
or Themis1−/− thymocytes that were untreated or treated with pervanadate.
Protein complexes were eluted with antigenic peptides, and the compo-
nents of the different purified complexes were characterized by nanoflow
liquid chromatography combined with tandem MS. To estimate the rela-
tive abundances of the different interacting partners in the immunopreci-
pitated samples, we used the intensity-based absolute quantification
(iBAQ) metric, which corresponds to the sum of all of the peptide inten-
sities divided by the number of theoretically observable tryptic peptides of
a protein (for further details, see Materials and Methods).

On the basis of our selection criteria (seeMaterials andMethods), we
identified 42 potential interacting partners of Themis1 in thymocytes
(table S1). We decided to focus our analysis on the most abundant inter-
actors (mean iBAQ > 20 × 105), which represented more likely direct
binding partners of Themis1 or proteins that had a functional link with
Themis1 (Fig. 2). Under these conditions, we found that Themis1 inter-
acted mainly with distinct proteins in resting thymocytes (Fig. 2, A and B).
Among these proteins was the cytosolic adaptor Grb2, the tyrosine phos-
phatase SHP-1 (also known as PTN6), and the Rho family GEFVav1, which
were previously reported to interact with Themis1 (5, 9, 10). In addition,
we found that Themis1 constitutively interacted with the cytosolic adaptor
protein GADS (also known as Grap2) and Lis1, a protein that has no re-
ported function in T cells. Quantitative analysis of these interactions (with
normalized iBAQ intensities) indicated that Grb2was by far themost prom-
inent binding partner of Themis1 in thymocytes (iBAQ = 980 × 105),
whereas the interactions between Themis1 and SHP-1 (iBAQ = 30 × 105),
Lis1 (iBAQ = 22 × 105), Grap2 (iBAQ = 15 × 105), and Vav1 (iBAQ = 10 ×
105) were quantitatively similar (Fig. 2A). Treatment of thymocytes with the
phosphatase inhibitor pervanadate increased either moderately (by about
2-fold forGrb2 andLis1) or strongly (by about 10-fold for SHP-1,Vav1, and
Grap2) the extent of the associations between these proteins and Themis1
(Fig. 2A). Treatment of thymocytes with pervanadate also induced the as-
sociation of Themis1 with additional proteins, including the transmembrane
adaptor proteins LATand SIT1 (SHP-2–interacting transmembrane adaptor

protein), the cytosolic adaptors Grap (GRB2-related adaptor protein) and
SLP-76 (SH2 domain–containing leukocyte protein of 76 kD; also known
as Lcp2), the E3 ubiquitin ligase c-Cbl, and the tyrosine phosphatase SHP-2
(also known as PTN11). Analysis of the iBAQ values indicated that the
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9 LCP2 17 35.5 – 42 10.6

10 CBL 17 26.8 – 35 6.9
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Fig. 2. Mass spectrometric analysis of the Themis1 interactome in thymo-
cytes. (A) Table representing the main interactors of Themis1 in resting
(unstimulated) thymocytes and in pervanadate-treated (stimulated) thy-
mocytes fromC57BL/6 mice. Proteins were filtered and sorted on the basis
of the enrichment ratio (m.i., mean intensity) and the mean iBAQ metric as
described inMaterials andMethods. The complete list of proteins identified
by proteomic analysis of Themis1-immunopurified samples is provided in
table S1. WT, wild type; KO, knockout. (B) Schematic of those proteins that
preferentially interact with Themis1 in stimulated thymocytes. Layouts indi-
cate the classification of these proteins according to their signaling function
(purple layout: adaptor proteins; green layout: effector proteins; gray layout:
unknown function in T cell signaling). Keys indicate protein classification
according to molecular function (phosphatase, GEF, and E3 ubiquitin ligase).
Data are representative of three independent experiments.
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interaction between Themis1 and SHP-2 (iBAQ = 26 × 105) was not as pre-
ponderant as those between Themis1 and other effector proteins, such as
SHP-1 (iBAQ = 378 × 105) and Vav1 (iBAQ = 97 × 105). Note that
PLC-g1, which was previously reported to interact with Themis1 in thy-
mocytes, was detected in our current analysis with a statistically significant
enrichment ratio in immunoprecipitated samples, but with only a low inten-
sity value (iBAQ = 4 × 105), and thus was not selected in the list of major
Themis1-interacting proteins (table S1).

Themis1 enhances Vav1 activity in thymocytes
Our analysis of the Themis1 interactome identified SHP-1 and Vav1 as the
two predominant effector proteins that bound to Themis1 in thymocytes.
Vav1 is a known positive regulator of TCR signaling that promotes gua-
nosine diphosphate (GDP) to guanosine triphosphate (GTP) exchange on
Rho family GTPase proteins (that is, it has GEF activity) and may also
serve as an adaptor protein to stabilize the recruitment of PLC-g1 to the
transmembrane adaptor protein LAT after TCR engagement (19). Knock-in
mice expressing a GEF-deficient form of Vav1 exhibit a block in T cell de-
velopment at the DP to SP transition, which is similar to the phenotype
of Themis1−/− mice (20). We therefore suspected that the impaired T cell
development observed in Themis1−/− mice might result, in part, from a
defect in Vav1 GEF activity.

To first confirm the results obtained by our MS analysis, we used
Western blotting to analyze the interaction between Themis1 and Vav1
in thymocytes stimulated with TCR cross-linking antibody complexes.
Although Themis1 was coimmunoprecipitated with Vav1 from resting
cells, the extent of the interaction between Themis1 and Vav1 was en-
hanced after TCR cross-linking (fig. S2A). Transfection of human em-
bryonic kidney (HEK) 293T cells with complementary DNA encoding
tagged versions of Themis1 and Vav1 showed that Vav1 coimmunopre-
cipitated with Themis1 only when cells were treated with pervanadate
(fig. S2B). The coimmunoprecipitation of Vav1 with Themis1 was only
mildly reduced when the PRR of Themis1, which is required for its inter-
action with Grb2, was deleted, indicating that Grb2 was not required for
the interaction between Vav1 and Themis1 (fig. S2B).

We previously showed that the phosphorylation of Vav1 is impaired in
Themis1−/−CD4 SP thymocytes (9); however, two studies suggested that
Themis1 acts primarily as an attenuator of TCR signaling when thymo-
cytes are stimulated by low-affinity antigens (10, 11). The phosphorylation
ofVav1 and its downstream substrateswas not examined in these studies.
To recapitulate with cross-linking antibodies what was previously reported
with antigenic peptides, we incubated thymocytes with either low (3 mg/ml)
or high (30 mg/ml) concentrations of preformed complexes of anti-CD3 and
anti-CD4 antibodies to induce either weak or strong TCR stimulation. Con-
sistent with previous reports that used antigenic peptides, we found that
ERKphosphorylationwas increased in Themis1−/− thymocytes under weak
stimulatory conditions, but was comparable to that in Themis1+/+ controls
when strong stimuli were used to induce TCR signaling (Fig. 3A, top).
The phosphorylation of SHP-1 was reduced in Themis1−/− thymocytes
whether lowor high concentrations of antibodieswere used. The phospho-
rylation ofVav1was decreased in Themis1−/− thymocyteswhen eitherweak
or strong stimulation occurred (Fig. 3A). In comparison, the phosphoryl-
ation of Lck, ZAP-70 (z chain–associated protein kinase of 70 kD), LAT,
and SLP-76, a cytosolic adaptor that associates with Vav1 (21), was similar
in Themis1+/+ and Themis1−/− thymocytes regardless of the strength of
stimulus (Fig. 3A and fig. S3).

To demonstrate that Themis1 enhanced Vav1 activation during positive
selection, we next analyzed the phosphorylation of Vav1 by intracyto-
plasmic staining in pre- and postselection DP thymocytes from Themis1−/−

AND-TCR transgenic mice. We observed that postselection wild-type DP

thymocytes had increased amounts of phosphorylated Vav1 compared to
those of preselection wild-type DP thymocytes (Fig. 3B). Confirming the
data obtained from experiments with TCR cross-linking antibodies, we
found that Vav1 was less phosphorylated in Themis1−/− postselection DP
thymocytes than in Themis1+/+ postselection DP thymocytes (Fig. 3B).

The phosphorylation of Tyr174 and Tyr160 of Vav1 relieves its catalytic
Dbl homology domain from its autoinhibitory conformation and causes
Vav1 to promote GDP to GTP exchange on the small GTPase Rac1 (22).
The GTP-bound form of Rac1 then stimulates signaling that leads to the
activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38 (23, 24).
To investigate the effect of Themis1 on signaling events downstream of
Vav1, we analyzed the extent of phosphorylation of p38 and the abundance
of Rac1-GTP generated after TCR cross-linking. The amount of phos-
phorylated p38 was reduced in Themis1−/− thymocytes compared to that
in Themis1+/+ thymocytes when either low or high concentrations of anti-
body complexes were used (Fig. 3A). The amount of Rac1-GTP generated
was also reduced inThemis1−/− thymocytes compared to that inThemis1+/+

control thymocytes when cells were stimulated with a high concentration of
antibody complexes (Fig. 3C). Together, these data suggest that Themis1
enhances Vav1 activity in thymocytes.

The abundance of Grb2 protein is reduced in
Themis1−/− thymocytes
We next investigated the mechanism by which Themis1 stimulates Vav1
activity in thymocytes. TCR cross-linking stimulates the translocation of
Vav1 to the submembranous area and results in its recruitment to the
transmembrane adaptor protein LATwhere it becomes phosphorylated
and activated by ZAP-70 (25). Because Themis1 interacts with both Vav1
and LATafter TCR engagement, we examined the possibility that Themis1
was important to enhance the recruitment of Vav1 to LAT. Similar amounts
of Vav1 were coimmunoprecipitated with LAT from Themis1−/− and
Themis1+/+ thymocytes at the earliest time point of stimulation with
cross-linking antibodies (Fig. 4A); however, the recruitment of Vav1
to LATwas impaired in Themis1−/− thymocytes when the cells were stim-
ulated for longer periods of time (Fig. 4A). In comparison, the recruitment
to LATof the enzyme PLC-g1, which poorly interacts with Themis1 in thy-
mocytes, appeared to be similar in Themis1+/+ and Themis1−/− thymocytes
(Fig. 4A).

A possible explanation for this observation is that Themis1 directly
interacts with Vav1 after its recruitment to LATand that it contributes to
the enrichment of Vav1 proteins in LAT signaling complexes. Alternatively,
Themis1 might be required to stabilize the interaction between Vav1 and
cytosolic adaptors, such as Grb2 and SLP-76, which mediate the binding
of Vav1 to LAT (26–31).Therefore, we examined whether Themis1 regu-
lated the interaction between Vav1 and these two adaptor proteins. Western
blotting analysis showed that the amount of Grb2 that coimmunoprecipi-
tated with Vav1 was decreased in Themis1−/− thymocytes compared to
that in Themis1+/+ cells, regardless of whether the cells were stimulated
with preformed antibody complexes (Fig. 4B). Similar amounts of phos-
phorylated SLP-76were coimmunoprecipitatedwithVav1 under the iden-
tical stimulation conditions, supporting a selective effect of Themis1 on
the formation of Grb2-Vav1 signaling complexes (Fig. 4B). Furthermore,
analysis of Themis1−/− thymocyte extracts revealed that the total cellular
abundance of Grb2 was reduced relative to that in Themis1+/+ thymocytes
(Fig. 4B, right panel). Quantification ofGrb2 protein abundance inwhole-
cell lysates revealed that it was reduced by about twofold in Themis1−/−

thymocytes andwas comparable to the amount of Grb2 protein inGrb2+/−

thymocytes (Fig. 4C). Further analysis by flow cytometry showed that Grb2
abundancewas reduced similarly in DP and SP thymocytes from Themis1−/−

mice (Fig. 4D), suggesting that the reduction in Grb2 abundance in
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Themis1−/− thymocytes relative to that in Themis1+/+ thymocytes was not a
result of reduced numbers of SP thymocytes in Themis1−/− mice. The
amounts of Grb2 that were coimmunoprecipitated with other known Grb2
binding partners, such as c-Cbl and Sos1, were also reduced in Themis1−/−

thymocytes compared to those in wild-type controls (fig. S4). Moreover,

and similar to what we previously observed for Vav1, the recruitment of
Grb2 to LATwas normal at early time points after TCR stimulation but
was progressively impaired in Themis1−/− thymocytes at later time points
(Fig. 4A). To test whether the partial reduction in Grb2 abundance in
Themis1−/− thymocytes accounted for the impaired activity of Vav1 in
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Fig. 3. Themis1 enhances Vav1 activity in thymocytes. (A) Left: Thymocytes
from Themis1+/+ and Themis1−/− mice were stimulated with low (3 mg/ml) or
high (30mg/ml) concentrationsof preformedanti-CD3andanti-CD4antibody
complexes for the indicated times. Total cytoplasmic extracts of the cells
were then analyzed by Western blotting with antibodies against phospho-
rylated forms of ERK, SHP-1, Vav1, SLP-76, and p38 MAPK. Right: Graphs
show the relative abundances of the indicated phosphorylated proteins as
determinedbycalculating the ratiosof the intensitiesof thebandscorrespond-
ing to the phosphorylated proteins to those corresponding to glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), the loading control. The y axes
representmeans ± SDof the relative values calculated after normalization
to the highest value in the low-dose condition. Data are from four indepen-
dent experiments each including one mouse of the indicated genotype.
*P < 0.05, **P < 0.01 by two-tailed, unpaired t test. (B) Analysis of Vav1

phosphorylation by intracytoplasmic staining of thymocytes from AND-TCR
transgenic mice that were either sufficient (Th+/+) or deficient (Th−/−) in
Themis1. Histograms represent Vav1 phosphorylation on Tyr174 (Y174) in
gated preselection (CD5lo) and postselection (CD5hi) DP thymocytes. Data
are representative of three independent experiments each including one
mouse of the indicated genotype. (C) Left: Thymocytes from Themis1+/+

and Themis1−/− mice were stimulated with high-dose anti-CD3 (a-CD3)
and anti-CD4 (a-CD4) antibodies (30 mg/ml) for the indicated times. Cells
were then lysed and subjected to Rac1-GTP pull-downs with a GST-PAK1-
RBD fusion protein. Pull-downs and total cytoplasmic lysates were then ana-
lyzed by Western blotting (IB) with an anti-Rac1 antibody. Western blots are
representative of three independent experiments each including onemouse
of the indicatedgenotype. Right:Graphs show the ratiosof Rac1-GTP to total
Rac1. Data are representative of three independent experiments.
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these cells, we compared the extent of Vav1 phosphorylation in Grb2+/+

and Grb2+/− thymocytes stimulated with low or high concentrations of
preformed antibody complexes. Supporting this idea, Western blotting
analysis showed that Vav1 phosphorylation was also reduced in Grb2+/−

thymocytes under both stimulatory conditions (Fig. 4E).

Themis1−/− thymocytes exhibit increased turnover of
Grb2 protein
To investigate the mechanisms leading to the reduction in Grb2 protein
abundance in Themis1−/− thymocytes, we first quantified Grb2 mRNA
by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis.Grb2mRNA
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B) Thymocytes from Themis1+/+ and Themis1−/− mice were stimulated with
premixed high-dose anti-CD3 (a-CD3) and anti-CD4 (a-CD4) antibodies
(30 mg/ml) for the indicated times. Samples were then subjected to immu-
noprecipitation (IP) with antibodies specific for LAT (A) or Vav1 (B) and
then analyzed by Western blotting with antibodies specific for the indi-
cated proteins. Western blots are from one experiment and are repre-
sentative of three independent experiments. (B) Total cytoplasmic extracts
(TCE) from each sample were analyzed by Western blotting with anti-
bodies against Vav1 or Grb2. (C) Left: Total cytoplasmic extracts of thy-
mocytes from Themis1+/+ (Th+/+), Themis1−/− (Th−/−), and Grb2+/− (Gr+/−)
micewereanalyzedbyWesternblottingwith anti-Grb2andanti-GAPDHanti-
bodies. Right: Densitometric analysis of the ratio of Grb2 band intensities
to GADPH band intensities normalized to the ratio inWT control thymocytes,

which was set at 1. Data are means ± SD of four independent experiments
each including one mouse of the indicated genotype. **P < 0.01 by two-
tailed, unpaired t test. (D) Flow cytometric analysis of Grb2 abundance in
DP, CD4 SP, and CD8 SP thymocyte subsets from Themis1+/+ (Th+/+),
Themis1−/− (Th−/−), and Grb2+/− (Gr+/−) mice. Data are representative of
three independent experiments. (E) Left: Thymocytes from Grb2+/+ and
Grb2+/− mice were stimulated with low (3 mg/ml) or high (30 mg/ml) concen-
trations of preformed anti-CD3 and anti-CD4 antibody complexes for the
indicated times. Total cytoplasmic extracts of the cells were then analyzed
by Western blotting with antibody against pVav1. Right: Graphs show the
relative abundance of pVav1, as determined from a ratio of the intensity of
the pVav1 bands to those of the bands corresponding to the GAPDH load-
ing control. Western blots and densitometry are from a single experiment
and are representative of three independent experiments.
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amounts were similar in Themis1+/+ and Themis1−/− thymocytes, indi-
cating that the reduction in Grb2 protein abundance in Themis1−/− thy-
mocytes was likely a result of posttranscriptional effects (Fig. 5A). The
direct interaction between Themis1 and Grb2 suggested the possibility
that Themis1 might regulate Grb2 protein stability and turnover in thy-
mocytes. To investigate this possibility, we incubated thymocytes from
Themis1+/+ or Themis1−/− mice with cycloheximide for 18 hours to in-
terrupt protein synthesis and then measured Grb2 protein abundance by

intracellular staining and flow cytometry. Whereas the amount of Grb2
protein was reduced by about 10% in cycloheximide-treated Themis1+/+

thymocytes, it was reduced by 30% in Themis1−/− thymocytes (Fig. 5B),
which suggests that Grb2 turnover was accelerated in Themis1−/− thy-
mocytes. Next, we treated thymocytes with MG132 for 18 hours to in-
hibit proteasome-mediated protein degradation. Under these conditions,
Grb2 abundance in Themis1−/− thymocytes increased from 60 to 80% of
that in control Themis1+/+ thymocytes, demonstrating that blockade of
proteasome-mediated protein degradation partially restored Grb2 abun-
dance in Themis1−/− thymocytes (Fig. 5C). Because ubiquitylation plays
a major role in targeting proteins for proteasome-mediated degradation,
we evaluated the amount of ubiquitylated Grb2 in Themis1−/− thymocytes
byWestern blotting analysis. Under conditions in which similar amounts
of Grb2 were immunoprecipitated from thymocyte lysates, the amount
of ubiquitylatedGrb2was increased inThemis1−/− thymocytes compared to
that in wild-type controls (Fig. 5D). Because c-Cbl was identified by our
MS analysis as being among the preferential binding partners of Themis1
in thymocytes, we suspected that c-Cbl might regulate Grb2 degradation
and that Themis1 might inhibit this process. However, we found that Grb2
protein amounts were unaffected in c-Cbl−/− thymocytes (fig. S5A). In ad-
dition,we found that the TCR-stimulated phosphorylation of c-Cblwas sim-
ilar in Themis1+/+ and Themis1−/− thymocytes (fig. S5B).

Increased Grb2 abundance and Vav1 phosphorylation in
Themis1-tg mice correlate with enhanced positive
selection of CD4 SP T cells
The strength of TCR signaling was increased in vivo when Themis1 was
overexpressed (Themis1-tg) inANDTCR transgenic thymocytes (Fig. 1A).
We therefore examined the consequences of Themis1 overexpression on
Vav1 phosphorylation and Grb2 protein abundance. The extent of Vav1
phosphorylation induced by low (Fig. 6A) or high (fig. S6A) concentra-
tions of preformed anti-CD3 and anti-CD4 antibody complexes was
increased in thymocytes in which Themis1 was overexpressed. Western
blotting and flow cytometric analyses showed that Grb2 abundance was
increased by about twofold in Themis1-tg thymocytes compared to that in
Themis1+/+ controls (Fig. 6, B and C). In addition, the extent of the inter-
action between Grb2 and Vav1 and LATwas increased in Themis1-tg thy-
mocytes compared to that in Themis1+/+ controls (fig. S6B).

We next analyzed the consequences of Themis1 overexpression on
T cell development. The percentages and numbers of CD4 and CD8 SP
thymocytes were unaffected in Themis1-tg mice compared to that in litter-
mate controls (fig. S7A). However, in Themis1-tg mice that also expressed
the MHC class II–restricted AND transgenic TCR, the percentages of CD4
SP thymocytes and Va11high thymocyteswere increased relative to those
in non–Themis1-tg controls (Fig. 6D). The percentage of mature CD24lo

CD4 SP thymocytes was increased in AND–Themis1-tg mice, which is in-
dicative of increased positive selection (Fig. 6D). In addition, the numbers
of DP thymocytes, and, to a lesser extent, of CD4 SP thymocytes, were re-
duced in AND–TCR–Themis1-tg mice compared to those in non–Themis1-tg
controls (fig. S7B), suggesting that the enhanced TCR signaling in Themis1-tg
thymocytes may also partly convert positive selection signals into negative
selection signals. The cell surface expression of CD5, a signaling marker
that correlates with TCR signal intensity (32), was also increased on DP
and SP thymocytes in AND–Themis1-tg mice (Fig. 6D), consistent with
results obtained from Nur77-GFP transgenic mice (Fig. 1A).

Overexpression of Themis1 enhances TCR signaling and
rescues positive selection in Grb2+/− mice
Consistent with a previous report (33), the phosphorylation of Vav1 and
p38 was reduced in TCR-stimulated Grb2+/− thymocytes compared to
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Fig. 5. Grb2protein turnover is increased inThemis1−/− thymocytes. (A)RT-PCR
analysis of Grb2 mRNA abundance in total thymocytes from Themis1+/+,
Themis1−/−, andGrb2+/−mice. Data are means ± SD of three independent
experiments each including one mouse of the indicated genotype. (B)
Thymocytes from Themis1+/+ (Th+/+) and Themis1−/− (Th−/−) mice were left
untreated (black bars) or were treated (white bars) for 16 to 18 hours with
cycloheximide (10 mg/ml). Grb2 protein abundancewas then analyzed by
flow cytometry after intracytoplasmic staining of the cells with anti-Grb2
antibodies. Bar graphs show relative mean fluorescence intensities (MFIs)
of Grb2 in treated cells as a percentage of the MFI of Grb2 in untreated
cells, which was set at 100%. Data are means ± SD of three mice of each
genotype. (C) Thymocytes from Themis1+/+ (black bars) and Themis1−/−

mice (white bars) were left untreated or were treated with 1mMMG132 for
16 to 18 hours. Grb2 protein abundance was analyzed by flow cytometry
after intracytoplasmic staining of cells with anti-Grb2 antibodies. Bar graphs
show the relative MFIs of Grb2 in treated cells as a percentage of the MFI
ofGrb2 inThemis1+/+ thymocytes,whichwas set at 100%.Data aremeans±
SD of three independent experiments each including one mouse of the
indicated genotype. (D) Thymocytes from Themis1+/+ and Themis1−/− mice
were preincubated with MG132 and left untreated or treated with pervana-
date (PV) for 5 min at 37°C. Grb2 was then immunoprecipitated from cellular
extracts as described inMaterials andMethods. Samples were analyzed by
Western blotting with anti-ubiquitin and anti-Grb2 antibodies. Western blots
are representative of three independent experiments each including one
mouse of the indicated genotype. Data in (A) to (C) were analyzed by two-
tailed unpaired t test. *P < 0.05, **P < 0.01.
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that in Grb2+/+ thymocytes (Fig. 4E). Because the overexpression of
Themis1 in thymocytes resulted in increased Grb2 abundance and en-
hanced Vav1 phosphorylation in response to TCR engagement, we next
examined whether overexpression of Themis1 could restore the amount
of Grb2 and rescue the TCR signaling defects in Grb2+/− thymocytes.
Western blotting analysis revealed that transgene-mediated overexpres-
sion of Themis1 increased the abundance of Grb2 inGrb2+/− thymocytes to
amounts that were comparable to those in Grb2+/+ thymocytes (Fig. 7A).
Moreover, phosphorylation of Vav1 and p38 in response to TCR engage-
ment was restored when Themis1 was overexpressed in Grb2+/− thymo-
cytes (Fig. 7B). Activation-induced phosphorylation of ERK was similar
in Grb2+/+ and Grb2+/− thymocytes irrespective of whether the Themis1
transgene was expressed (Fig. 7B).

We next examined whether Themis1 overexpression inGrb2+/−mice
restored the defect in T cell development that occurs in these mice. Con-
ditional deletion of Grb2 in thymocytes impairs T cell development at
the DP to SP transition and induces a block in positive selection that re-
sembles what is observed in Themis1−/− mice (34). A previous report
demonstrated that negative selection is impaired in Grb2+/− mice but

that positive selection is not affected (33). In that study, the authors used
the MHC class I–restricted H-Y TCR transgenic and the MHC class II–
restricted DO.11 TCR transgenic mice to evaluate positive selection. In
contrast to these observations, we found that the proportions of CD4 SP
thymocytes and Va11high thymocytes were reduced by 40 to 50% in
AND-Grb2+/− mice compared to that in AND-Grb2+/+ mice (Fig. 7C
and fig. S8A). Positive selection was also impaired, although to a lesser ex-
tent, in OT-2–Grb2+/− mice (fig. S8B). Note that Themis1 overexpression
corrected the defect in positive selection caused byGrb2 haploinsufficiency
as demonstrated by the restoration of normal proportions of CD4 SP and
either Va11high (for AND) or Va2high (for OT-2) T cells in the thymus
(Fig. 7C and fig. S8, A and B).

To determine whether Themis1 overexpression restored T cell devel-
opment in mice that exhibit a TCR signaling defect that is not linked to
Grb2 signaling complexes,we crossedAND–Themis1-tgmicewith knock-in
mice that express amutant CD3z chain protein that lacks signaling capability
(z6F/6F). We previously reported that TCR signaling is attenuated in homo-
zygous z6F/6F mice, which exhibit a block in positive selection at the DP
stage.AND-z6Y/6Fmice,which have one copyofwild-type z6Yand one copy
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were stimulated with preformed anti-CD3 and anti-CD4 antibody complexes
(3 mg/ml) for the indicated times. Total cytoplasmic extracts were then ana-
lyzed by Western blotting with antibodies against pVav1 and pSLP76.
GAPDH was used as a loading control. Right: Graphs show the relative
abundances of the phosphorylated proteins as determined from a ratio of
the intensity of the bands of phosphorylated proteins to those of GAPDH.
The y axes represent means ± SD of the relative values calculated after nor-
malization to the highest value inThemis1+/+ thymocytes.Data are from three
independent experiments each including onemouse of the indicated geno-
type. *P < 0.05, **P < 0.01 by two-tailed, unpaired t test. Western blots are
from one experiment and are representative of three independent experi-
ments. (B) Flow cytometric analysis of Grb2 and Themis1 in total thymocytes
fromThemis1 transgenicmice (Tg) or littermate controls (WT).Data are rep-
resentative of three independent experiments each including onemouse of
the indicated genotype. (C) Left: Western blotting analysis of the relative
amounts of Themis1, Grb2, and Vav1 in total thymocytes from Themis1
transgenic mice (Tg), WT littermate controls (T+/+), and Grb2+/− (Gr+/−)
mice. Right: Bar graphs show the mean ratio ± SD of Grb2 band intensity
values to Vav1 band intensity values, normalized to the ratio in T+/+ control
thymocytes, which was set at 1. Data aremeans± SDof threemice of each
genotype.‡P<0.05by two-tailed, unpaired t test. (D) Flowcytometric anal-
ysis of positive selection in AND Themis1 transgenic mice (Th-tg). Left:
Contour plots represent the CD4 versus CD8 staining profiles of thymocytes
fromThemis1-tgmiceandWT littermate controls (Th+/+) expressing theAND
TCR.Histograms represent ANDTCR surface stainingwith anti-Va11 anti-
bodies. Right: CD24 versus Va11 staining profiles of CD4 SP thymocytes
from Themis1-tg and littermate control mice expressing the AND TCR.
Numbers indicate the percentage of cells in the gated population. Right:
Bar graphs show the mean percentages of Va11hi cells (top) and the mean
ratio of mature CD4 SP (CD24lo) thymocytes to total DP thymocytes (bottom)
in Themis1-tg and littermate control (WT) mice. Data are means ± SD of nine
mice of each genotype. Five independent experiments were performed.
*P < 0.05, **P < 0.01 by two-tailed, unpaired t test. Bottom: Cell surface stain-
ing of CD5ongatedDPandCD4SP thymocyte subsets fromThemis1-tg (Tg)
and littermate control (Th+/+) mice. Data are representative of three indepen-
dent experiments.
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of mutant z6F, displayed a less severe, but statistically significant, defect in
positive selection (Fig. 7D and fig. S8C). The percentages of CD4 SP thy-
mocytes andVa11high thymocytes were reduced by about 70% inAND-z6Y/6F

mice compared to those inAND-z6Y/6Y controlmice (Fig. 7D). Consistentwith
a positive effect on TCR signaling, Themis1 overexpression in AND-Themis1
transgenic z6F/6Ymice increased the percentages of CD4SP thymocytes and
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plots represent CD4 versus CD8 staining profiles of thymocytes from the in-

dicated genotypes. Histograms represent AND TCR cell surface staining with
anti-Va11 antibodies on total thymocytes. Numbers indicate the percentages
of cells in the gatedpopulations. Right: Bar graphs show themeanpercentages
of CD4 SP thymocytes (top) and Va11high thymocytes (bottom) frommice of the
indicated genotypes. Data are means ± SD of three independent experiments
each including one mouse of the indicated genotype. Data in (A), (C), and (D)
were analyzed by two-tailed, unpaired t test. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Va11high thymocytes (Fig. 7D); however, Themis1 overexpression did not
restore positive selection in z6F/6Y mice to the same extent as that observed
in z6Y/6Y mice, suggesting that the positive effect of Themis1 on TCR
signaling is restricted toGrb2 signaling complexes and does not compensate
for the broad signaling defects caused by impaired TCR signaling potential
(Fig. 7D and fig. S8C).

Themis1 hemideficiency exacerbates the defects in
positive selection and TCR signaling in Grb2+/− mice
To further demonstrate that Themis1 enhances Grb2-mediated signaling
during positive selection, we next used a reverse strategy and examined
whether Themis1 hemideficiency (Themis1+/−) exacerbates the defect in
TCR signaling and positive selection that is observed in Grb2+/− mice.
The proportions of CD4 SP and Va11hi thymocytes were decreased by
40 and20%, respectively, inAND-Themis1+/−mice, an effect thatwas com-
parable to the defects observed in AND-Grb2+/− mice (Fig. 8A and fig.
S8D). Note that positive selection was further impaired in AND-TCR trans-
genic mice that were hemizygous (+/−) for both Grb2 and Themis1, which
displayed 70 and 60%decreases in the percentages ofCD4SPandVa11high

thymocytes, respectively, relative to those in AND Themis1+/+Grb2+/+

mice (Fig. 8A and fig. S8D). We also observed that the cell surface abun-
dance of CD5 was reduced on Themis1+/−Grb2+/− thymocytes, but not on
single heterozygote Themis1+/− thymocytes or Grb2+/− thymocytes, indi-
cating that the combined reduction in Themis1 and Grb2 expression had a
cooperative effect on TCR signaling and positive selection (Fig. 8B). Final-
ly, hemideficiency in bothGrb2 and Themis1 resulted in a further reduction

in Grb2 cell surface abundance in thymocytes compared to that in thymo-
cytes hemideficient in Grb2 or Themis1 alone (Fig. 8B).

DISCUSSION

Initial studies reporting the identification and characterization of Themis1
included extensive analyses of T cell development in Themis1-deficient
mice but failed to precisely identify the molecular function of this protein
(2–6). Despite the absence of strong biochemical evidence, it was presumed
that Themis1 likely functions as a positive regulator of TCR signaling be-
cause several defects in Themis1−/− mice, such as a marked impairment of
both positive and negative selection, were consistent with a deficiency in
TCR signaling (2–6). It was subsequently shown that Themis1 interacts
with Vav1 and that Vav1 phosphorylation is reduced in Themis1−/− thymo-
cytes, results that also implied a positive role for Themis1 in TCR signaling
(9). Nevertheless, two reports suggested that Themis1 acts primarily, if not
exclusively, as an attenuator of TCR signaling, in part through the recruit-
ment of the phosphatase SHP-1 to LAT, and these studies further proposed
that Themis1 is required to prevent the induction of strong TCR signals in
response to engagement by low-affinity antigens (10, 11). Although this
model can explain the block in positive selection inThemis1−/−mice, it does
not fully explain the mechanism by which Themis1 also presumably regu-
lates signaling during negative selection and CD4+ T cell lineage commit-
ment. In addition, other studies have shown that positive selection is not
converted to negative selection in the absence of SHP-1 (12–15), which sug-
gests that Themis1 has additional effects on TCR signaling beyond the

regulation of SHP-1.
To gain further insight into the molecu-

lar function of Themis1, we performed a
quantitative proteomic analysis of the inter-
actome of Themis1 in thymocytes. Analysis
of this interactome showed that Themis1
preferentially interacted with proteins that
function in TCR signaling, supporting a pri-
mary role for this protein in TCR signaling
complexes. Among these proteins, we found
that Themis1 interacted with several cyto-
solic adaptors, such as Grb2, GADS, SLP-
76, and Grap, but that Grb2 was by far the
most abundant protein in this interactome.
This finding suggests that Themis1 might
be preferentially recruited into TCR signal-
ing complexes through Grb2. Confirming
previous studies, we found that Themis1 in-
teracted with the transmembrane adaptor
protein LAT in pervanadate-treated thymo-
cytes. Themis1 also interacts with SIT1,
a transmembrane adaptor protein that inhib-
its TCR signaling through the phosphatase
SHP-2 (35, 36). One possibility suggested
by these data is that Themis1 is recruited
to both LAT and SIT and that it promotes
either positive or negative signals depending
on the transmembrane adaptors to which it
is recruited.

The quantitative analysis of theThemis1
interactome revealed that the phosphatase
SHP-1, but not SHP-2, is a predominant in-
teracting partner of Themis1 in thymocytes.
Themis1 attenuates the phosphorylation of
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Lck, LAT, and ERK, mostly through its role in facilitating the recruitment
of SHP-1 to TCR signaling complexes (10). This effect was most clearly
demonstrated when the TCR was engaged by low-affinity, but not high-
affinity, antigens, conditions that mimic positive selection. Confirming
these results, we found that Themis1 enhanced the phosphorylation of
SHP-1 and attenuated ERK phosphorylation when low, but not high, con-
centrations of TCR cross-linking antibody were used to stimulate thymo-
cytes. However, we failed to detect any increased phosphorylation ofmore
TCR-proximal signaling proteins, such as Lck, ZAP-70, and LAT, which
suggests that stimulation with low concentrations of antibodies could not
fully recapitulate what was previously observed when the TCR was en-
gaged by tetramers bound to low-affinity antigens in the absence of costi-
mulation. The molecular events that meditate ERK activation can be
driven by hysteretic regulatory effects, and it is therefore assumed that mi-
nor changes in TCR-proximal signals can have a major effect on ERK
activity (37, 38). It is therefore possible that TCR cross-linking with
low concentrations of antibodies might not be sensitive enough to detect
effects on early regulators of TCR signaling, but could still reveal the
consequences on downstream proteins, such as ERK, that exhibit a digital
mode of activation.

Our MS analysis also revealed that the Rho family GEF Vav1 consti-
tuted one of the predominant binding partners of Themis1 in thymocytes.
Consistent with our previous results (9), we found that Themis1 enhanced
Vav1 activity under both weak and strong stimulatory conditions. The
phosphorylation of p38, which is dependent on Vav1 activity (23), was
also reduced in Themis1−/− thymocytes compared to that in wild-type
cells. This suggests that Themis1 has more than one function in TCR
signaling and that the balance between the positive and negative effects
of Themis1 on TCR signaling may be dependent on the extent (or inten-
sity) of TCR engagement. Our findings suggest that Themis1 functions
mostly as a positive regulator of TCR signaling with respect to its effect
on Vav1 when selection processes are mediated by relatively high-affinity
ligands. This interpretation would explain why negative selection, a pro-
cess that is induced after the strong interaction of TCR with self-pMHCs,
is impaired in Themis1−/− mice (2, 5). Our results further suggest that the
strength of TCR signaling is reduced in Themis1−/− mice when positive
selection is driven by a single transgene-encoded TCR (AND), a TCR that
reportedly binds with relatively high affinity to self-pMHCs (1). Thus, the
positive effect of Themis1 on the effector function of Vav1 might also be
important to facilitate positive selection. Consistent with this idea, we
found that the phosphorylation of Vav1 was reduced in vivo in postselec-
tion DP thymocytes from AND-Themis1−/− mice as compared to that in
Themis1+/+ controls, and that the overexpression of Themis1 in Grb2+/−

mice restored both Vav1 phosphorylation and positive selection driven by
the AND TCR.

Our results demonstrated that the abundance of Grb2 was reduced in
Themis1−/− thymocytes to an extent comparable to that inGrb2+/− thymo-
cytes. Vav1 phosphorylation was also decreased in Grb2+/− thymocytes,
which suggests that the reduced abundance of Grb2 in Themis1−/− thymo-
cytes could account, at least in part, for the impaired phosphorylation of
Vav1 in these cells in response to TCR engagement. Grb2 binds through
its SH2 domain to phosphorylated tyrosine residues on LAT (28) and
through its C-terminal SH3 domain to a PRR within Vav1 (26). Themis1
may therefore facilitate the recruitment of Vav1 to LATand its subsequent
phosphorylation by the tyrosine kinase ZAP-70. Accordingly, we showed
that the recruitment of Vav1 to LATwas impaired in Themis1−/− thymo-
cytes. A previous study of peripheral CD4+ T cells showed that the recruit-
ment of Vav1 to TCR signaling complexes was mostly mediated by the
binding of SLP-76 to the Vav1 SH2 domain through Tyr112 and Tyr126

of SLP-76 (39). In that study, deletion of the Vav1 SH2 domain prevented

the recruitment of Vav1 to the immunological synapse and its subsequent
phosphorylation. Here, we showed that loss of Themis1 did not affect the
ability of Vav1 to interact with phosphorylated forms of SLP-76 after TCR
engagement, which suggests that the impaired recruitment ofVav1 to LAT
in Themis1−/− thymocytes resulted from the reduced Grb2 abundance in
these cells, and that distinct mechanisms may control the recruitment of
Vav1 into TCR signaling complexes in peripheral T cells and thymocytes.

PreviousMS-based studies of the Grb2 interactome in distinct cell types
have reported the interaction of Grb2 with proteins involved in ubiquitin-
mediated degradation processes, such as c-Cbl, Cbl-b, TSG101, and SOCS1;
however, whether these enzymes regulate Grb2 turnover has not been ex-
amined so far (40, 41). Because c-Cbl was identified by our MS analysis
among preferential binding partners of Themis1 in thymocytes, we sus-
pected that c-Cbl might regulate Grb2 degradation and that Themis1 might
inhibit this process. However, we found that Grb2 protein amounts were un-
affected in c-Cbl−/− thymocytes and that the interaction between c-Cbl and
Grb2 was decreased rather than increased in Themis1−/− thymocytes com-
pared to that in wild-type thymocytes. Althoughwe cannot exclude the pos-
sibility that Cbl-b compensates for the loss of c-Cbl, this seems unlikely
given that the abundance of Cbl-b in thymocytes is relatively low compared
to that in peripheral T cells and that c-Cbl deficiency alone has amajor effect
on TCR abundance and signaling (42). In-depth analysis of the Themis1
interactome identified the deubiquitylating enzyme USP9X as a potential
interactor of Themis1 in thymocytes (table S1). USP9X is part of the TCR
signaling machinery and enhances TCR-proximal signaling events, such as
the phosphorylation of LAT and Vav1 (43). One hypothesis, therefore, is
that Themis1 prevents Grb2 degradation by interacting with a deubiquity-
lase that targetsGrb2. Further experimentswithUSP9X-deficient T cells will
be required to determine whether USP9X is involved in this process.

In contrast to previous studies with DO.11 TCR transgenic models,
we found that positive selection driven by the AND or OT-2 TCR was par-
tially attenuated in Grb2+/− mice. Because Grb2 abundance was similarly
reduced in Themis1−/− and Grb2+/− thymocytes, this suggests that at least
part of the defect in positive selection observed inThemis1−/−mice could be
attributed to the reduced abundance of Grb2. However, the modest effect
of Grb2 hemideficiency onT cell development in comparison to themarked
defect observed in Themis1−/−mice implies that Themis1 regulates other
T cell signaling processes independently of its effect on Grb2 protein
stability. We showed here that the interaction between Themis1 and Vav1
did not require the binding of Grb2 to Themis1, which suggests that
Themis1 might be important to recruit Vav1 directly into TCR signaling
complexes. Another possibility is that Themis1 has a direct role in stimulat-
ing the enzymatic function of Vav1. Mice deficient in Vav1 GEF activity
exhibit a phenotype similar to that ofThemis1−/−mice, with amarked block
at the DP to SP transition, which contrasts with the phenotype of Vav1−/−

mice that exhibit an almost complete block at the b-selection checkpoint
(20). Mice deficient in Vav1 GEF activity also exhibit a defect in Rac1-GTP
production similar to what we observed in Themis1−/− mice. Furthermore,
our MS analysis revealed that Themis1 interacted predominantly with the
microtubule-associated proteinLis1, a direct binding partner ofRac1,which
can stabilize the GTP-bound forms of small GTP-binding proteins (G pro-
teins) in neurons (44). An interesting hypothesis is that Themis1 func-
tions as part of a cooperative signaling complex that includes Grb2,
Vav1, and Lis1 and controls the generation and the stability of active
small G proteins, which in turn transmit signals that are essential for positive
and negative selection.

In conclusion, our results identify a positive function for Themis1 in
TCR signaling during T cell development and identify a primary role for
Themis1 in promoting Grb2 stability and Vav1 effector function. These
findings are concordant with a report demonstrating an epistatic effect of
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Themis1 and Vav1 genes on the suppressive function of regulatory T cells
and the development of inflammatory bowel disease (45). In view of inves-
tigations that support a negative role for Themis1 in TCR signaling, our
study suggests that Themis1 might have a more complex function during
T cell development, perhaps transmitting either positive or negative signals
depending on the affinity of the TCR for self-pMHCs, the contribution of
co-receptor signaling, and the intensities of the elicited TCR-proximal
signals. The identification of new Themis1 partners, such as Lis1, which
is mostly known as a regulator of dynein anchoring to microtubules in neu-
rons, suggests that Themis1may have additional functions in T cells that are
not directly related to its role in TCR-proximal signaling.

MATERIALS AND METHODS

Mice
Nur77-GFP reporter mice were provided by K. Hogquist (University of
Minnesota, Minneapolis, MN). c-Cbl−/− mice were provided by J. Chiang
(National Cancer Institute, Bethesda,MD). Themis1−/− (5), Themis1-tg (9),
Grb2+/− (33), TCRz6Y/6Y (46), and TCRz6F/6F (46) mice were described
previously. The AND and OT-2-TCR transgenic mice were obtained from
Taconic Farms. The Bim−/− mice were obtained from the Jackson Labora-
tory. In some experiments, Themis1−/− and Themis1-tg mice expressing the
AND TCR were crossed to Grb2+/− mice to generate either AND-TCR-
Themis1+/−Grb2+/− or AND–TCR–Themis1-tg–Grb2+/− mice. Themis1−/−

mice were also crossed with Bim−/− mice to generate Themis1−/−Bim−/− mice.
Animal experiments were approved by the Animal Care and Use Committee
of the Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Hu-
man Development, National Institutes of Health.

Antibodies and flow cytometry
Sources for antibodies and reagents used in this study include the following:
anti-Grb2 (C-23), anti–PLC-g1 (1249), anti-Vav1 (C-14), anti-ubiquitin
(P4D1), and anti–c-Cbl (A9), which were from Santa Cruz Biotechnology;
anti-LAT (11B.12), anti-Sos1, and anti-Rac1, which were from Millipore;
anti-pVav1(Y174), which was obtained from Abcam; and anti-pERK
(T202/Y204), anti-pp38 (T180/Y182), and anti–pSHP-1 (Y564), which
were obtained from Cell Signaling Technology. Alexa Fluor 488–conjugated
phalloidin was purchased from Life Technologies. Anti-Themis1 rabbit
antibodies were previously described (5). Thymocytes were incubated for
16 hours with cycloheximide (20 mg/ml, Sigma) or 1 mM MG132 (EMD
Biosciences). Biotin- and fluorochrome-conjugated antibodies against
CD3e, CD4, CD5, CD8a, CD24, CD25, CD44, and Va11 were purchased
from BD Biosciences. Single-cell suspensions from the thymus, spleen,
or lymph nodes were incubated in phosphate-buffered saline, 0.5% bo-
vine serum albumin, and 0.01% NaN3 containing the appropriate anti-
bodies. Cell detection was performed on a FACSCalibur flow cytometer
(BD Biosciences), and data analysis was performed with FlowJo software
(Tree Star Inc.).

Thymocyte stimulation and immunoprecipitation
For MS analysis, 2 × 108 thymocytes from Themis1+/+ or Themis1−/−

mice were left untreated or were treated with 100 nM pervanadate for
5 min at 37°C. The treatment was stopped on ice, and cells were im-
mediately centrifuged and resuspended in 2 ml of ice-cold lysis buffer
[10mM tris-HCl (pH 7.4), 150mMNaCl, 1%Triton, 2mMNa3VO4, 5mM
NaF, 1 mM EDTA, and protease inhibitor cocktail tablet (Roche)] and in-
cubated for 20min on ice. Lysateswere cleared by centrifugation at 18,000g
for 15 min at 4°C, and Themis1 was subjected to immunoprecipitation
from cleared lysates for 2 hours at 4°Cwith 30 ml of protein A–Sepharose

resin coated with 12 mg of polyclonal rabbit anti-Themis1 antibodies. The
resin was washed three times and incubated for 15 min at room tempera-
ture in 200 ml of elution buffer [50 mM tris-HCl (pH 7.4), 150 mMNaCl,
and Themis1 antigenic peptide (200 mg/ml)]. Samples were further pro-
cessed for proteomic analysis on a Q Exactive mass spectrometer (Thermo
Scientific) as described in the Supplementary Materials. To analyze TCR
signaling, thymocytes were collected and rested for 2 hours in RPMI medi-
um at 37°C at a density of 5 × 106 cells/ml. Thymocytes were resuspended
at a density of 107 cells per 50 ml and incubated at 37°C for 10min before
being stimulated. Antibody complexes were prepared at a 2× concentration
before being used to stimulate cells at 37°C for 10minwith biotin-conjugated
anti-CD3 and anti-CD4 antibodies mixed with equal concentrations of
streptavidin. Thymocyteswere stimulatedwith 50 ml of antibody complexes
(6 or 60 mg/ml) for the times indicated in the figure legends. Cell lysates
were prepared as described earlier. Further details about immunoprecipi-
tations can be found in the Supplementary Materials.

Analysis of MS data
RawMS data files were processed withMaxQuant software (version 1.5.0)
for database search with the Andromeda search engine and for quantitative
analysis (see the Supplementary Materials for details on the MaxQuant
parameter settings and for the processing of quantitative data). Potential
Themis1 interactors were selected on the basis of an enrichment ratio of
>5 between immunopurified samples from Themis1+/+ and Themis1−/−

cells andP < 0.05 (by Student’s t test) over triplicate biological experiments.
Of the potential candidates, we retained as bona fide binding partners those
that were identified in the Themis1+/+ immunopurified samples with strong
mass spectrometric evidence (number of unique identified peptides > 2) and
high abundance based on the intensity of the MS signal. The iBAQ metric,
which corresponds to the sum of all of the peptide intensities divided by the
number of observable peptides from a given protein (47), was used to es-
timate absolute protein abundance, and a minimal iBAQ threshold of 20 ×
105was thus applied to filter low-abundant proteins from the list of potential
partners. Additionally, to define the Themis1 interactome, we also eliminated
candidates that had strong intensity signals in the control Themis1−/− sam-
ples (mean iBAQ > 20 × 105), which were more likely to correspond to the
nonspecific binding of abundant cellular proteins in the immunopurified
samples. The remaining candidate interactors were sorted on the basis of
their calculated iBAQ value in the Themis1+/+ immunopurified samples,
which reflected their absolute abundance in the sample and the strength
of their interaction with the Themis1 bait. The complete unfiltered list of
proteins identified in the immunopurified samples is provided in table
S1. The MS proteomics data were deposited to the ProteomeXchange con-
sortium through the Proteomics Identifications (PRIDE) partner repository
with the data set identifier PXD004072.

Rac1 activation assay
Thymocytes from Themis1+/+ and Themis1−/− mice were collected and
rested for 2 hours in RPMImedium at 37°C at a density of 5 × 106 cells/ml.
Cells were resuspended at 3 × 107 cells per 100 ml, preincubated at 37°C
for 10 min, and then left untreated or treated with an equal volume of a
premixed 2× cocktail of biotinylated anti-CD3 and anti-CD4 antibodies
and streptavidin (100 ml) for the times indicated in the figure legends. Cells
were lysed directly in excess lysis buffer (900 ml) for 20 min on ice. Lysates
were cleared by centrifugation at 18,000g for 15min at 4°C. Cleared lysates
were subjected to pull-down with 10 ml of PAK1-GST agarose beads with
rotation for 1 hour at 4°C.An aliquot of cleared lysateswas saved forwhole-
cell lysate analysis. Beadswerewashed three timeswith ice-cold lysis buffer.
Proteins were eluted from the beads by heating them to 70°C for 10 min
in Laemmli buffer. Proteins were resolved by SDS–polyacrylamide gel
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electrophoresis (PAGE), subsequently transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes, and analyzed by Western blotting to detect Rac1.

Western blotting analysis and band quantification
Proteins were resolved by SDS-PAGE and transferred to PVDF mem-
branes according to standard protocols. Membranes were blocked with
5%milk in tris-buffered saline containing Tween for 1 hour at room tem-
perature before being incubated with primary antibodies at 4°C overnight.
After washing, membranes were incubated with secondary antibodies for
1 hour at room temperature. Subsequently, membranes were incubated
with enhanced chemoluminescence solution for 5 min in the dark, and
luminescence was captured with a Bio-Rad XRS+ imager. Images were
analyzed, and band intensities were quantitated with Bio-Rad ImageLab
software. Numbers from quantitated bands were normalized for loading
differences with GAPDH as a control. In Fig. 3A, the intensity values at
each time point were normalized to the highest intensity value obtained for
wild-type thymocytes in the “low-dose” condition (which was set at 1) for
each individual experiment.

RT-PCR analysis
For gene expression studies, total cellular RNAwas isolatedwith a PicoPure
RNA Isolation kit (Arcturus). RNA samples (100 ng each) were reverse-
transcribed with the SuperScript First-Strand Synthesis system (Invitrogen)
and were assayed by RT-PCR. Transcripts were quantified with a Roche
LightCycler 480. Duplicates were run for each sample in a 96-well plate,
and Actb served as the endogenous reference gene. The relative quantifica-
tionmethodwas used, with the ratio of themRNA abundance of the gene of
interest normalized to the abundance ofActbmRNAandwith the average of
the control thymocyte samples serving as the calibrator value. The specific-
ity of the products was confirmed by melting curves and electrophoresis.

Statistical analysis
Statistical comparisons were performed with an F test to verify equal
variance of the populations, which was followed by an unpaired two-
tailed t test. The P values are indicated in the figure legends.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
www.sciencesignaling.org/cgi/content/full/9/428/ra51/DC1
Materials and Methods
Fig. S1. Themis1 enhances TCR signaling during thymic selection.
Fig. S2. Analysis of the interaction between Themis1 and Vav1 in thymocytes and HEK
293T cells.
Fig. S3. Themis1−/− thymocytes exhibit normal phosphorylation of Lck, ZAP-70, and LAT
after cross-linking of the TCR with low or high concentrations of antibody complexes.
Fig. S4. The amount of Grb2 that coimmunoprecipitates with c-Cbl and Sos1 is reduced in
thymocytes from Themis1−/− mice.
Fig. S5. Loss of c-Cbl does not affect Grb2 protein abundance in thymocytes.
Fig. S6. Analysis of TCR signaling and Grb2 coimmunoprecipitation with Vav1 and LAT in
Themis1 transgenic thymocytes.
Fig. S7. Effect of Themis1 overexpression on T cell development.
Fig. S8. Transgenic expression of Themis1 in Grb2+/− mice restores positive selection in
TCR transgenic mice.
Table S1. List of proteins identified by proteomic analysis of Themis1-immunopurified
samples.
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Pour  cette  annexe,  j’ai  contribué  à  la  révision  de  l’article.  Brièvement,  afin  de  vérifier  que  la  
signalisation  est  diminuée  suite  à  la  stimulation  des  cellules  en  condition  physiologique,  j’ai  
stimulé  des  thymocytes  issus  de  souris  THEMIS1-/-  CMH-/-  OTII  avec  des  LB  chargés  ou  non  
du  peptide  OVA.  Par  westernblot,  j’ai  analysé  la  phosphorylation  de  SHP-1  et  ZAP-70  ainsi  
que  des  phosphotyrosines  totales.  Ces  résultats  sont  présentés  Figure  supplémentaire  4b.  
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T cell development is a continuous process that begins when progeni-
tor cells that originate in the fetal liver or adult bone marrow enter the 
thymus and are induced to commit to the T cell lineage. Thymocytes 
progress through multiple well-defined maturational steps that for 
simplicity are grouped into three main stages defined by expression  
of the co-receptors CD4 and CD8: CD4−CD8− (double negative  
(DN)), CD4+CD8+ (double positive (DP)), and CD4+ or CD8+ (single 
positive: CD4SP or CD8SP, respectively). The transition of thymo-
cytes through these stages of maturation is dependent upon signals  
transmitted by various cell-surface molecules, including Notch, 
cytokine receptors and precursor or mature forms of the T cell  
antigen receptor (TCR)1,2.

All thymocytes are subjected to a selection process at the DP stage 
that is based on the affinity of their expressed TCR for self-peptide 
ligands bound to major histocompatibility complex (self-pMHC) that 
tests TCR functionality and enforces self-tolerance3. Thymocytes 
that express TCRs that fail to bind to self-pMHC or that bind with 
high affinity to self-pMHC are ‘non-selected’ or ‘negatively selected’, 
respectively, and are triggered to undergo apoptotic death, whereas 
thymocytes that express TCRs that bind with low affinity to self-
pMHC are ‘positively selected’ and progress to the CD4SP or CD8SP 
stage3. The affinity of the TCR for self-pMHC controls the intensity 
and duration of the TCR signaling response, which in turn leads to the 
differential activation of downstream signal-transduction pathways 
and transcriptional responses that dictate cell fate4.

Thymocyte selection is dependent upon the expression and func-
tion of several lineage-restricted effector molecules, including the 

protein tyrosine kinases (PTKs) LCK and ZAP-70, the protein tyro-
sine phosphatase (PTP) SHP-1 (encoded by Ptpn6), and specialized 
adaptors such as LAT and SLP-76 (refs. 5,6). THEMIS, a T cell– 
specific protein, has an important role in thymocyte selection. In the 
absence of THEMIS, thymocyte development is partially blocked at 
the DP-to-SP transition stage, which results in a substantial reduction 
in mature CD4SP thymocytes and, to lesser extent, CD8SP thymo-
cytes and peripheral T cells7–11.

THEMIS is the ‘founding member’ of a group of structurally related 
proteins that are defined by the presence of one or more copies of a 
CABIT (‘cysteine-containing all beta in THEMIS’) globular module 
with a median length of 261 amino acids that contains a conserved 
core motif ( XCX7-26 XLP X3GXF, where ‘ ’ is any hydrophobic 
residue, ‘X’ is any amino acid, and the subscripted number indicates 
the number of residues)9. All members of the mammalian THEMIS 
family, including THEMIS, THEMIS2 (which is restricted to B cells  
and myeloid cells) and the more distantly related THEMIS3 (which 
is expressed in the large and small intestine7) contain two tandem 
CABIT modules and a C-terminal proline-rich sequence but lack a 
known catalytic domain9. THEMIS binds directly to the cytosolic 
adaptor GRB2, and this interaction requires the proline-rich 
sequence of THEMIS12,13. Mass-spectrometry screens of proteins co- 
immunoprecipitated with THEMIS have identified SHP-1 as a puta-
tive THEMIS-interacting protein14,15, and it has been suggested that 
THEMIS functions by regulating the activity of SHP-1 or its recruit-
ment to LAT16,17. Nevertheless, a specific role for THEMIS in T cell 
development has not been clearly defined, and it remains unclear if 
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THEMIS enhances TCR signaling and enables 
positive selection by selective inhibition of the 
phosphatase SHP-1
Seeyoung Choi1, Claude Warzecha1, Ekaterina Zvezdova1, Jan Lee1, Jérémy Argenty2,3, Renaud Lesourne2,3,  
L Aravind4 & Paul E Love1

THEMIS, a T cell–specific protein with high expression in CD4+CD8+ thymocytes, has a crucial role in positive selection and 
T cell development. THEMIS lacks defined catalytic domains but contains two tandem repeats of a distinctive module of 
unknown function (CABIT). Here we found that THEMIS directly regulated the catalytic activity of the tyrosine phosphatase 
SHP-1. This action was mediated by the CABIT modules, which bound to the phosphatase domain of SHP-1 and promoted 
or stabilized oxidation of SHP-1’s catalytic cysteine residue, which inhibited the tyrosine-phosphatase activity of SHP-1. 
Deletion of SHP-1 alleviated the developmental block in Themis−/− thymocytes. Thus, THEMIS facilitates thymocyte positive 
selection by enhancing the T cell antigen receptor signaling response to low-affinity ligands.
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its effect on TCR signaling is mainly activating or inhibitory14–16.  
A particular challenge has been to identify a function for the CABIT 
modules that constitute most of the THEMIS protein. The presence of 
highly conserved core sequences and their requirement for THEMIS 
activity in vivo18 suggests that CABIT modules have an important 
biological role; however, their distinctiveness from all previously 
described protein domains indicates that they may perform a unique 
cellular function9.

In this study, we identify a biological function for the CABIT mod-
ules that clarifies the role of THEMIS in T cell development. We found 
that the THEMIS CABIT modules bound directly to the PTP domain 
of SHP-1 and inhibited the PTP activity of SHP-1 by promoting or 
stabilizing oxidation of the catalytic cysteine residue. That activity, 
coupled with the stage-specific regulation of THEMIS during T cell 
development7–9,11, provides an explanation for the unusual sensitivity 
of DP thymocytes to TCR stimulation19, a property that is essential 
for positive selection.

RESULTS
Binding of THEMIS to the PTP domain of SHP-1
To determine if THEMIS binds directly to SHP-1, we first performed 
cell-free in vitro protein-binding assays. THEMIS bound to a glu-
tathione S-transferase (GST)–SHP-1 fusion protein in the absence of 
GRB2, although the THEMIS–SHP-1 interaction was enhanced by 

GRB2 (Fig. 1a). In lysates of HEK-293 human embryonic kidney cells 
co-transfected with plasmids encoding SHP-1 and THEMIS lacking 
the GRB2-binding proline-rich sequence (THEMIS-1-493), SHP-1 
immunoprecipitated together with THEMIS-1-493 (Fig. 1b). GRB2-
independent association of THEMIS and SHP-1 was also detected 
by co-immunoprecipitation of THEMIS with SHP-1 from lysates of 
GRB2-deficient total thymocytes (Fig. 1c).

SHP-2 (another dual Src-homology-2 (SH2) PTP that is closely 
related to SHP-1) bound to THEMIS when co-expressed in HEK-293 
cells, but two other class I PTPs (PTPN1 and PTPN7) that are expressed 
in thymocytes did not bind to THEMIS (Supplementary Fig. 1a,b). 
To locate the sequences within THEMIS that mediated its binding to 
SHP-1, we next performed co-immunoprecipitation experiments in 
HEK-293 cells transfected with plasmids encoding SHP-1 and various 
truncations of THEMIS. SHP-1 immunoprecipitated together with a 
THEMIS protein that contained only the CABIT1 and CABIT2 mod-
ules (THEMIS-1-493) and, to a lesser extent, with truncated THEMIS  
proteins containing only the CABIT1 module (THEMIS-1-260) 
or CABIT2 module (THEMIS-260-493) (Fig. 1b). In similar co- 
transfection experiments, a protein containing only the PTP domain 
of SHP-1 immunoprecipitated together with THEMIS-1-493 and with 
THEMIS-1-260 (Fig. 1d). Also, purified SHP-1 lacking both SH2 
domains but containing the PTP domain (GST- SH2-SHP-1) bound 
to THEMIS-1-493 in vitro (Fig. 1e and Supplementary Fig. 1c,d).  
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Together these results demonstrated that the CABIT modules of 
THEMIS interacted directly with the PTP domain of SHP-1.

Inhibition of SHP-1’s PTP activity by the THEMIS CABIT modules
To determine if THEMIS directly regulates the PTP activity of SHP-
1, we used an in vitro assay to detect the release of phosphate from 
a tyrosine-phosphorylated peptide. The PTP activity of SHP-1 was 
diminished in the presence of THEMIS, and this correlated with the 
concentration of THEMIS (Fig. 2a). The PTP activity of SHP-1 was 
not inhibited by GRB2, which also binds to SHP-1, which demon-
strated that the inhibitory effect was specific to THEMIS; however, 
the inhibition of SHP-1 was slightly greater when THEMIS and GRB2 
were added together (Fig. 2b). In a similar assay, the PTP activity of 
SHP-2 was diminished slightly by THEMIS, whereas THEMIS did 
not inhibit the PTP activity of PTPN1 or PTPN7 (Fig. 2c). THEMIS-
1-493 was nearly as effective as full-length THEMIS at inhibiting 
the PTP activity of SHP-1 (Fig. 2d), which indicated that the CABIT 
modules were responsible for this inhibitory function of THEMIS. 
THEMIS-1-260 also inhibited the PTP activity of SHP-1, although not 
as effectively as THEMIS-1-493, which contains both CABIT modules 
(Fig. 2d); this indicated that a single CABIT module contained the 

sequences necessary for regulating the PTP activity of SHP-1 but that 
both CABIT modules were required for full inhibition. THEMIS2, 
which ‘rescues’ the developmental block in Themis−/− thymocytes 
when transgenically expressed in thymocytes, and therefore could 
substitute for THEMIS in vivo13, inhibited the PTP activity of SHP-1 
(Fig. 2e) and, to a lesser extent, that of SHP-2, but not that of PTPN1 
or PTPN7, in in vitro tyrosine-phosphatase assays (Fig. 2c).

All mammalian CABIT modules contain a conserved cysteine 
residue (underlined below) within the core motif of XCX7-
26 XLP X3GXF9. To determine the role of the cysteine residue in 
the regulatory activity of THEMIS, we introduced cysteine-to-alanine 
point substitutions in both the CABIT1 module (Cys153) and CABIT2 
module (Cys413) of THEMIS (THEMIS-C-A). THEMIS-C-A immu-
noprecipitated together with SHP-1 in lysates of HEK-293 cells trans-
fected to express THEMIS-C-A and SHP-1 (Supplementary Fig. 1e)  
and inhibited the PTP activity of SHP-1 in an in vitro tyrosine- 
phosphatase assay (Fig. 2e), which indicated that the cysteine  
residues in the CABIT domains were not essential for regulating the 
PTP activity of SHP-1. This was consistent with published observa-
tions that retrovirally encoded THEMIS-C-A is able to ‘rescue’ the  
DP-to-SP developmental block in Themis−/− thymocytes20. These 
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results demonstrated that the THEMIS CABIT modules directly 
inhibited the PTP activity of SHP-1 and that the conserved core 
cysteine was not required for this function.

Deletion of Ptpn6 restores T cell development in Themis−/− mice
We next determined if inhibition of the PTP activity of SHP-1 would 
reverse the developmental block in Themis−/− thymocytes in an in vitro  
differentiation assay21. Overnight culture of immature (TCRlo) DP 
thymocytes with plate-bound antibody to the TCR invariant chain 
CD3  (anti-CD3 ) plus antibody to the adhesion molecule CD2 (anti-
CD2), followed by 24 h of rest without stimulation, induces their pro-
gression to the CD4+CD8lo stage21, which replicates the initial stages 
of positive selection in vivo. In contrast to wild-type DP thymocytes, 
Themis−/− DP thymocytes exhibited an impaired ability to transition 
to the CD4+CD8lo stage7 (Fig. 3). The block in the progression of 
Themis−/− DP thymocytes to the CD4+CD8lo stage was significantly 
alleviated when the in vitro assay was performed in the presence of 
sodium stibogluconate, a selective inhibitor of SHP-1 (ref. 22) (Fig. 3); 
this indicated that the enhanced PTP activity of SHP-1 in Themis−/− 
thymocytes contributed to the developmental defect.

To determine if the developmental block in Themis−/− thymocytes 
could be ‘rescued’ by a reduction in the expression of SHP-1, we gen-
erated Themis−/− Ptpn6fl/flCd4-Cre mice, in which T cell–lineage–
specific deletion of loxP-flanked alleles encoding SHP-1 (Ptpn6fl/fl), 
via Cre recombinase expressed via the T cell–specific Cd4 promoter, 
occurs mainly in DP thymocytes23. Thymocytes from Themis−/− 
Ptpn6+/+Cd4-Cre control mice exhibited normal maturation up to 
the DP stage but a marked reduction in the number of CD4SP thymo-
cytes and, to lesser extent, CD8SP thymocytes and peripheral T cells  
(Fig. 4a,b), similar to the developmental phenotype of Themis−/− 
mice7. The expression of SHP-1 in total thymocytes from Themis−/− 
Ptpn6fl/flCd4-Cre mice was reduced to approximately 25% that 
observed in total thymocytes from Themis−/− Ptpn6+/+Cd4-Cre 
mice, as assessed by densitometry (Fig. 4c). This reduction in the 
expression of SHP-1 alleviated the developmental block, as evinced by  
the significantly greater frequency and number of mature TCRhi 
CD4SP and CD8SP thymocytes and peripheral T cells in Themis−/− 
Ptpn6fl/flCd4-Cre mice than in Themis−/− Ptpn6+/+Cd4-Cre mice  
(Fig. 4a,b). In contrast to Themis−/− Ptpn6+/+Cd4-Cre mice, which 
had a large frequency of peripheral T cells with a CD62Llo–negCD44hi 
memory T cell phenotype as a result of lymphopenia-induced expan-
sion7, the frequency of CD62Llo–negCD44hi T cells in Themis−/− 
Ptpn6fl/flCd4-Cre mice was similar to that in Themis+/+Ptpn6+/+Cd4-
Cre mice (Fig. 4a). Deletion of Ptpn6 at an earlier stage of development 
(predominantly at the DN stage) through the use of an LCK–Cre trans-
gene23 resulted in a nearly complete absence of SHP-1 protein in total 
thymocytes and also substantially alleviated the developmental block 
caused by the deletion of Themis (Supplementary Fig. 2). Together 
these results indicated that the developmental defect in Themis−/− 
thymocytes was due to the enhanced PTP activity of SHP-1.

Regulation of active-site oxidation of SHP-1 by THEMIS
All classical PTPs, including SHP-1 and SHP-2, contain a conserved 
active-site cysteine residue (with an unusually low acidic dissociation 
constant) that catalyzes the removal of phosphate from phosphor-
ylated tyrosines6. However, the catalytically active deprotonated (S−) 
thiolate state of the active-site cysteine is highly susceptible to oxida-
tion by intracellular reactive oxygen species (ROS), which inactivate 
the PTP6. To determine if the binding of THEMIS to SHP-1 directly 
regulates the redox state of the active-site cysteine, we added pervana-
date, a pan–tyrosine-phosphatase inhibitor that irreversibly oxidizes 

PTP active-site cysteine residues to the sulfonic acid (S-O3H) form24, 
to cell-free suspensions of GST–SHP-1 in the presence or absence 
of THEMIS. Oxidized SHP-1 was detected by immunoblot analysis 
with a monoclonal antibody specific for sulfonylated PTP active-site 
cysteines25. Oxidation of SHP-1 by pervanadate was enhanced in the 
presence of THEMIS, and this effect was most evident at concen-
trations of pervanadate that resulted in sub-maximal oxidation of 
SHP-1 (Fig. 5a and Supplementary Fig. 3a). THEMIS also increased 
the susceptibility of SHP-1 to oxidation by pervanadate in HEK-293 
cells co-transfected to express THEMIS and SHP-1 (Fig. 5b and 
Supplementary Fig. 3b).

To evaluate the redox status of SHP-1 in Themis−/− thymocytes, we 
labeled catalytically active SHP-1 at the time of cell lysis by the addi-
tion of iodoacetyl–polyethylene glycol–biotin, which immediately and 
irreversibly binds to reduced, de-protonated (-S−) cysteine thiols25. 
The abundance of catalytically active SHP-1 was slightly but consist-
ently greater in Themis−/− total thymocytes and was lower in total thy-
mocytes with transgenic expression of THEMIS14 than in Themis+/+ 
(control) total thymocytes (Fig. 5c). Lysis of thymocytes in the absence 
of PTP inhibitors resulted in the rapid oxidation and inactivation of 
SHP-1 (Supplementary Fig. 3c,d); consequently, we were unable to 
accurately evaluate the PTP activity of SHP-1 immunoprecipitated 
from thymocyte lysates by the tyrosine-phosphatase assay. However, 
SHP-1 was much less susceptible to oxidation by pervanadate in 
Themis−/− total thymocytes than in Themis+/+ total thymocytes (Fig. 5d  
and Supplementary Fig. 3e). The susceptibility of SHP-1 to oxidation 
by pervanadate was restored in Themis−/− thymocytes with trans-
genic expression of THEMIS2 (ref. 13) (Fig. 5e), which demonstrated  
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Figure 3 Inhibition of the PTP activity of SHP-1 restores the in vitro 
maturation of Themis−/− thymocytes. Flow cytometry (top) of Themis−/− or 
Themis+/+ DP thymocytes left unstimulated (US) or treated by a two-step 
(stimulation-rest) process in vitro with anti-CD3 plus anti-CD2 (CD3+CD2), 
in the presence (+SSG) or absence (−SSG) of the SHP-1 inhibitor sodium 
stibogluconate (left margin); cell recovery and frequency of apoptotic cells 
(positive for the apoptosis marker annexin V) were similar for Themis−/− and 
Themis+/+ samples treated identically (data not shown). Numbers under 
outlined areas (top) indicate percent CD4+CD8lo cells. Below, summary 
of results above. *P < 0.05 (t-test two-tailed equal variance). Data are 
representative of (top) or from (bottom) four experiments with n = 1 mouse 
per genotype in each (error bars, s.d.).
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a function shared by THEMIS and THEMIS2. The activation of T cells 
and B cells results in the production of ROS, predominantly H2O2, 
and this effect has been shown to positively regulate both TCR and 
BCR signaling and effector responses through oxidative inhibition of 
SHP-1 (refs. 26–28). In the presence of THEMIS, active-site oxidation 
of SHP-1 by H2O2, assessed by immunoblot analysis with antibody 
to sulfonylated PTP active sites, was markedly increased (Fig. 5f), 
which indicated that THEMIS regulated the redox state of SHP-1 in 
response to physiological ROS. Together these results demonstrated 
that THEMIS inhibited the PTP activity of SHP-1 by promoting  
or stabilizing ROS-mediated oxidation of the active-site cysteine  
residue of SHP-1.

p-SHP-1 does not correspond with PTP activity
We found that phosphorylation of SHP-1, which occurs at two 
 C-terminal tyrosine residues (Tyr536 and Tyr564), was lower in 
Themis−/− total thymocytes than in Themis+/+ total thymocytes  
(Fig. 6a,b), in confirmation of published results16. The amount of 
tyrosine-phosphorylated SHP-1 (p-SHP-1) in total thymocytes cor-
related with the expression of THEMIS protein, and the amount of 
p-SHP-1 was restored in Themis−/− thymocytes by expression of a 
transgene encoding THEMIS2 (ref. 13) (Fig. 6a–c). The lower abun-
dance of p-SHP-1 in Themis−/− thymocytes has been interpreted as  
evidence of diminished catalytic activity of SHP-1 (ref. 16); however, 
phosphorylation of SHP-1 is not required for its PTP catalytic activ-
ity, and its physiological relevance has not been established6,29. The 
amount of catalytically active SHP-1 in unstimulated Themis−/− total 
thymocytes was greater than, not less than, that in Themis+/+ total thy-
mocytes (Fig. 5c,f). Because SHP-1 is a target of SHP-1’s phosphatase 
activity6,29,30, we reasoned that the diminished amount of p-SHP-1 
in Themis−/− thymocytes was secondary to increased auto- or trans-
dephosphorylation by SHP-1. Indeed, treatment of both Themis+/+ 
total thymocytes and Themis−/− total thymocytes with pervanadate 

or H2O2, which inhibit SHP-1 activity, led to an increase in p-SHP-1 
relative to its abundance in their untreated counterparts (Fig. 6d,e). 
Together these results demonstrated that SHP-1’s phosphorylation sta-
tus could not be used to predict its PTP catalytic activity and suggested 
that the lower abundance of p-SHP-1 in Themis−/− thymocytes was 
secondary to enhanced auto- or trans-dephosphorylation by SHP-1.

Themis−/− signaling defects in the presence of ROS
In contrast to mature T cells, in which engagement of the TCR induces 
the production of ROS31–33, stimulation of thymocytes via the TCR 
failed to elicit ROS34 (Supplementary Fig. 4a). However, ROS are 
induced in thymocytes by stimulation with the lectin concanavalin 
A34, which engages multiple cell-surface molecules in addition to the 
TCR. Tyrosine-phosphorylation of the PTK ZAP-70 (p-ZAP-70), a 
known target of SHP-1 (refs. 6,35), at Tyr319 was lower in Themis−/− 
total thymocytes than in Themis+/+ total thymocytes following stimu-
lation with concanavalin A (Fig. 7a), whereas there was no difference 
between Themis−/− total thymocytes and Themis+/+ total thymocytes 
in their abundance of p-ZAP-70 following stimulation with anti-CD3 
plus anti-CD4 (Fig. 7b,c). However, when H2O2 was added at the 
time of stimulation with anti-CD3 plus anti-CD4, the tyrosine-phos-
phorylation of ZAP-70 induced by this was lower in Themis−/− total 
thymocytes than in Themis+/+ total thymocytes (Fig. 7b). In vitro 
cell culture promotes ROS production due to high oxygen tension as 
well as pro-oxidant metabolic and media effects36. Freshly harvested 
Themis−/− total thymocytes exhibited no clear defects in proximal TCR 
signaling responses relative to those of Themis+/+ total thymocytes  
(Fig. 7c). However, after in vitro culture for 6 h, the tyrosine phospho-
rylation of ZAP-70, as well as the tyrosine-phosphorylation of LCK 
(phosphorylated at Tyr394), another putative target of SHP-1 (ref. 37),  
was lower in Themis−/− total thymocytes than in Themis+/+ total 
thymocytes in response to either stimulation with anti-CD3 plus 
anti-CD4 (Fig. 7c,d) or stimulation with peptide presented by  
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antigen-presenting cells (Supplementary Fig. 4b). Themis−/− total 
thymocytes also exhibited less induction of tyrosine-phosphorylation 
of LCK and ZAP-70 in response to treatment with H2O2 alone than 
that of Themis+/+ total thymocytes treated in an identical way (Fig. 7e).  
De-phosphorylation of ZAP-70 or of the related B cell PTK SYK by 
SHP-1 was inhibited by THEMIS in HEK-293 cells transfected with 
plasmids encoding ZAP-70 or SYK plus plasmid encoding SHP-1 and 
cultured under conditions in which ROS are constitutively produced36 
(Fig. 7f,g). THEMIS-mediated inhibition of the PTP activity of SHP-1 
in HEK-293 cells transfected with plasmids encoding SYK and SHP-1 
(Supplementary Fig. 5a) or in vitro (Supplementary Fig. 5b) was 
attenuated by the addition of the ROS scavenger N-acetyl-l-cysteine, 
which indicated that the redox regulation of SHP-1 by THEMIS was 

dependent upon ROS. Collectively, these results established a posi-
tive role for THEMIS in proximal TCR signaling by promoting or 
stabilizing the oxidation of SHP-1 by ROS.

DISCUSSION
Here we have shown that a critical function of THEMIS during T cell 
development is to negatively regulate the activity of the PTP SHP-1 
in DP thymocytes and thereby enhance the TCR signaling response 
to low-affinity self-pMHC and enable positive selection. THEMIS 
promoted or stabilized oxidation of the catalytic cysteine of SHP-1,  
which inhibited its PTP activity, and this regulatory activity was 
conferred by the CABIT modules that bound directly to the PTP  
domain of SHP-1.

While it remains to be determined how the CABIT modules 
regulate the oxidation of SHP-1, several plausible mechanisms can 
be suggested on the basis of their inferred structure together with 
what is already known about the structure and redox regulation of 
SHP-1. CABIT modules, which are composed of multiple SH3-like - 
barrel domains9, probably form an extensive protein-binding globu-
lar interface that specifically recognizes the PTP domain of SHP-1. 
The catalytic cysteine residue of all classical PTPs is housed inside a 
pocket with an aperture that allows the entry of only the phosphate 
moiety on tyrosine residues38. Thus, binding of the CABIT modules 
might prevent access of the oxidized catalytic cysteine of SHP-1 to 
reducing agents such as glutathione in the bulk solvent or to cytosolic  
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Figure 5 THEMIS promotes or stabilizes the oxidation of SHP-1.  
(a) Immunoblot analysis of the in vitro active-site oxidation of GST–SHP-1 
after treatment with various concentrations (above lanes) of pervanadate 
(PV) in the presence or absence of histidine-tagged (His-) THEMIS (above 
lanes). (b) Immunoblot analysis of the active-site oxidation of SHP-1 in 
HEK-293 cells transfected to express a Flag epitope vector (F) or Flag-
tagged (F-) THEMIS (above lanes) and treated with various concentrations 
of pervanadate; arrowhead (right margin) indicates SHP-1 (throughout). 
(c) Immunoblot analysis of proteins immunoprecipitated with anti-SHP-1  
from total thymocytes of mice with transgenic expression of THEMIS 
(THEMIS-Tg), or Themis+/+ or Themis−/− mice (above lanes) after labeling 
with iodoacetyl–polyethelyene glycol–biotin, probed with streptavidin–
horseradish peroxidase (SA-HRP) for the detection catalytically active 
(reduced) SHP-1 (top), antibody to SHP-1 phosphorylated at Tyr564 
(p-SHP-1(Tyr564); middle) or anti-SHP-1 (bottom). (d) Immunoblot 
analysis of active-site oxidation of SHP-1 in Themis+/+ and Themis−/− 
thymocytes treated with various concentrations of pervanadate, assessed 
in cell lysates (top two blots) or proteins immunoprecipitated with 
anti-SHP-1 (bottom two blots). (e) Immunoblot analysis of thymocytes 
obtained from Themis+/+ or Themis−/− mice or from Themis−/− mice with 
transgenic expression of THEMIS2 (THEMIS2-Tg) (above lanes) and 
treated with various concentrations of pervanadate, assessed in proteins 
immunoprecipitated with anti-SHP-1 (top two blots) or cell lysates 
(bottom two blots). (f) Immunoblot analysis of active-site oxidation of 
SHP-1 in thymocytes treated with H2O2. Data are representative of two 
experiments (a,b,d), six experiments (c) or three experiments (e,f).
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Figure 6 The diminished tyrosine-phosphorylation of SHP-1 in  
Themis−/− thymocytes is caused by increased PTP activity of SHP-1.  
(a) Immunoblot analysis of SHP-1 phosphorylated at Tyr536  
(p-SHP-1(Y536)) or Tyr564 (p-SHP-1(Y564)) and total SHP-1  
(left margin) in Themis+/+ and Themis−/− total thymocytes left 
unstimulated (0) or stimulated for 1 or 3 min (above lanes) with  
anti-CD3 plus anti-CD4 (CD3+CD4). (b) Immunoblot analysis of  
SHP-1 phosphorylated at Tyr564 and total SHP-1, as well as total 
THEMIS (left margin), in total thymocytes obtained from mice with 
transgenic expression of THEMIS, and Themis+/+, Themis+/− or Themis−/− 
mice (above blots). (c) Immunoblot analysis of tyrosine-phosphorylated 
and total SHP-1 (as in a; left margin) in total thymocytes obtained from 
Themis+/+ and Themis−/− mice and Themis−/− mice with transgenic 
expression of THEMIS2 (above blots) and stimulated as in a (above lanes). 
(d,e) Immunoblot analysis of tyrosine-phosphorylated and total SHP-1 
(as in b; left margin) in total thymocytes obtained from Themis+/+ and 
Themis−/− mice and treated with various concentrations (above lanes)  
of pervanadate (d) or H2O2 (e). Data are representative of three 
experiments (a,c), four experiments (b) or six experiments (d,e).
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redox-regulatory proteins39. Alternatively, the CABIT modules might 
stabilize the PTP domain of SHP-1 in an unfolded state, which would 
expose the catalytic cysteine to oxidation by ROS or prevent reactiva-
tion of the oxidized catalytic cysteine by inhibiting intra-molecular 
relay of sulfenic acid to the two regulatory cysteine residues (Cys329 
and Cys363) in SHP-1 (refs. 40,41). We note that our in vitro PTP-
inhibition data suggest that the inhibitory effect of THEMIS cannot 
be explained solely by redox regulation. Thus, binding of the CABIT 
modules probably also blocks access of the catalytic cysteine to phos-
phorylated-tyrosine ligands, a mechanism of inhibition that is not 
mutually exclusive with redox regulation.

Although the CABIT modules of THEMIS bound directly to 
SHP-1, experimental data suggest that the interaction of THEMIS 
with GRB2 is important for its in vivo function12,18,20. Co-binding 
of SHP-1 and THEMIS to GRB2 brings these proteins into close 
proximity and might facilitate and stabilize their direct interaction. 
In addition, following engagement of the TCR, GRB2, via its SH2 
domain, recruits SHP-1 to tyrosine-phosphorylated ligands at the 
cell membrane, including LAT and CD28 (ref. 42). Thus, the binding 
to GRB2 ensures that THEMIS is positioned to affect the activity of 

the cellular portion of SHP-1 that is presumably the most relevant to 
TCR signaling. Finally, GRB2 might also be needed to position SHP-1 
and THEMIS near sites of ROS production by NADPH oxidases at 
the cell membrane.

It has been proposed that THEMIS enhances the activity of SHP-1, 
either directly or by assisting in its recruitment to LAT, and thereby 
acts to dampen TCR signaling in DP thymocytes16. According to 
that model, the PTP activity of SHP-1 is diminished in Themis−/− 
DP thymocytes, and engagement of the TCR by low-affinity ligands 
that normally promote positive selection results in the transduction 
of enhanced signaling responses that trigger negative selection16. 
Our results do not support that model. If the thymocyte-maturation 
defect of Themis−/− mice was caused by diminished SHP-1 activity, 
deletion of Ptpn6 or inhibition of the PTP activity of SHP-1 should 
not have ‘rescued’, and might possibly have exacerbated, the block 
in T cell development in Themis−/− mice. Instead, inhibition of the 
PTP activity of SHP-1 or deletion of Ptpn6 in DP thymocytes allevi-
ated the developmental block imposed by THEMIS deficiency; these 
results identified enhanced PTP activity of SHP-1 as the underlying 
cause of the maturational defect in Themis−/− thymocytes. It is also 
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Figure 7 Attenuated TCR signaling responses in Themis−/− thymocytes in the presence of ROS. (a,b) Immunoblot analysis of ZAP-70 phosphorylated  
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encoding SYK, THEMIS and SHP-1. Data are representative of three experiments (a,b,d,e), four experiments (c) or two experiments (f,g).
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relevant that T cell development is not ‘rescued ‘in either Themis−/− 
mice deficient in BIM, a proapoptotic member of the BCL-2 family 
of prosurvival proteins (Bim−/−)14 or Themis−/− mice with transgenic 
expression of BCL-2 (ref. 7), which indicates that the developmental 
block in Themis−/− thymocytes is not secondary to increased negative 
selection, as has been speculated16.

It is well established that DP thymocytes are more sensitive to TCR 
stimulation than are mature T cells19. Although the mechanism(s) 
underlying this sensitivity has (have) remained unclear, the enhanced 
signaling ability of DP thymocytes is thought to be especially impor-
tant for positive selection, which is mediated by signals generated 
from low-affinity TCR–self-pMHC interactions in the thymus. Our 
results, together with the profound block in positive selection exhib-
ited by Themis−/− thymocytes, suggest that THEMIS might be respon-
sible for the selective sensitivity of DP thymocytes to engagement 
of the TCR. Consistent with that, DP thymocytes have high expres-
sion of THEMIS, but its expression is downregulated as thymocytes 
transition to the SP stage and become less responsive to low-affin-
ity self ligands7, a property that is necessary for the prevention of 
autoimmunity. Thus, stage-specific regulation of THEMIS represents 
a mechanism for transient and selective attenuation of SHP-1 activity 
in DP thymocytes to enable positive selection while preserving the 
SHP-1-mediated inhibitory pathway for limiting the responsiveness 
of mature T cells.

Our results suggest that in addition to regulating SHP-1, THEMIS 
might also regulate the activity of SHP-2, a closely related class I SH2 
domain PTP. THEMIS bound to SHP-2, and the PTP activity of SHP-
2 was attenuated by THEMIS (albeit only slightly in in vitro assays). 
If THEMIS does have an inhibitory effect on SHP-2 in thymocytes, 
this might help to explain the observation that under certain stimu-
latory conditions, the kinase ERK and calcium signaling responses 
to engagement of the TCR are enhanced in Themis−/− thymocytes16. 
Unlike SHP-1, which is thought to have an exclusively inhibitory role 
in signal transduction, SHP-2 positively regulates ERK and calcium-
NFAT–mediated signaling6,43,44. However, it is notable that in contrast 
to the ‘rescue’ observed in Themis−/−Ptpn6−/− mice, deletion of the 
gene encoding SHP-2 (Ptpn11) did not alleviate the block in positive 
selection in Themis−/− mice (data not shown), which would indicate 
that the main function of THEMIS in thymocytes is to regulate the 
catalytic activity of SHP-1.

Our results have also identified an important role for ROS in thy-
mocyte selection. Published data have suggested that ROS might have 
a role in positive selection and the maturation of SP thymocytes, but 
this mechanism has not been investigated extensively45,46. ROS, gener-
ated following the activation of T cells by the cell-membrane NADPH 
oxidase NOX2 or by mitochondria as a result of ‘metabolic repro-
gramming’, or locally produced by macrophages at sites of inflamma-
tion, have been shown to positively regulate the activation and effector 
responses of mature T cells, in part by inhibition of SHP-1 (ref. 47). 
The origin of ROS production in the thymus remains to be elucidated 
and could include both intrinsic (thymocyte-derived) sources and 
extrinsic (cortical epithelial, dendritic cell or macrophage) sources. 
The defects in TCR signaling in Themis−/− thymocytes, which stem 
at least in part from diminished oxidative inactivation of SHP-1 by 
ROS, are most clearly revealed under conditions in which ROS are 
generated or present during TCR–co-receptor engagement. This 
provides an explanation for the relatively mild signaling defects and 
the contradictory results reported by studies in which activation of 
Themis−/− thymocyte was performed under conditions in which ROS 
are not present or are not produced7,8,14,16.

Analysis of a comprehensive collection of over 100 species across 
the eukaryotic tree has revealed that the CABIT module is found 
only in metazoa and that its emergence correlates with the expansion 
of the phosphorylated-tyrosine signaling network9 (data not shown). 
Together with the biochemical function established for THEMIS 
in our study here, this suggests that the CABIT module evolved 
in metazoa as a mechanism for regulating phosphorylated-tyro-
sine signaling. The sequence diversity outside the core sequence of 
CABIT modules raises the possibility that different CABIT modules 
might have evolved to interact with distinct PTPs. That, combined 
with organ-restricted or developmentally restricted expression of 
CABIT proteins, such as that exhibited by THEMIS, could represent 
a novel mechanism for selective regulation of PTK–PTP signaling 
responses in particular cellular contexts or during specific stages 
of maturation.

METHODS
Methods, including statements of data availability and any associated 
accession codes and references, are available in the online version of 
the paper.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the 
online version of the paper.
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ONLINE METHODS
Mice. Themis−/− mice7 and mice with transgenic expression of THEMIS13 were 
generated as described. Ptpn6flox/flox mice48 were obtained from M. Muschen 
(UCSF). Grb2flox/flox mice49 were obtained from H. Gu (McGill University). 
LCK-Cre and CD4-Cre transgenic mice23 were obtained from Taconic. All 
animal experiments were performed according to ACUC approved protocols 
(ASP# 15-020; PEL).

Antibodies and reagents. For stimulation, biotin-anti-CD3 (553060), biotin-
anti-CD4 (553728), and biotin-anti-CD28 (553296), used at 0.5 g each per  
1 × 107 thymocytes, were from BD Biosciences. For immunoprecipita-
tion, anti-Flag (F1804) Sigma-Aldrich; anti-SHP-1 (SC287) and anti-SHP-
2 (SC280), with 1 g of antibody used for 1 × 107 thymocytes, were from 
Santa Cruz. For immunoblot analysis, anti-pTyr (05321), anti-GST (06332), 
anti-ERK (06182), anti-SHP-1 (06117) EMD Millipore; anti-pTyr564-SHP-1 
(8849) and anti-pTyr416-Src (2101) were from Cell signaling Technology; 
anti-pTyr319-ZAP-70 (612574) and anti-GRB2 (610111) were from BD 
Biosciences; anti-LCK (SC433), anti-SYK (SC1077), anti-ZAP-70 (SC574), 
anti-pERK (SC7383) and anti-hemagglutinin tag (SC805) were from  
Santa Cruz; anti-PTPN7 (ab118978) was from Abcam; anti-Myc tag (M0473) 
was from MBL International; anti-SHP-1 (MS1190) was from Thermo  
Fisher; anti-pTyr536-SHP-1(SP1571) was from ECM Biosciences; anti-
actin (A5441) was from Sigma-Aldrich; and anti-oxidized PTP active site 
mAb (MAB2844) was from R&D Systems. The antibodies for immunoblot 
analysis were diluted 1:1,000. The rabbit polyclonal antiserum to THEMIS7 
or THEMIS2 (ref. 13) has been described. Streptavidin-HRP conjugate was 
purchased from Sigma-Aldrich. Streptavidin was purchased from Southern 
Biotechnology.

Plasmids and constructs. The constructs for Flag-tagged THEMIS and 
deletion mutants were subcloned into pFLAG-CMV2 vector by PCR with 
THEMIS-eGFP plasmid9. GST-THEMIS was subcloned into pEBG vector by 
PCR. THEMIS (C153A and C413A) was generated by site-directed muta-
genesis with the Quik Change Kit (Stratagene). FLAG-tagged THEMIS2 was 
subcloned into pFLAG-CMV2 vector by PCR with mouse cDNA for THEMIS2 
from ImaGene. Ptpn6 cDNA was obtained from A. Ullrich (Max-Plank 
Institute, Germany). SHP-1 deletion mutants were subcloned into pCDNA3 
vector by PCR from Ptpn6 wild type cDNA. Ptpn7 cDNA was provided by 
L. Tautz (Sanford-Burnham Medical Research Institute). Plasmid encod-
ing hemagglutinin-tagged PTPN1 was a gift from J. Chernoff (Fox Chase  
Cancer Center).

Immunoprecipitation and immunoblot analysis. Thymocytes were stimu-
lated with anti-CD3 biotin plus anti-CD4 biotin followed by cross-linking 
with streptavidin. Cells were then washed in ice-cold PBS and, unless stated 
otherwise, were lysed in standard lysis buffer (1% Nonidet P-40, 10 mM Tris 
(pH 7.5), 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 50 mM -glycerophosphate, 2 mM 
Na3VO4, 10 mM NaF, and protease inhibitors (Roche)). Immunoprecipitation 
and immunoblot analysis were performed as described14.

Transient Transfections. HEK-293 cells were cultured in DMEM  
supplemented with 10% (vol/vol) FBS and 2 mM glutamine, plus  
penicillin and streptomycin (100 U/ml each). 1 × 106 cells were co-trans-
fected with the appropriate plasmid using Lipofectamine 2000 (Thermo  
Scientific). For pervanadate treatment, cells were first serum starved for 16 h  
after transfection.

GST-precipitation assays. GST–SHP-1 protein was purchased from Abcam. 
His-tagged THEMIS protein was purified by Ni-NTA column from the trans-
formed Escherichia coli bacterial strain BL21DE3. GST fusion proteins were 
incubated with the indicated His-tagged proteins in GST binding buffer  
(30 mM HEPES (pH 7), 100 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EGTA,  
1 mg/ml BSA, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF and protease inhibitors) for 30 min  
on ice and then glutathione-Sepharose (GE Healthcare) was added. After incu-
bation for 30 min at 4 °C, this mixture was washed three times with GST wash 
buffer: [0.2% Triton X-100 and 1 mM Na3VO4 in 1× PBS].

In vitro PTP assay. GST–SHP-1, GST-PTPN1, and GST-PTPN7 fusion pro-
teins were purchased from Abcam. GST–SHP-2 protein was purified with 
glutathione-Sepharose columns from the transformed E. coli bacterial strain 
BL21DE3. Purified PTP proteins were incubated with or without His-THEMIS 
(or variant), His-THEMIS2 and/or GRB2 proteins at a 1:5 molar ratio for  
10 min on ice. PTP substrate peptide (RRLIEDAEpYAARG) was added at a 
concentration of 0.2 mM in phosphatase assay buffer (20-180, EMD Millipore) 
and incubated for 30 min at room temperature. Released phosphate was 
detected by addition of malachite green (17-125, EMD Millipore) and quan-
titated from a standard curve. N-acetyl-L-cysteine was obtained from Sigma 
(Cat# A9165).

Detection of reduced (catalytically active) SHP-1. Reduced SHP-1 was 
detected by direct labeling of cell lysates with Iodoacetyl PEG-biotin (21334, 
Thermo Scientific). Cells were lysed in degassed oxidation lysis buffer  
(50 mM Tris (pH 7.5), 100 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% Sodium Deoxycholate, 
0.5% NP-40, 0.5% Triton X-100, 50 mM NaF, 1 mM PMSF, 0.4 mM Iodoacetyl 
PEG-biotin, 100 M DTPA, 200 U/ml catalase, and protease inhibitors). Lysates 
were immunoprecipitated with anti-SHP-1 overnight. Protein G-Sepharose 
was added and lysates were rotated for 1 h at 4 °C. Beads were washed three 
times with oxidation wash buffer (50 mM Tris (pH 7.5), 100 mM NaCl, 0.5% 
NP-40, 0.5% Triton X-100, 50 mM NaF). Proteins were eluded with SDS load-
ing buffer, separated on SDS-PAGE then transferred to PVDF membranes. 
Blots were probed with Streptavidin-HRP.

Analysis of SHP-1 oxidation after stimulation with pervanadate or H2O2. 
Thymocytes or HEK-293 cells were stimulated with pervanadate for 10 min 
or H2O2 for 5 min at room temperature. Pervanadate (1 mM stock) was pre-
pared with 1 mM Na3VO4 mixed with 5 mM H2O2. H2O2 (final concentration) 
was 0.5-5 mM as noted for individual experiments. Following treatment, cells 
were washed with degassed 1× PBS and lysed in degassed standard lysis buffer 
including 10 mM iodoacetamide and 10 mM NEM. Immunoblot analysis of 
SHP-1 oxidation was performed with antibody to oxidized PTP active site.

In vitro oxidation of SHP-1. GST–SHP-1 fusion protein was incubated with 
glutathione-Sepharose for 30 min in degassed GST binding buffer minus 
Na3VO4 and washed with degassed 1× GST wash buffer minus Na3VO4. Beads 
were incubated with or without His-THEMIS fusion protein in phosphatase 
assay buffer for 10 min on ice and then pervanadate was added and protein 
solution was incubated for 10 min at room temperature. Reactions were washed 
with degassed GST wash buffer minus Na3VO4. SHP-1 oxidation was visual-
ized by immunoblot analysis with antibody to oxidized PTP active site.

In vitro thymocyte-differentiation assay. The in vitro thymocyte differentia-
tion assay was performed as described21. In brief, DP thymocytes purified  
by magnetic bead enrichment (Miltenyi) were resuspended in RPMI 1640  
(supplemented with 50 M 2-mercaptoethanol and 10% charcoal/dextran 
treated FBS) and incubated overnight in wells coated with anti-CD3 (10 g/ml)  
plus anti-CD2 (5 g/ml; RM2-5; BD Biosciences). Cells were extensively 
washed and either analyzed immediately by flow cytometry (stimulatory 
culture) or incubated for 24 h in the same medium before analysis by flow 
cytometry (recovery culture). Sodium stibogluconate (CAS16037-91-5) was 
from EMD Millipore.

Statistics. For PTP assays and cell (thymocyte and lymphocyte) counts, signifi-
cance was calculated by t-test, 2-tailed, type 2 (unpaired equal variance).

Data availability. The authors declare that the data supporting the findings 
of this study are available within the paper and its supplementary informa-
tion files.
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Nat. Immunol. 18, 367–368 (2017); published online 22 March 2017; corrected after print 3 April 2017

In the version of this article initially published, a spelling error was made in the citation list. The error has been corrected in the HTML and PDF 
versions of the article.

Erratum: Epigenetic landscapes reveal transcription factors that regulate 
CD8+ T cell differentiation
Bingfei Yu, Kai Zhang, J Justin Milner, Clara Toma, Runqiang Chen, James P Scott-Browne, Renata M Pereira, Shane Crotty,  
John T Chang, Matthew E Pipkin, Wei Wang & Ananda W Goldrath
Nat. Immunol.; doi:10.1038/ni.3706; corrected online 27 March 2017

In the version of this article initially published online, some labels in Figure 2 were illegible or incorrect. Those should read “Enhancers (× 103)” 
along the top and “TE, MP and M” (top to bottom) along the left margin of Figure 2a; “N, TE, MP and M” (left to right) above the plot in Figure 2b; 
and “GO” below the plot in Figure 2c. Also, in the third sentence of the final paragraph of the final subsection of Results (Validation of PageRank-
predicted TFs), the description of the control cells (“shCon-transfected”) was incorrect. The correct text is  “...lower among shNr3c1-transduced 
cells than among shCon-transduced cells...”. The errors have been corrected in the print, PDF and HTML versions of this article.

Erratum: THEMIS enhances TCR signaling and enables positive selection 
by selective inhibition of the phosphatase SHP-1
Seeyoung Choi, Claude Warzecha, Ekaterina Zvezdova, Jan Lee, Jérémy Argenty, Renaud Lesourne, L Aravind & Paul E Love
Nat. Immunol.; doi:10.1038/ni.3692; corrected online 7 March 2017

In the version of this article initially published online, in the second sentence of the first paragraph of the third subsection of Results (‘Deletion 
of Ptpn6 restores T cell development in Themis−/− mice’), the TCR chain is identified incorrectly as ‘CD3’; that phrase should read “...antibody to 
the TCR invariant chain CD3ε (anti-CD3ε)...” instead. In the legend to Figure 3, the P value (< 0.005) was incorrect; the correct value is P < 0.05. 
Also, in the final sentence of that legend, the directions ‘(left)’ and ‘(right)’ are incorrect; that should read “Data are representative of (top) or 
from (bottom) four experiments...” instead. In Figure 4a, the numbers along the horizontal axes are incorrectly vertical; they should be horizontal 
instead. In Figure 4b, the labels along the vertical axes of the second and fourth plots incorrectly include ‘(%)’; the correct label is ‘CD8SP cells 
(×106)’ only. In the third sentence of the first paragraph of the fifth subsection of Results (‘p-SHP-1 does not correspond with PTP activity’), the 
word ‘of ’ is missing; this should read “The lower abundance of p-SHP-1...” instead. In the legend to Figure 5c, the antibody is incorrectly set off in 
commas; that should read “...immunoprecipitated with anti-SHP-1 from...” instead. Finally, Figure 7e is too large and should be the same size as all 
other panels in that figure. The errors have been corrected in the print, PDF and HTML versions of this article.

Erratum: CCL19-CCR7–dependent reverse transendothelial migration of 
myeloid cells clears Chlamydia muridarum from the arterial intima
Mark Roufaiel, Eric Gracey, Allan Siu, Su-Ning Zhu, Andrew Lau, Hisham Ibrahim, Marwan Althagafi, Kelly Tai, Sharon J Hyduk, 
Kateryna O Cybulsky, Sherine Ensan, Angela Li, Rickvinder Besla, Henry M Becker, Haiyan Xiao, Sanjiv A Luther, Robert D Inman, 
Clinton S Robbins, Jenny Jongstra-Bilen & Myron I Cybulsky
Nat. Immunol. 11, 1263–1272 (2016); published online 26 September 2016; corrected after print 20 March 2017

In the version of this article initially published, the label along the horizontal axis of the graph in Figure 1a (‘Dose (mg)’) is incorrect. The correct 
label is ‘Dose (μg)’. The error has been corrected in the HTML and PDF versions of the article.

CORR IGENDA  AND  ERRATA

NATURE IMMUNOLOGY  VOLUME 18   NUMBER 6   JUNE 2017 705



 
 

 
Supplementary Figure 1 

THEMIS selectively binds to SHP-1 and SHP-2. 

a, THEMIS binds to SHP-1 but not PTPN1 or PTPN7. HEK-293 cells were transfected with plasmids encoding Flag-tagged THEMIS 
plus plasmids encoding SHP-1 (left), PTPN7 (middle) or PTPN1 (right). Cell lysates of transfected cells were analyzed directly by SDS-
PAGE and immunoblotting (lower blots)  or incubated with anti-Flag and immunoprecipitated proteins were subjected to SDS-PAGE 
then immunoblotted with the indicated antibodies (upper blots). One representative of two experiments.  b, THEMIS binds to SHP-2. 
HEK-293 cells were transfected with plasmids encoding GST or GST-THEMIS. Lower blot is endogenous SHP-2. Upper blots show 
GST or GST-THEMIS pull downs blotted with anti-SHP-2 or anti-GST. One representative of two experiments. c,d,THEMIS CABIT 
modules bind to the SHP-1 PTP domain. Purified His-tagged CABIT-1 (THEMIS-1-260) or CABIT-2 (THEMIS-260-493) and GST-

SH2-SHP-1 proteins were incubated in GST binding buffer then incubated with glutathione beads.  Bound proteins were subjected to 
SDS-PAGE and then blotted with anti-His.  e, THEMIS-C-A binds SHP-1. CABIT-1 and CABIT-2 core domain cysteine residues were 
mutated to alanine (C-A). Plasmids encoding THEMIS, THEMIS-C-A and SHP-1 were transfected into HEK-293 cells in the 
combinations indicated. Flag (THEMIS) immunoprecipitated proteins (upper blot) or cell lysates (lower blot) were blotted for SHP-1. 
One representative of two experiments. 
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Supplementary Figure 2 

Deletion of Ptpn6 ‘rescues’ T cell development in Themis-/- mice.   

a, Flow cytometry analysis of thymocytes (left) or splenocytes (right) from mice of the indicated genotype. Thymus: two parameter plots 
show CD4 versus CD8 staining of total thymocytes or gated TCRhi thymocytes. Spleen: two parameter plots show CD4 versus CD8 
staining of total spleen cells or CD62L versus CD44 staining of gated CD4 SP cells. Percentage of cells in the indicated quadrants are 
shown. b, Expression of THEMIS and SHP-1 in total thymocytes from the experiment shown. c, CD4 SP and CD8 SP T cell counts 
(x106) from thymus and spleen of the indicated mice (see a). Data shown are representative of 3 independent experiments. Error bars 
are SD, t-test 2-tailed, equal variance. *P<.05, **P<.01, ***P<.005. n.s., not significant (P >.05).  
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Supplementary Figure 3 

THEMIS promotes or stabilizes active-site oxidation of SHP-1.   

a, SHP-1 oxidation by pervanadate (PV) in vitro. Repeat of experiment shown in Fig. 5a. b, SHP-1 oxidation by PV in transfected 
HEK293 cells. Repeat of experiment shown in Fig. 5b. c,  SHP-1 is rapidly oxidized in thymocytes lysed in buffer lacking PTP inhibitors.  
Lanes 1-3, thymocytes from the indicated mice were lysed on ice in degassed oxidation lysis buffer containing IAP-Bio to immediately 
label reduced PTP active site cysteines.  Lanes 4-6, thymocytes were lysed on ice for 20 min in lysis buffer without PTP inhibitors then 
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IAP-Bio was added. All lysates were incubated for 1 hr with anti-SHP-1 and immunoprecipitated proteins were analyzed by 
immunoblotting with Streptavidin (SA)-HRP to detect biotinylated protein. d, PTP activity of SHP-1 immunoprecipitated from thymocyte 
cell lysates. Cells were lysed in degassed PTP lysis buffer without PTP inhibitors for 20 min on ice, anti-SHP-1 was added and lysates 
were rotated for 1 h at 4oC.  Immunoprecipitated SHP-1 was assayed for PTP activity as described in methods. e, SHP-1 oxidation in 
vivo. Repeat of experiment shown in Fig. 5d. 
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Supplementary Figure 4 

Themis-/- signaling defects are revealed in the presence of ROS.   

a, TCR stimulation does not induce ROS production in thymocytes. Freshly harvested thymocytes from B6 mice were unstimulated or 
stimulated for 5 min with anti-CD3+CD4, anti-CD3+CD28 or phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), lysed, and Reactive Oxygen 
Species (ROS) were measured by chemiluminescence assay. Results are from three experiments.  b, Reduced induction of p-ZAP-70 
in peptide stimulated Themis-/- thymocytes. Purified CD4+CD8+  thymocytes from MHCII (I-A)-/- mice expressing the OTII-TCR were 
rested for three hours at 5x106 cells/ml in RPMI at 37°C prior stimulation. Purified splenic B cells were pulsed for 2h at 37°C with 
100ng/ml of OVA peptide (ISQAVHAAHAEINEAGR) or no peptide (NP) in RPMI supplemented with 5% FBS and 10mM HEPES. For 
stimulation, pulsed B cells and thymocytes were mixed at a ratio of 1/10 and spun at 5000 x g prior incubation at 37°C for the indicated 
time.  Cells were lysed in Standard lysis buffer then subjected to SDS-PAGE and immunoblotted with the indicated antibodies. Data 
shown are representative of 2 independent experiments. 
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Supplementary Figure 5 

Inhibition of SHP-1 by THEMIS is attenuated by the ROS scavenger N-acetyl-L-cysteine (NAC). 

a, THEMIS-mediated inhibition of SHP-1 is attenuated by NAC in transfected HEK-293 cells.  HEK-293 cells were transfected with 
plasmid encoding the protein tyrosine kinase SYK, a target of SHP-1, plus or minus plasmids encoding SHP-1 and THEMIS. 
Transfected cells were treated or not overnight with N-acetyl-cysteine (NAC) before lysis, SDS-PAGE and western blotting with the 
indicated antibodies. One representative of 2 experiments.  b, THEMIS-mediated inhibition of SHP-1 in vitro is partially attenuated in 
the presence of NAC. SHP-1 was assayed for PTP activity in the presence or absence of THEMIS and NAC as indicated. PTP assay 
was performed as is described in Methods. Bar graphs show means +/- SD, t-test, two-tailed, equal variance. n=3 each. ***P<.005, 
****P<.001. 
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Grb2-Mediated Recruitment of USP9X to LAT Enhances
Themis Stability following Thymic Selection

Anne Garreau,* Gaëtan Blaize,*,1 Jérémy Argenty,*,1 Nelly Rouquié,* Audrey Tourdès,*
Stephen A. Wood,† Abdelhadi Saoudi,* and Renaud Lesourne*

Themis is a new component of the TCR signaling machinery that plays a critical role during T cell development. The positive
selection of immature CD4+CD8+ double-positive thymocytes and their commitment to the CD4+CD82 single-positive stage are
impaired in Themis2/2 mice, suggesting that Themis might be important to sustain TCR signals during these key developmental
processes. However, the analysis of Themis mRNA levels revealed that Themis gene expression is rapidly extinguished during
positive selection. We show in this article that Themis protein expression is increased in double-positive thymocytes undergoing
positive selection and is sustained in immature single-positive thymocytes, despite the strong decrease in Themis mRNA levels in
these subsets. We found that Themis stability is controlled by the ubiquitin-specific protease USP9X, which removes ubiquitin
K48-linked chains on Themis following TCR engagement. Biochemical analyses indicate that USP9X binds directly to the
N-terminal CABIT domain of Themis and indirectly to the adaptor protein Grb2, with the latter interaction enabling recruitment
of Themis/USP9X complexes to LAT, thereby sustaining Themis expression following positive selection. Together, these data
suggest that TCR-mediated signals enhance Themis stability upon T cell development and identify USP9X as a key regulator
of Themis protein turnover. The Journal of Immunology, 2017, 199: 2758–2766.

T he selection of thymocytes that express a functional self-
tolerant TCR and the commitment of immature CD4+

CD8+ (double-positive [DP]) thymocytes to the CD4+ or
the CD8+ T cell lineage constitute two major decision checkpoints
during T cell development (1). The affinities of TCRs for self-
peptides bound to the MHC (self-pMHCs) determine the fate of
T cells during selection in the thymus. Thymocytes that express
TCRs that bind with high affinity to self-pMHCs are negatively
selected and are triggered to undergo apoptotic cell death, whereas
thymocytes that express TCRs that bind with low affinity to self-
pMHCs are positively selected and become CD4 or CD8 single-
positive (SP) thymocytes, according to the MHC class restriction
of their TCRs (2).
The fate of thymocytes during these processes is dependent

upon signals transmitted by the TCR and by coreceptors, such as
CD4 and CD8, that bind together with the TCR to self-pMHCs. The
strength of the TCR–self-pMHC interaction and the differential

kinetics of CD4 and CD8 surface expression during the transition
from the DP stage to the SP stage govern the intensity and the
duration of TCR signals, which, in turn, dictate distinct develop-
mental outcomes (3). Although positive selection and CD4 lineage
commitment are promoted by sustained or repeated TCR signaling
waves (4–8), negative selection and CD8 lineage commitment are
preferentially induced by short-lived or interrupted TCR signaling
events, respectively (5, 8–10).
Signals triggered by TCRs and coreceptors propagate through

a complex network of intracellular signaling proteins that exhibit
enhancing or inhibitory functions. TCR engagement by pMHC
leads to activation of the protein tyrosine kinases Lck and ZAP70,
which phosphorylate the transmembrane adaptor protein LAT on
multiple tyrosine residues (11). Phosphorylated LAT proteins
serve as docking sites for cytosolic adaptors (e.g., Grb2, GADS,
and SLP76) that enable the recruitment of effectors proteins, such
as PLCg1, Vav1, and Itk, which, in turn, trigger distinct signaling
pathways important for the regulation of T cell development (12).
Inhibitory proteins, such as the protein tyrosine phosphatase SHP-1,
function to attenuate or interrupt TCR-mediated signals, according
to the strength of the TCR–pMHC interactions (13–15).
Themis is a recently identified TCR signaling protein that has an

important role during T cell development (16–18). It contains a
proline-rich C-terminal sequence (PRS), which binds to the adaptor
protein Grb2 (19, 20), and two globular cysteine-containing, all-b
in Themis (CABIT) domains (17). Themis is recruited to LAT
through Grb2 following TCR engagement (21). Although the
molecular function of Themis has long remained elusive, it was
shown recently that Themis enhances TCR signaling in thymo-
cytes by blocking the inhibitory activity of SHP-1 (22). This ac-
tion is mediated by the CABIT domains of Themis, which bind to
the phosphatase domain of SHP-1 and promote or stabilize oxi-
dation of the SHP-1 catalytic cysteine (22).
The phenotype of Themis2/2 mice shows that Themis is es-

sential for the positive selection of DP thymocytes (16–18) and for
their commitment to the CD4 lineage (18), suggesting that Themis
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might be important to perpetuate and sustain TCR signals during
these steps of T cell development. However, previous studies
reported that the transcription of the gene encoding for Themis is
strongly downregulated in DP cells at the early stages of positive
selection (16, 17). We show in this article that, despite the strong
downregulation of Themis mRNA, the amount of Themis pro-
tein increases following positive selection. We found that Themis
stability is controlled by the ubiquitin-specific protease USP9X,
which removes K48-linked ubiquitin chains on Themis following
TCR engagement. Biochemical analyses reveal that USP9X binds
directly to the N-terminal CABIT domain of Themis. Using Grb2-
deficient thymocytes, we show that Grb2 promotes the recruitment
of Themis/USP9X to LAT, which stabilizes Themis expression
during T cell development.

Materials and Methods
Mice

C57BL/6 mice are from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Themis2/2

(18), Grb2+/2 (23), and Usp9Xflox/flox (24) mice were described previously.
AND TCR-transgenic mice were from Taconic Farms. OT-1 and OT-2
TCR-transgenic mice were provided by Prof. R. Liblau (INSERM UMR
1043, Toulouse, France), and CD4-Cre mice were provided by Dr. O. Joffre
(INSERM UMR 1043). All of the experiments were conducted with sex-
and age-matched mice between 6 and 10 wk old that were housed under
specific pathogen–free conditions at the INSERM animal facility (Zoo-
technie US-006; accreditation number A-31 55508), which is accredited by
the French Ministry of Agriculture to perform experiments on live mice.
All experimental protocols were approved by the local ethics committee
and are in compliance with the French and European regulations on the
care and protection of laboratory animals (European Commission Direc-
tive 2010/63).

Abs and flow cytometry

The following Abs and reagents were used in this study: anti-Vav1 (C-14),
anti–c-Cbl (A9), anti-GAPDH (FL-335), anti-ERDj3 (C-7), and anti-GFP
(B-2) (all from Santa Cruz Biotechnology); anti-V5 and anti-USP9X
(Bethyl Laboratories); anti–p-SHP1(Y564), anti–p-ZAP (Y319), anti-
ubiquitin (P4D1), anti-K48 (D9D5), and anti-K63 (D7A11) polyubiquitin
(all from Cell Signaling Technology); anti-hemagglutinin (HA) and anti-
FLAG (M2) (Sigma-Aldrich); and anti-Themis (Q13-1103), anti-Grb2,
anti–protein tyrosine phosphatase 1C/SHP-1, and anti-LAT Y226 (all from
BD Biosciences). Anti-Themis (3A3) Ab was provided by Dr. P.E. Love
(National Institutes of Health, Bethesda, MD). Anti-FLAG M2 and anti-V5
Agarose Affinity Gel were from Sigma-Aldrich. Thymocytes were incubated
for the indicated period of times with MG132 (20 mM) or with PR-619
(10 mM) (Sigma-Aldrich). Fluorochrome-conjugated Abs against CD4
and CD69 were from BioLegend, and those against CD8a, CD5, TCRb,
and Themis were from eBioscience. Biotin-conjugated Abs against CD3ε
(145-2C11) and CD4 (GK1.5) were purchased from BD Biosciences. For
flow cytometry analysis, single-cell suspensions from thymus, spleen, or
lymph nodes were incubated in PBS, 0.5% BSA, and 2 mM EDTA
containing the appropriate Abs. Intracellular staining was performed by
fixing cells with 4% formaldehyde and permeabilizing them with 0.5%
Triton X-100. Cell detection was performed on a BD LSR II flow
cytometer (BD Biosciences), after analysis was performed with FlowJo
software (TreeStar).

Real-time PCR analysis

For the purification of thymocyte subpopulations, total thymocytes were
labeled with the appropriate Abs. Each population was isolated with a BD
FACSAria cell sorter. For gene-expression studies, total cell RNA was
isolated with an RNeasy Kit (QIAGEN). RNA samples (500 ng of each)
were reverse transcribed with SuperScript III Reverse Transcriptase
(Invitrogen) and were assayed by real-time PCR. Transcripts were quan-
tified with a Roche LightCycler 480 System. Duplicates were run for each
sample in a 96-well plate; b2-microglobulin (b2m) served as the endog-
enous reference gene. The relative quantification method was used, with
the mRNA abundance of the gene of interest normalized to the abundance
of b2m mRNA; the average of control thymocyte samples served as the
calibrator value. Themis primers were exon-3 forward 59-TGAAATC-
CAAGGTGTGCTGA-39, exon-4 reverse 59-CGTCCGTAGACAGCAAC-
TGA-39, b2m forward 59-ACATACGCCTGCAGAGTTAAGCAT-39, and
b2m reverse 59-CGATCCCAGTAGACGGTCTTG-39.

Plasmids and constructs

Plasmids encoding for FLAG-ThemisWt, FLAG-ThemisDPRS, GFP-
Themis, and V5-USP9X were described previously (20, 25). HA-
Ubiquitin, HA-UbiquitinK48R, and FLAG-USP19 were purchased from
Addgene. Plasmids encoding for FLAG-ThemisDCABIT1(1–243), FLAG-
ThemisDCABIT2(267–494), HA-UbiquitinK63R, HA-UbiquitinK33R,
and HA-UbiquitinK29R were generated by site-directed mutagenesis us-
ing a QuikChange kit (Stratagene).

Cell stimulation and immunoprecipitation

For the analysis of Themis ubiquitylation, 6 3 107 thymocytes or 5 3 106

Jurkat cells were stimulated or not with anti-CD3ε, anti-CD4, and strepta-
vidin (30 mg/ml) at 37˚C. Stimulation was stopped on ice, and cells were
immediately centrifuged and resuspended in 140 ml of ice-cold lysis buffer
(10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 2 mM Na3VO4, 5 mM NaF,
1 mM EDTA, 1% SDS, 10 mM iodoacetamide, 10 mM N-ethylmaleimide,
and Protease Inhibitor Cocktail Tablet [Roche]). Lysates were boiled at 95˚C
for 10 min and sonicated two times for 5 s (30% duty cycle). Lysates were
diluted in 1.4 ml of ice-cold lysis buffer without SDS and cleared by cen-
trifugation at 12,000 rpm for 15 min at 4˚C. Themis was immunoprecipitated
from cleared lysate for 2 h at 4˚C with 15 ml of protein A–Sepharose resin
coated with 10 ml of serum containing polyclonal rabbit anti-Themis Abs.
Resins were washed and incubated on a shaker for 15 min with elution buffer
(100 mg/ml Themis antigenic peptides, 50 mM Tris, and 150 mM NaCl).
Samples were further processed for Western blot analysis. For any other
immunoprecipitation, thymocytes or Jurkat cells were resuspended in ice-cold
lysis buffer (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 2 mM Na3VO4,
5 mM NaF, 10% glycerol, and Protease Inhibitor Cocktail Tablet [Roche]) for
20 min on ice. Lysates were cleared by centrifugation at 12,000 rpm for 15
min at 4˚C, and proteins were immunoprecipitated from cleared lysate with
15 ml of Sepharose resin coated with the indicated Abs for 2 h at 4˚C.

Cell lines and transfections

Jurkat-TAg cells were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with
10% FBS (Sigma-Aldrich). Human embryonic kidney epithelial cells
(HEK293) were maintained in DMEM and 10% FBS. For transfection, 107

Jurkat-Tag cells were washed three times with RPMI 1640 medium without
FBS and resuspended in 100 ml of Ingenio electroporation solution (Euro-
medex) containing 20 mg of the indicated plasmids. Cells were electro-
porated with the Nucleofector II Device (H10 program). For lipofection,
HEK293 cells were incubated for 6 h with 500 ml of DMEM containing
5 mg of the indicated plasmids and 15 ml of LipoD293 DNA (Tebu-bio).

Pull-down assays

Ten micrograms of purified human USP9X (E-552; Boston Biochem) and
10 mg of purified mouse Themis were incubated for 45 min in buffer
containing 150 mM NaCl and 10 mM Tris (pH 7.4). The solution was
adjusted with 0.2% Triton X-100, and USP9X was immunoprecipitated for
3 h at 4˚C with 15 ml of protein A–Sepharose resin coated with anti-
USP9X Abs. Samples were further processed for Western blot analysis.

Western blot

Proteins were resolved by SDS-PAGE and transferred to a polyvinylidene
difluoride membrane. The membrane was blocked with 20% FCS for the
analysis of Themis ubiquitylation and 5% milk for coimmunoprecipitation
analysis in TBST for 1 h at room temperature prior to incubation with
primary Abs at 4˚C overnight. After washing, membranes were incubated
with secondary Abs for 1 h at room temperature. Subsequently, membranes
were incubated with ECL solution for 5 min in the dark, and luminescence
was captured using a Bio-Rad XRS+ imager. Images were analyzed using
Bio-Rad Image Lab software.

Statistical analysis

Statistical comparisons were carried out using the Fisher test to verify equal
variance of the populations, followed by an unpaired or paired two-tailed t
test or Mann–Whitney U test if variance was not equal. The p values are
indicated in the figure legends.

Results
Posttranslational control of Themis expression during positive
selection

We first compared the protein and mRNA levels of Themis in DP
thymocytes, before selection (“preselection,” TCRloCD69loCD5lo)
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or soon after they were stimulated by self-pMHC ligand (TCRlo

CD69hiCD5hi). In accordance with previous studies (16, 17), we
found that Themis mRNA levels are strongly decreased in TCRlo

CD69hiCD5hi DP thymocytes compared with those in preselection
DP thymocytes (Fig. 1A). Unexpectedly, we found that the
amount of Themis protein is increased in DP thymocytes under-
going positive selection, indicating a posttranslational regulation
of Themis expression (Fig. 1B). The amount of Themis protein
was similarly increased in TCRloCD69hiCD5hi DP thymocytes
expressing class I (OT-1) or class II (OT-2) restricted TCRs,
suggesting that the increased amount of Themis observed in these
cells does not result from a shift in the TCR repertoire and is not
specific to thymocytes positively selected by MHC class I or MHC
class II self-pMHC interactions (Fig. 1C, 1D). Further analyses at
later stages of T cell development show that Themis mRNA levels
are decreased by ∼80% in CD69hi CD4 SP thymocytes compared
with those in preselection DP thymocytes, whereas the amounts of
Themis protein are similar in these two populations (Fig. 1B).
Finally, Themis protein levels are decreased in mature CD69lo

CD4 and CD8 SP thymocytes compared with preselection DP
thymocytes, confirming the previously reported decrease in Themis
protein expression in these mature thymocyte subsets (Fig. 1B).

Ubiquitin-specific proteases regulate Themis expression in
thymocytes

The discrepancy between Themis mRNA and protein levels during
the positive selection of DP thymocytes suggests that posttrans-
lational events might be important to stabilize Themis expression

at this stage of T cell development. Ubiquitin-specific proteases
(USPs) remove mono- or polyubiquitin chains on proteins and,
thus, enhance their stability by preventing them from degradation
by the proteasome (26). Previously, mass spectrometry analysis of
proteins that coimmunoprecipitate with Themis in thymocytes led
us to identify several USPs (USP9X, USP24, USP19, and USP15)
(Fig. 2A), among other proteins, as potential binding partners of
Themis in these cells (27). To investigate the potential role of
these interactions on Themis expression, we incubated thymocytes
with PR619, a well-characterized inhibitor that blocks the activity
of most deubiquitylating enzymes (DUBs) (28). We found that
incubation of thymocytes with PR619 results in a rapid and dra-
matic decrease in the amount of Themis protein, whereas the
amount of other signaling proteins, such as c-Cbl, was not af-
fected, indicating that Themis expression is highly sensitive to
DUB-mediated stabilization (Fig. 2B). We identified USP9X, but
not the other USPs, as a binding partner of Themis in a yeast two-
hybrid screen using a cDNA bank of murine splenocytes (Fig. 2C).
Transfection of HEK293T cells with cDNA encoding tagged
versions of Themis and USP9X confirmed the binding of USP9X
to Themis (Fig. 2D).
To investigate whether USP9X controls the stability of Themis,

we analyzed Themis protein levels in thymocytes from Usp9Xflox/flox

mice expressing the Cd4-Cre transgene, which begins to be
expressed in DP thymocytes (29). We found that the amount of
Themis was similar in Usp9Xflox/flox (Usp9X+/+) and Usp9Xflox/flox;
Cd4-Cre (Usp9X2/2) CD42CD82 double-negative (DN) thymo-
cytes but was decreased in Usp9X2/2 DP thymocytes (Fig. 3A, 3B).

FIGURE 1. Posttranslational control of Themis expression during positive selection. (A) Real-time PCR analysis of Themis mRNA abundance in
preselection DP (TCRloCD69loCD5lo), “self-pMHC stimulated” DP (TCRloCD69hiCD5hi), and CD4 SP CD69hi thymocytes. (B) Contour plot represents the
gating strategy to analyze Themis expression in preselection (red rectangle) and self-pMHC–stimulated (blue rectangle) DP thymocytes (left panel). Line
graph represents Themis staining in the indicated DP thymocyte subsets from Themis+/+ and Themis2/2 mice (black and dashed lines) (middle panel). Bar
graph represents the relative expression of Themis protein in the indicated thymocyte subsets normalized to its expression level in preselection DP thy-
mocytes (right panel). Themis staining in the indicated DP thymocyte subsets from OT-2 TCR-transgenic (C) and OT-1 TCR-transgenic (D) mice (black and
dashed lines represent the isotype control). Bar graphs represent the relative expression of Themis protein in the indicated DP thymocyte subsets. Data are
mean + SEM of three (A and B) or four (C and D) independent experiments. *p , 0.05, **p , 0.01, two-tailed, paired t test.
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Themis protein levels were further decreased in positively selected
Usp9X2/2 CD4 and CD8 SP thymocytes and in peripheral CD4+

and CD8+ T cells (Fig. 3A–C). However, the amount of Themis
remained higher in Usp9X2/2 SP thymocytes than in thymocytes
treated with PR619 (Fig. 2B), indicating that USPs other than
USP9X contribute to regulate Themis expression. Quantification of
Themis mRNA amounts by real-time PCR showed similar expres-
sion levels in Usp9X+/+ and Usp9X2/2DP and CD4 SP thymocytes,
showing that the decreased protein abundance of Themis in
Usp9X2/2 thymocytes does not result from a transcriptional defect
(Fig. 3D). The adaptor protein Grb2 and the tyrosine phosphatase
SHP-1, which are known binding partners of Themis, were expressed
normally in Usp9X2/2 CD4 SP thymocytes, indicating a selective
effect of USP9X on Themis (Fig. 3E).
To examine whether the reduced expression of Themis in

Usp9X2/2 thymocytes has a functional effect on Themis-mediated
signaling, we compared the phosphorylation of SHP-1 and
ZAP70, which are known to be impaired in Themis2/2 thymo-
cytes, in Usp9X+/+ and Usp9X2/2 CD4 SP thymocytes. We found
that SHP-1 phosphorylation was decreased in Usp9X2/2 CD4 SP
thymocytes compared with that in Usp9X+/+ control cells
(Fig. 3F). The phosphorylation of SHP-1 was more strongly im-
paired in Themis2/2 thymocytes than in Usp9X2/2 thymocytes, in
accordance with the partial decrease in Themis expression levels
observed in Usp9X2/2 thymocytes (Fig. 3F). Although the phos-
phorylation of ZAP70 was reduced in Themis2/2 thymocytes
compared with that in control cells, it was not affected in Usp9X2/2

thymocytes, suggesting that the inhibition of SHP-1 by Themis
remains sufficient in Usp9X2/2 thymocytes to promote the ac-
tivity of potential targets of SHP-1, such as ZAP70 (Fig. 3F). To
determine the impact of USP9X deficiency on positive selection,
we next crossed Usp9X2/2 mice with transgenic mice expressing
a fixed MHC class II–restricted ab-TCR transgene (AND). We

found similar proportions of CD4 SP thymocytes in AND Usp9X+/+

and Usp9X2/2 mice, indicating that the reduced expression level
of Themis in Usp9X2/2 mice is not sufficient to significantly
impair positive selection (Fig. 3G). CD4 SP/CD8 SP ratios in
thymocytes in Usp9X2/2 mice were also comparable to those in
Usp9X+/+ mice, suggesting that the choice for CD4 or CD8
lineage was also normal in Usp9X2/2 mice (Fig. 3H).

USP9X promotes Themis deubiquitylation following TCR
engagement

We next investigated whether Themis is directly regulated by
ubiquitin-mediated modifications. Analysis of Themis in unsti-
mulated thymocytes and in Jurkat cells transfected with cDNA
encoding for tagged versions of Themis and ubiquitin showed that
Themis is polyubiquitylated (Fig. 4A, 4B). Incubation of thymo-
cytes with the proteasome inhibitor MG132 resulted in an increase
in ubiquitylated Themis, supporting that Themis is targeted to the
proteasome through ubiquitin chain modifications (Fig. 4C). We
next investigated the type of linkage by which Themis–ubiquitin
chains are assembled. We found that ubiquitylated Themis was
recognized by ubiquitin K48 chain–specific Abs, but not by Abs
specific for ubiquitin K63 chains, in freshly isolated thymocytes
(Fig. 4D). Confirming these results, we found that Themis ubiq-
uitylation was strongly reduced in Jurkat cells expressing tagged
versions of ubiquitin mutated on its K48 residue (K48R), whereas
it was only moderately affected in Jurkat cells expressing K63R,
K29R, and K33R ubiquitin mutants (Fig. 4E).
We noticed that Themis ubiquitylation was increased when

thymocytes were rested for 1 h in culture medium, suggesting that
stimuli occurring in the thymic environment might dampen or
prevent Themis ubiquitylation (Fig. 4F). Thus, we examined the
effect of TCR cross-linking on Themis ubiquitylation and found
that the amount of ubiquitylated Themis decreases following the

FIGURE 2. Themis expression is controlled by ubiquitin-specific proteases. (A) USPs identified as Themis-binding partners by mass spectrometry in
Zvezdova et al. (27). (B) Western blot analysis of Themis, Cbl, and GAPDH in thymocytes incubated with PR619 (10 mM) for the indicated times. Total
cytoplasmic extracts (TCE) from each sample were analyzed by Western blot with the indicated Abs. Bar graph shows the relative abundance of Themis
proteins after PR619 treatment at the indicated times, as determined by calculating the ratios of the intensities of the bands corresponding to Themis
proteins/GAPDH (loading control). (C) Schematic diagram of Themis-binding partners identified by a yeast two-hybrid screen. Proteins shaded in red were
also identified as Themis interactors by mass spectrometry in thymocytes (27). (D) HEK293 cells were transfected with plasmids encoding FLAG-tagged Themis
plus plasmids encoding V5-tagged USP9X. Samples were subjected to immunoprecipitation (IP) with Abs specific for V5 and analyzed by Western blotting with
Abs specific to the indicated epitope. Western blots are from one experiment and are representative of three (B) and four (D) independent experiments.
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FIGURE 3. Themis expression is controlled by USP9X. (A and B) Flow cytometry analysis of Themis protein abundance in DN, DP, CD4 SP, and CD8
SP thymocyte subsets from Usp9X+/+, Usp9X2/2, and Themis2/2 mice. (B) Relative expression of Themis protein in the indicated subsets from Usp9X+/+

and Usp9X2/2 mice. (C) Line graphs represent Themis staining in lymph node CD4+ and CD8+ T cells from Usp9X+/+, Usp9X2/2, and Themis2/2 mice
(left panel). Bar graph represents the relative expression of Themis protein in the T cell subsets (right panel). Data are mean + SEM of two independent
experiments. (D) Real-time PCR analysis of Themis mRNA abundance in DP and CD4 SP thymocytes from Usp9X+/+ and Usp9X2/2 mice. (E) Western blot
analysis of USP9X, Themis, SHP-1, Grb2, and GAPDH in total thymocytes from Usp9X+/+ and Usp9X2/2 mice. (F) Western blot analysis of SHP-1 (Y564)
and ZAP70 (Y319) phosphorylation in total thymocytes from Usp9X+/+ and Usp9X2/2 mice (left and middle panels). Graph represents the quantification of
SHP-1 phosphorylation normalized to the amount of Rac1 (right panel). (G) Flow cytometry analysis of positive selection in AND Usp9X2/2 mice. Contour
plots represent CD4 versus CD8 staining profiles of thymocytes from Usp9X+/+ and Usp9X2/2 mice expressing the AND TCR. Data are representative of
four independent experiments. (H) Graph shows the CD3hi CD4 SP/CD3hi CD8 SP thymocyte ratio in Usp9X+/+ (n = 4) and Usp9X2/2 (n = 5) mice. Data
are mean + SEM of three (B) or two (C, D, and F) independent experiments. Western blots are from one experiment and are representative of four (E) or two
(F) independent experiments. *p , 0.05, two-tailed, unpaired t test. n.s., not significant.
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stimulation of thymocytes or peripheral CD4+ T cells with anti-CD3 +
anti-CD4 Abs (Fig. 4G, 4H). In contrast, we found that Themis
ubiquitylation was enhanced in Usp9X2/2 thymocytes after stim-
ulation, suggesting that ubiquitin ligases may further ubiquitylate
Themis following TCR engagement but that USP9X overcomes this
process and reduces Themis ubiquitylation to less than its baseline
level by removing polyubiquitin chains on Themis (Fig. 4I).

USP9X interacts directly with Themis CABIT1 domain

We next investigated the molecular mechanism by which USP9X
controls Themis expression and ubiquitylation. We found that
USP9X coimmunoprecipitates with Themis in unstimulated thy-
mocytes (Fig. 5A). TCR cross-linking with anti-CD3 and anti-
CD4 Abs did not result in a significant increase in this interac-
tion (Fig. 5A). Additionally, we found that Grb2 and Themis
coimmunoprecipitate with USP9X in thymocytes (Fig. 5B).
Transfection of HEK293T cells with cDNA-encoding tagged
versions of Grb2 and USP9X confirmed the binding of USP9X to
Grb2 (Fig. 5C), indicating that Grb2 and USP9X may interact in

the absence of Themis. However, the coimmunoprecipitation of
Grb2 with USP9X was reduced in Themis2/2 thymocytes, sug-
gesting that part of the interaction between Grb2 and USP9X
occurs through Themis in thymocytes (Fig. 5B). The mutation of
Themis PRS, required for the binding of Themis to Grb2, did not
prevent Themis interaction with USP9X in 293T cells, supporting
a direct interaction between Themis and USP9X (Fig. 5D, 5E).
Accordingly, we found that recombinant proteins of Themis and
USP9X could coprecipitate in cell-free assays (Fig. 5F). We next
investigated whether the CABIT modules of Themis were im-
portant for its interaction with USP9X and found that deletion of
Themis’ CABIT1(1–260) domain, but not of its CABIT2(260–
493) domain, impaired the coimmunoprecipitation of USP9X with
Themis (Fig. 5D, 5E).

The adaptor protein Grb2 regulates the recruitment of Themis/
USP9X complexes to LAT and enhances Themis stability

The recruitment of USP9X to LAT promotes its phosphorylation on
one of its serine residues (S1600) and enhances its catalytic activity

FIGURE 4. USP9X removes K48 ubiquitin chains
on Themis following TCR engagement. (A) Themis
was immunoprecipitated from cellular extracts of
thymocytes as described in Materials and Methods.
Samples were analyzed by Western blotting with
anti-ubiquitin and anti-Themis Abs. (B) Jurkat cells
were transfected with plasmids encoding for
FLAG-tagged Themis plus plasmids encoding HA-
tagged ubiquitin. Themis was immunoprecipitated
from cellular extracts, and samples were analyzed
by Western blotting with anti-HA Abs. (C) Total
thymocytes were incubated with MG132 for 2 h.
Samples were subjected to immunoprecipitation
with Abs specific for Themis and analyzed by
Western blotting with Abs specific for the indicated
proteins. (D) Western blot analysis of Themis
ubiquitylation in total thymocytes with Abs specific
for K48 or K63 polyubiquitin chains. (E) Jurkat
cells were transfected with plasmids encoding
FLAG-tagged Themis plus plasmids encoding HA-
tagged ubiquitin wild-type (WT) or ubiquitin
K48R, K63R, K33R, or K29R. Samples were
subjected to immunoprecipitation with Abs specific
for FLAG and analyzed by Western blotting with
Abs specific for the indicated proteins. The black
lines indicate where parts of the image were joined.
(F) Freshly isolated thymocytes were rested or not
(09) for the indicated times at 37˚C. Themis was
immunoprecipitated from cellular extracts analyzed
by Western blotting with anti-ubiquitin Abs. Thy-
mocytes from C57BL/6 (G) and Usp9X+/+ or
Usp9X2/2 (I) mice were stimulated with premixed
anti-CD3 (aCD3) and anti-CD4 (aCD4) Abs for
the indicated times. Samples were subjected to
immunoprecipitation with Abs specific for Themis
and were analyzed by Western blotting with Abs
specific of the indicated proteins. (H) CD4+ pe-
ripheral T cells were stimulated with premixed
anti-CD3 and anti-CD4 Abs for the indicated times.
Themis was immunoprecipitated, and ubiq-
uitylation was analyzed by Western blotting.
Western blots are from one experiment and are
representative of four (A–C), three (D–F and I), six
(G), and two (H) independent experiments.
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(30). Because Grb2 is important for the recruitment of Themis to
LAT, we suspected that Grb2 might also be involved in the
translocation of USP9X to LAT signaling complexes through its
interaction with Themis. To address this possibility, we analyzed
the interaction of USP9X with LAT in thymocytes partially defi-
cient for Grb2 (Grb2+/2) to avoid the substantial perturbations of
early TCR signaling observed in thymocytes fully deficient for
Grb2 (31). We found that the amounts of LAT that coimmuno-
precipitate with USP9X following TCR engagement were de-
creased in Grb2+/2 heterozygote thymocytes (Fig. 6A). We then
analyzed Themis ubiquitylation in Grb2+/2 thymocytes, suspect-
ing that Grb2 might be important to regulate USP9X activity and,
thereby, to positively regulate Themis deubiquitylation. We found
that the ubiquitylation of Themis was increased in Grb2+/2

thymocytes compared with that in Grb2+/+ thymocytes when thy-
mocytes were stimulated with anti-CD3 + anti-CD4 Abs (Fig. 6B).
Accordingly, we found that the expression levels of Themis were
comparable in Grb2+/+ and Grb2+/2 DN thymocytes but were
decreased in Grb2+/2 DP thymocytes (Fig. 6C, 6D). The amounts
of Themis protein were further decreased in SP thymocytes,
whereas the relative amount of Themis mRNA remained unchanged
in these cells (Fig. 6C–E). Expression of other binding partners of
Grb2, such as Cbl or Vav1, remained unchanged in Grb2+/2 thy-
mocytes, indicating that Grb2 selectively stabilizes Themis in thy-
mocytes (Fig. 6F). Collectively, these results identify Grb2 as an
important regulator of Themis stability that promotes the deubi-
quitylation of Themis by USP9X following TCR engagement.

Discussion
The strong defect in T cell development initially reported in
Themis2/2 mice and the concomitant lack of a clear molecular

model to explain this phenotype have led to intensive investiga-
tions to resolve the molecular function of this protein. Recent
findings suggesting that Themis enhances TCR signaling through
the selective inhibition of the tyrosine phosphatase SHP-1 con-
stitute an important breakthrough in the comprehension of this
enigmatic molecule (22). Although the role of Themis in TCR
signaling begins to be better understood, the mechanisms that
regulate Themis expression and/or function have not yet been
investigated. In this article, we show that Themis binds to the
ubiquitin-specific protease USP9X, which sustains Themis ex-
pression transiently during positive selection, whereas the gene
encoding for Themis is transcriptionally shutdown. USP9X asso-
ciates with Themis/Grb2 signaling complexes and enhances
Themis stability by removing K48-ubiquitin chains on Themis
following TCR engagement. Our study suggests that Grb2 is re-
quired for the recruitment of Themis into TCR signaling com-
plexes, as well as contributes to stabilize Themis expression to
sustain TCR signals by recruiting USP9X to LAT, where its ac-
tivity is enhanced following initial signaling events (30).
We show that Themis is ubiquitylated predominantly by K48-

linked chains that have a well-established function in the target-
ing of proteins to proteasomes for degradation (32). Supporting this
mechanism, ubiquitylated Themis accumulates when thymocytes
are incubated with the proteasome inhibitor MG132. Themis
ubiquitylation is detected in unstimulated thymocytes and Jurkat
cells, suggesting that Themis is constitutively ubiquitylated in
these cells and may have a high turnover rate. These results are
supported by proteomic resources obtained in Jurkat cells that
identify up to 21 ubiquitylation sites on Themis (33). The mech-
anism that promotes Themis ubiquitylation is unknown. We pre-
viously used mass spectrometry to characterize the interactome of

FIGURE 5. USP9X interacts directly with the
N-terminal CABIT domain of Themis. Thymo-
cytes from Themis+/+ and Themis2/2 mice were
stimulated (A) or not (B) with premixed anti-CD3
and anti-CD4 Abs for the indicated times. Sam-
ples were subjected to immunoprecipitation with
Abs specific for Themis (A) or USP9X (B) and
then analyzed by Western blotting with Abs
specific for the indicated proteins. (C) HEK293
cells were transfected with plasmids encoding for
V5-tagged USP9X plus plasmids encoding for
FLAG-tagged Grb2. Samples were subjected to
immunoprecipitation with Abs specific for FLAG
and then analyzed by Western blotting with Abs
specific for the indicated proteins. (D) Schematic
diagram of Themis constructs used for transfec-
tion. (E) HEK293 cells were transfected with
plasmids encoding for V5-tagged USP9X plus
plasmids encoding for the indicated Themis
constructs. Samples were subjected to immuno-
precipitation with Abs specific for FLAG and
analyzed by Western blotting with Abs specific
for the indicated proteins. (F) Purified Themis
and USP9X proteins were incubated together
prior to immunoprecipitation with Abs specific
for USP9X and Western blot analyses with the
indicated Abs. Western blots are from one ex-
periment and are representative of three (A and C)
or two (B, E, and F) independent experiments.
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Themis in thymocytes and identified several ubiquitin ligases,
such as c-Cbl, Arih2, and Nedd4, as potential binding partners of
Themis (27). The cellular levels of Themis remain unchanged in
c-Cbl2/2 thymocytes (data not shown), suggesting that Arih2,
Nedd4, or another ubiquitin ligase might be responsible for The-
mis ubiquitylation.
In this study, we show that the amount of ubiquitylated Themis

is decreased following TCR cross-linking, suggesting that TCR-
mediated signals promote deubiquitylation and stabilization of
Themis. We identified Themis as a new target for the DUBUSP9X,
a protein that was recently shown to positively regulate TCR
signaling (34). USP9X enhances TCR signaling by removing in-
hibitory monoubiquitylation from ZAP70 and by preventing the
sequestration of ZAP70 in early endosomes (30). Interestingly, it
was recently shown that the recruitment of USP9X to LAT in
peripheral CD4 T cells induces its phosphorylation on S1600,
which enhances its catalytic activity (30); however, the mecha-
nism of USP9X recruitment to LAT was not identified in that
study. Our biochemical analysis demonstrates that USP9X binds
directly to Themis through its CABIT domains, and it may also
bind directly to Grb2. Themis binds to the C-terminal SH3 domain
of Grb2 via its PRS and is recruited by Grb2 to tyrosine phos-
phorylated LAT following TCR engagement (21). By facilitating
the recruitment of Themis/USP9X complexes to LAT, Grb2 might
promote activation of USP9X by serine phosphorylation, which
then deubiquitylates Themis. Supporting this mechanism, we
found that Themis ubiquitylation is increased in Grb2+/2 thy-
mocytes. Thus, in addition to recruiting Themis to LAT signaling
complexes, Grb2 is important for the stabilization of Themis once
it becomes recruited to this transmembrane adaptor.
We show that the amounts of Themis protein are increased in

DP thymocytes stimulated by self-pMHC ligand even though
Themis mRNA is decreased, suggesting that positive-selection
signals stabilize Themis protein expression and shut down Themis
gene expression. The stabilization of Themis protein at this stage of

T cell development might be important to compensate for the
profound drop in Themis mRNA levels that could lead to a sudden
decrease in TCR signaling and, consequently, impair positive se-
lection or CD4 lineage commitment, which are known to be de-
pendent upon long-lasting TCR signals (35). In contrast, the
downregulation of Themis mRNA levels might be important in the
longer term, in peripheral T cells, to persistently reduce the amount
of Themis protein and, thereby, to dampen the responsiveness of
these cells to self-ligands, which is required for the prevention of
autoimmunity. It is interesting to note in this context that Themis
and SHP-1 expression profiles are inversely correlated, with SHP-1
being more highly expressed in mature T cells than in immature
DP thymocytes (36). Reducing the Themis/SHP-1 ratio in mature
T cells might be important to relieve the brake that Themis exerts
on SHP-1 and enable this phosphatase to inhibit weak TCR signals
that may potentially lead to self-recognition (15).
We previously showed that positive selection is impaired when

Themis expression level is decreased by 2-fold in AND TCR-
transgenic mice hemideficient for Themis (Themis+/2), indicat-
ing that a quantitative variation in Themis expression may affect
positive selection (27). However, we found that positive selection
and CD4 lineage choice occur normally in Usp9X2/2 mice, sug-
gesting that the reduced expression of Themis observed in
Usp9X2/2 DP thymocytes might not be sufficient to significantly
impair these developmental processes. Notably, the partial re-
duction in Themis expression in Usp9X2/2 thymocytes only
moderately attenuated SHP-1 phosphorylation in comparison with
the strong reduction observed in Themis2/2 thymocytes, and it
had no impact on Grb2 expression level, which is decreased in
Themis-deficient thymocytes (27). It is possible that USP9X acts
redundantly with other USPs to stabilize Themis expression dur-
ing these late stages of T cell development. Supporting this hy-
pothesis, the expression levels of Themis are only moderately
decreased in Usp9X2/2 thymocytes in comparison with the dra-
matic decrease in Themis expression observed in thymocytes
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FIGURE 6. Grb2 prevents Themis ubiq-
uitylation and degradation by promoting the re-
cruitment of USP9X to LAT. (A and B)
Thymocytes from Grb2+/+ and Grb2+/2 mice
were stimulated with premixed anti-CD3 and
anti-CD4 Abs for the indicated times. Samples
were subjected to immunoprecipitation with
control (Ctl) (A), anti-USP9X (A), or anti-The-
mis (B) Abs and analyzed by Western blotting
with the indicated Abs. (C) Themis staining in
the indicated thymocyte subsets from Grb2+/+,
Grb2+/2, and Themis2/2 mice. (D) Relative ex-
pression of Themis protein in the indicated thy-
mocyte subsets. (E) Real-time PCR analysis of
Themis mRNA abundance in total thymocytes
from Grb2+/+ and Grb2+/2 mice. (F) Total cy-
toplasmic extracts (TCE) of thymocytes from
Grb2+/+ and Grb2+/2 mice were analyzed by
Western blotting. Data in (C–E) are mean + SEM
of three independent experiments. Western blots
are from one experiment and are representative
of three (F and B) or one (A) independent ex-
periment. *p , 0.05, two-tailed, unpaired t test.
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treated with the pan-DUB inhibitor PR619. Mass spectrometry
analysis of Themis binding partners showed that Themis binds
other USPs (USP24, USP19, and USP15), in addition to USP9X,
that have no reported function in T cell development (27). Further
studies will be required to evaluate the role of these proteins in
Themis-mediated signaling events and more generally on thymic
selection processes.
We previously showed that Themis enhances Grb2 stability by

reducing its ubiquitylation in thymocytes (27). This suggests that
Themis and Grb2 are more stable as a complex than as free un-
bound proteins. This mutual stabilization mechanism might be
important to enrich thymocytes with effective Themis/Grb2 sig-
naling complexes, which may facilitate the transmission of TCR
signals and their persistence during the development of T cells.
We showed, in the same article, that the transgenic expression of
Themis in Grb2+/2 thymocytes expressing the class II–restricted
AND TCR rescues the defect in positive selection resulting from
the partial loss of Grb2 (27). We speculated at that time that
Themis acts by readjusting the amount of intracellular Grb2 close
to its level in wild-type thymocytes. This new study provides a
different interpretation for these data, suggesting that the defect in
positive selection in Grb2-deficient mice might result from the
destabilization of Themis and from the subsequent decrease in its
expression. Thus, an unexpected function of Grb2 could be to
maintain the expression of Themis above a certain level and under
which level TCR signals are not sufficient to effectively promote
positive selection. Whether the transgenic expression of Themis
rescues the defect in positive selection in thymocytes that are fully
deficient for Grb2 remains to be addressed.
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Annexe  4  :  Détermination  des  domaines  d’interaction  entre  THEMIS1  
et  Lis1  
  

  
  

  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
(A)  Des  cellules  HEK293T  ont  été   co-transfectées  de  plasmides  codants   les  protéines  Lis1-HA  et  
THEMIS1-Flag  WT  (ThWT)  ou  codant  pour   la  protéine  THEMIS1-Flag  privée  de  domaine  CABIT1  
(ThDCABIT1),  CABIT2  (ThDCABIT2)  ou  PRR  (ThDPRR).  Les  cellules  ont  été  lysée  puis  FLAG  a  été  
immunoprécipité.   Le  Westernblot   représente   les  protéines  Lis1-HA  co-immunoprécipitées  avec   les  
différentes  protéines  THEMIS1.  Nous  observons  que  le  CABIT1  est  important  pour  l’interaction  entre  
THEMIS1  et  Lis1.  Rac1  a  été  utilisée  comme  contrôle  de  quantité  dans  la  condition  WCL.  (B)  Des  
cellules   HEK293T   ont   été   co-transfectées   de   plasmides   codant   les   protéines   THEMIS1-Flag  WT  
(ThWT)  et  Lis1-GFP  WT  ou  codant  pour  la  région  LisH-GFP  .  Les  cellules  ont  été  lysées  puis  FLAG  a  
été   immunoprécipité.   Le   Westernblot   représente   les   protéines   Lis1-GFP   ou   LisH-GFP   co-
immunoprécipitées  ou  nous  avec  les  différentes  protéines  THEMIS1.  Nous  observons  que  le  domaine  
LisH  ne  suffit  pas  pour  l’interaction  entre  THEMIS1  et  Lis1  suggerant  que  THEMIS1  interagisse  avec  
l’hélice  de  Lis1.  Rac1  a  été  utilisée  comme  contrôle  de  quantité  dans  la  condition  WCL  
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PORTFOLIO  
  
Au   cours   de   cette   thèse,   j’ai   pu   participer   à   la   revision   de   trois   publications  
scientifiques  insérées  en  annexe1,  annexe2  et  annexe3  de  cette  thèse.  
  

I)   Compétences  expérimentales  acquises  
  
Au  cours  de  cette  these  j’ai  pu  acquérir  les  compétences  suivantes  :  

  

  Analyse  par  cytométrie  en  flux  (MACSQUANT,  LSR-II,  LSR-FORTESSA)  :  marquages  

de   surface   et   intracellulaires   pour   phénotypage,   analyses   de   la   proliferation   et   du   cycle  

cellulaire  et  traitements  sur  FlowJO.    

   Imagerie   en   flux   (ImageStreamX)   :  marquages   des   cellules,   analyses   sur   le   logiciel  

IDEAS  des  images    

  Microscopie  confocale  et  video-microscopie  (LSM710  et  Spinning  Disk)  :  réalisation  
de  marquages  pour  microscopie  confocale  et  vidéo-microscopie  et  analyses  des  images  sur  

le  logiciel  ImageJ,  

  Culture  cellulaire  des  LT  primaires  de  souris,  des   thymocytes  doubles  négatifs  et   de  

lignées  cellulaires  Jurkats,  HEK293T,  OP9  et  P13.9  

  Réalisation  de   stimulation   de   thymocytes  et  de  LT   in   vitro   pour   l’analyse  de  proteines  

phosphorylées,   d’immunoprécipitation   et   révélation   par   westernblot   ou   spectrométrie   de  

masse    

  Transfection  de  cellules  Jurkats  et  HEK293T  pour  immunoprecipitation  et  révélation  par  

westernblot.  

  
II)   Formations  suivies  

  
   Formation   “Microscopie   de   fluorescence”   :   présentation   de   la   microscopie   et   des  
différentes  techniques  d’imagerie  
  
  Formation  “ImageJ”  :  apprentissage  des  fonctions  principalement  utilisées  sur  ImageJ  
pour  les  traitements  d’images    
  
  Formation  “Enjeux  sociétaux  de  la  recherche”  :  Présentation  des  consignes  éthiques  
dans  un  laboratoire  de  recherche  concernant  la  transmission  des  résultats,  la  transparence  
des  experiences  dans  un  article  scientifique  et  dans  les  essais  cliniques  
  
  Formation  “Vers  le  métier  de  chercheur”:  presentation  de  différents  chercheurs  et  des  
formations  qu’ils  ont  suivi  jusqu’à  leur  prise  de  poste  
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Les récepteurs d’antigènes des lymphocytes T (TCR) sont assemblés au cours du 

développement précoce de ces cellules dans le thymus suite à des recombinaisons 

complexes de gènes. Le réarrangement d’une chaine β des TCR fonctionnelle (pré-TCR) 

déclenche des voies de signalisation intracellulaires qui entrainent la survie, l’expansion et la 

maturation des thymocytes. Par ailleurs, l’engagement des TCR à la surface des 

lymphocytes T (LT) matures par des antigènes conduit également à des cycles de 

prolifération qui permettent le développement de réponses immunitaires efficaces. Ces 

évènements cellulaires s’accompagnent de remaniements importants du réseau de 

microtubules et une redistribution des moteurs moléculaires, tels que la dynéine, qui 

véhiculent les structures cellulaires sur ces réseaux. Les mécanismes moléculaires et les 

conséquences physiologiques de ces remaniements sont peu connus dans les LT. Dans ce 

travail, nous montrons que Lis1, un régulateur de la dynéine, joue un rôle essentiel dans le 

développement précoce des LT et dans l’homéostasie des LT matures. La prolifération des 

thymocytes ayant passé la β-sélection ou des LT matures dont le TCR a été engagé, est 

fortement impactée.  L’analyse fine de la mitose indique que la déficience en Lis1 ralentit 

fortement le processus mitotique, contrarie les remaniements intracellulaires conduisant à la 

métaphase et entraîne la répartition asymétrique du matériel génétique dans les cellules 

filles. L’analyse des réseaux de microtubules montre que l’absence de Lis1 entraîne 

l’amplification du nombre de centrosomes et l’augmentation des cellules multipolaires au 

cours de la mitose. En conclusion, nous avons montré que Lis1 est importante dans la 

distribution du matériel génétique au cours de la prolifération des thymocytes doubles 

négatifs et des lymphocytes T périphériques. 
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