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>La réponse immune adaptative

lymphocytesT. Celle-ci déclenche la formation de
la synapse immunologique, jonction dynamique
et hautement structurée entre un lymphocyte
T et une cellule présentatrice d’antigénes. La
synapse immunologique trouve son origine dans
des modifications majeures du lymphocyte T, qui
induisentune polarisation de son cytosquelette et
de son trafic vésiculaire. Cette réorganisation du
lymphocyte T facilite la formation, la dynamique
et la régulation de complexes moléculaires
responsables de 'activation du lymphocyte T. Ce
processus de formation de la synapse immune est
la cible du virus de 'immunodéficience humaine
(VIH), qui modifie ainsi la capacité de réponse
des lymphocytes T infectés. <

Le terme « synapse immunologique » a été utilisé pour la
premiere fois en 1984 par analogie a la synapse neuronale
[11; il est utilisé couramment depuis 1998, suite a la date
de la caractérisation d’éléments clés de sa composition
moléculaire et de son organisation spatiale [2, 3]. Si la
synapse neuronale présente une structure intercellulaire
stable dans la durée, les échanges entre les cellules du
systéme immunitaire sont, quant a eux, plus transitoires
[4]. Dans les ganglions lymphoides, les lymphocytes T
circulants interagissent de fagon dynamique avec des
cellules présentatrices d’antigénes (par exemple, les
cellules dendritiques) ayant migré dans ces organes aprés
capture d’antigénes (par exemple, des bactéries, virus,
toxines) dans les épithéliums et tissus interstitiels. Ces
rencontres cellulaires permettent aux lymphocytes T de
détecter, avec leur récepteur a I'antigéne (récepteur T),
des peptides antigéniques présentés par les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) exprimées
a la surface des cellules présentatrices d’antigénes. Les
lymphocytes T balayent la surface des cellules présenta-
trices d’antigenes, formant des interfaces cellulaires tres
transitoires appelées kinapses (synapses en mouvement),
qui peuvent devenir des synapses immunologiques en se
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stabilisant. La transition de kinapse a synapse dépend de la détection
d’un certain seuil d’antigénes a la surface de la cellule présentatrice
et de la signalisation du récepteur T qui en résulte. Les kinapses et les
synapses immunologiques semblent jouer toutes deux un role dans le
déclenchement et le maintien de la réponse immune spécifique [5].

La synapse immunologique est le résultat d’un processus de polarisation
cellulaire du lymphocyte T qui conduit a la relocalisation vers la zone de
contact intercellulaire du récepteur T, des corécepteurs, de protéines de
signalisation intracellulaire et de protéines d’adhérence. Cette structure
joue donc un role clé dans I'organisation de la machinerie de signali-
sation précoce du récepteur T. La formation de la synapse et la polari-
sation du lymphocyte T sont largement régulées par des remaniements
du cytosquelette d’actine et des microtubules, mais également par un
trafic vésiculaire intracellulaire qui coordonne I’arrivée des récepteurs
et des molécules de signalisation vers la synapse, ainsi que leur départ.
Une des fonctions clés de la synapse immunologique est le contrdle du
signal d’activation transmis par le récepteur T, mis en ceuvre par la géné-
ration de complexes de signalisation impliquant plusieurs protéines de
signalisation intracellulaire [6].

Réorganisation du cytosquelette des lymphocytes T
aprés engagement du récepteur T

Lengagement du récepteur T méne a une réorganisation extensive
et finement contrélée du cytosquelette au niveau de la synapse
immunologique. Aussi bien le cytosquelette d’actine que le réseau
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Figure 1. Adressage séquentiel de Lck, LAT et (D3 a la synapse immunologique. Aprés reconnaissance de I’antigéne par le récepteur T, Lck est

relargué a la synapse immunologique a partir de vésicules dépendantes de Rabl1, provoquant un flux calcique activant la synaptotagmine-7. CD3{

et LAT sont alors recrutées, permettant "assemblage d’un complexe de signalisation efficace [19].

de microtubules [37] sont réorganisés de maniére dynamique et
coordonnée, ce qui permet de définir I’architecture et la fonction
de la synapse. Ces réarrangements coordonnés du cytosquelette
sont régulés par des voies de signalisation en aval du récepteur T et
interviennent lors de son engagement par un peptide antigénique, ou
in vitro par des anticorps antirécepteurs T.

Apres I'engagement du récepteur T, le réarrangement du réseau de
microtubules [37] provoque la polarisation du centrosome vers la
synapse immunologique, ce qui permet le rapprochement des compar-
timents vésiculaires intracellulaires (appareil de Golgi, endosomes,
mitochondries). Ces compartiments vésiculaires sont impliqués dans
la formation de la synapse immune (voir plus loin) et "exécution des
fonctions effectrices, comme la sécrétion de cytokines par les lympho-
cytes T auxiliaires, ou dans la formation des composants des granules
lytiques par les lymphocytes T cytotoxiques.

Les liens entre les voies de signalisation du récepteur T et la polarisa-
tion du réseau des microtubules vers la synapse immune restent encore
largement a explorer. Cependant, on connait I'implication de plusieurs
acteurs de la signalisation, comme les kinases Fyn, Lek (lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase) et ZAP70 (zeta-chain-associated
protein kinase 70), les adaptateurs LAT (adaptor linker for activation
of T cell) et SLP76 (SH2 domain-containing leukocyte phosphoprotein
of 76-kDa), ainsi que d’autres molécules clés telles que Vavl, le dia-
cylglycérol ou la phospholipase Cy. Le processus de contrdle de la poly-
mérisation et dépolymérisation des microtubules par ces molécules de
signalisation est encore méconnu. De méme, les points d’ancrage stabi-
lisant les microtubules a la synapse sont mal définis. Des liens physiques
entre le récepteur T et €B1 (end binding 1), une protéine de I'extrémité
plus des microtubules, ont été néanmoins rapportés. Cette liaison pour-
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rait faciliter les interactions entre les microtubules et la
membrane plasmique ; elle pourrait aussi participer au
transport du récepteur T vers la synapse [7, 8]. Uancrage
du réseau de microtubules a la synapse immunologique
pourrait enfin mettre en jeu des moteurs moléculaires
microtubulaires, comme la dynéine [9], ou des régula-
teurs de la polarité cellulaire, comme Digl (discs large
homolog 1) [10].

La régulation de 'organisation du réseau microtubulaire
a la synapse immunologique dépend aussi d’effecteurs
du cytosquelette d’actine, tels que la GTPase Rac, et de
certains facteurs de nucléation de I’actine de la famille
des formines, tels que Dia-1, FMNL-1 (formin-like
protein 1) et INF-2 (inverted formin-2) [11, 12]. Par
ailleurs, I0GAP1 (Ras GTPase-activating-like protein 1),
un effecteur des protéines G Racl et Cdc4?2, permet des
interactions entre I"actine corticale et les microtubules,
et agit comme un inhibiteur de I’activation des lympho-
cytes T et de "organisation d’actine a la synapse immu-
nologique [13]. Enfin, I'ezrine, une protéine qui relie
le cytosquelette d’actine a la membrane plasmique,
stabilise le réseau de microtubules a la synapse par le
biais de la protéine de polarité DIgl [10].

Le réarrangement du cytosquelette d’actine est
contrdlé par la cascade de signalisation du récepteur
T, impliquant les molécules Nck (non-catalytic region
of tyrosine kinase adaptor protein 1), LAT, SLP76 et
Vav. Ces molécules contrdlent a leur tour des protéines
régulatrices de la dynamique d’actine communes aux
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Figure 2. Dynamique des complexes de signalisation des lymphocytes T a la synapse immunologique. Représentation schématique du mouvement

radial centripete des complexes de signalisation le long des microtubules. Les complexes se forment a la périphérie de la synapse et migrent en

direction du centre. Le récepteur T atteint le centre de la synapse, alors que d’autres composants sont plus rapidement internalisés [10].

autres types cellulaires. Ainsi, les GTPases dynamine-2, Rho, Rac, et
Cdc42 agissent sur les régulateurs de la polymérisation de Iactine, tels
que WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein), WAVE-2 (WASP family
verprolin-homologous protein) et la cofiline, qui assurent sa réorgani-
sation aux sites de signalisation du récepteur T [14].

Il est a noter que Iorganisation conjointe du cytosquelette d’actine
et des microtubules a la synapse immunologique, induite par la
signalisation du récepteur T, permet a son tour la régulation des
voies de signalisation du récepteur T. I existe donc un mécanisme de
rétrocontrdle entre la signalisation du récepteur T et le cytosquelette,
qui assure I"architecture de la synapse immune et sa fonction dans
I’activation du lymphocyte T [15].

Trafic vésiculaire vers la synapse immunologique :
assemblage des voies de signalisation

La formation de la synapse immunologique se caractérise par une
concentration de récepteurs et de molécules de signalisation du
lymphocyte T pour former des complexes moléculaires capables de
transmettre le signal d’activation. Cette concentration moléculaire
est issue d’un ensemble de mécanismes, encore mal élucidés, qui
permettent le transport et la rencontre de ces molécules a la synapse
immune. Il a été montré que le transport de molécules vers la synapse
immune pouvait avoir lieu par I'intermédiaire d’un mouvement latéral
au niveau de la membrane plasmique, dépendant du cytosquelette
d’actine [16], mais aussi par un transport vésiculaire polarisé qui met
en jeu plusieurs compartiments endosomaux [17].

Ainsi, le récepteur T est transporté a la synapse par un processus
d’endocytose et de recyclage polarisé, impliquant des endosomes de
recyclage et le réseau des microtubules [18]. De plus, des protéines
de signalisation, comme la tyrosine kinase Lck ou I"adaptateur LAT,
sont aussi associées a des compartiments vésiculaires exprimant
des régulateurs de transport distincts (Figure 1) [17, 19]. Enfin, des
protéines régulatrices de la fusion vésiculaire de la famille SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein
receptor), présentes a la membrane plasmique, comme la syntaxine-4
et SNAP-23 (synaptosomal-associated protein-23), ou associées aux
endosomes, comme VAMP3 (vesicle-associated membrane protein
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3)/cellubrévine, ou VAMP7/Ti-VAMP, sont impliquées
dans ces processus [18-20]. Les SNARE membranaires
syntaxine-4 et SNAP-23 se concentrent a la synapse
immune et peuvent y faciliter la fusion des comparti-
ments vésiculaires [18].

Le transport et la fusion de ces différents comparti-
ments endosomaux a la synapse immune sont diffé-
remment contrdlés. €n effet, la kinase Lck est localisée
au niveau des endosomes de recyclage qui dépendent
de la GTPase Rabll. Son transport le long des micro-
tubules vers la synapse immunologique dépendrait
de la formine INF2, des protéines de transport Mal et
UNC119 (uncoordinated 119 protein), et de I’activité
des GTPases Cdc42 et Rac [21]. Le ciblage de Lck a la
membrane est insensible a I’augmentation de calcium
intracellulaire. €n revanche, 'adressage de LAT et CD3§
est déclenché par une augmentation de calcium intra-
cellulaire, et est contrdlé par la synaptotagmine-7, une
protéine régulatrice de la fusion vésiculaire sensible
au calcium. Les compartiments transportant LAT et
CD3C expriment la protéine SNARE VAMP7/Ti-VAMP, qui
interagit avec la synaptotagmine-7 [19, 20]. Notre
hypothese de travail propose que I’engagement du
récepteur T par I’antigene provoque un flux calcique qui
est dépendant de la concentration de Lck a la synapse,
concentration qui nécessite le transport vésiculaire
de Lck vers la synapse contrélé par la protéine MAL.
Le calcium conditionnerait a son tour I'adressage de
vésicules portant LAT et CD3C au niveau de la synapse
immunologique (Figure 1) [19].

Le transport de Lck vers la synapse et la fusion de LAT
et CD3C déterminent I'organisation & Iéchelle nano-
métrique d’agrégats de protéines de signalisation,
notamment ceux contenant le complexe d’amplification
de la signalisation formé par les adaptateurs LAT et
SLP76 phosphorylés (Figure 1) [19]. Le rdle de VAMP7/
Ti-VAMP dans I'apport de vésicules a la synapse immu-
nologique reste sujet a discussion; deux mécanismes
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Figure 3. L’infection par le VIH perturbe la dynamique moléculaire a la synap

logique. Lors de I'infection des lymphocytes T par le VIH,

ceux ci forment des synapses défectueuses. Lck reste concentrée dans le compartiment de recyclage et son ciblage a la synapse est bloqué. Ainsi,

le récepteur T et les molécules de signalisation LAT et SLP76 ne sont plus relocalisées. Enfin, Le VIH perturbe le réarrangement du cytosquelette

d’actine [30, 31].

ont été proposés. Dans le premier mécanisme, VAMP7/Ti-VAMP
controlerait 'arrimage et la fusion des vésicules contenant LAT et
CD3C a la synapse immunologique de fagon dépendante du calcium
et de la synaptotagmine-7 [19]. Dans le second mécanisme, les vési-
cules seraient concentrées autour du centrosome, puis recrutées a la
synapse immunologique en méme temps que le centrosome, auquel
elles s’arrimeraient, mais sans fusionner avec la membrane plasmique
[20]. Ces deux hypothéses ne sont pas incompatibles et les deux
mécanismes pourraient coexister. Ainsi, dans le lymphocyte T, un site
de signalisation pourrait se former au niveau de la synapse immunolo-
gique impliquant la membrane plasmique et plusieurs compartiments
vésiculaires.

Dynamique moléculaire a la synapse immunologique

Le transport polarisé du récepteur T et des protéines de signalisation a
la synapse immune facilite la formation de complexes de signalisation.
Ceux-ci se forment de préférence a la périphérie de la synapse générant
des micro-amas moléculaires contenant le récepteur T et des protéines
de signalisation, comme LAT, GADS (Grb2-related adaptor downstream
of Shc), SLP76 et Grb2, ainsi que des effecteurs, tels que Vavl, la PLC-
1 et Pactivateur de nucléation d’actine N-WASP [17, 22]. Formés a la
périphérie de la synapse immunologique ol ces protéines sont phospho-
rylées, les complexes de signalisation convergent ensuite vers le centre
de la synapse, par un mouvement radial centripete, le long des micro-
tubules (Figure 2). Le récepteur T se concentre au centre de la synapse,
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tandis que ZAP70, LAT et SLP76 sont internalisées avant
d’arriver au centre. Ce mouvement centripéte dépend
de la dynamique de I'actine et de son moteur molécu-
laire la myosine 1A [23], ainsi que de I'organisation des
microtubules et de leur moteur moléculaire, la dynéine
[10, 24].

Dynamique moléculaire au départ
de la synapse immunologique

La migration des complexes de signalisation vers le
centre de la synapse est nécessaire a la régulation
négative de la signalisation du récepteur T [15, 22].
Ce processus implique le retrait du récepteur T et des
différentes molécules de signalisation de la synapse
immunologique. Ainsi, le récepteur T disparait de la
synapse par un processus d’internalisation impliquant
un mécanisme d’endocytose et de phagocytose [25,
26]. Les récepteurs internalisés sont adressés vers
les endosomes de recyclage pour un retour vers la
membrane plasmique, ou pour un adressage vers les
lysosomes pour leur dégradation [25]. Si les complexes
de signalisation du récepteur T sont internalisés, pro-
bablement aprés avoir atteint le centre de la synapse,
ceux contenant les formes phosphorylées de ZAP70,
SLP76 ou LAT disparaissent durant le transport vers le



centre (Figure 2). Certaines de ces protéines seraient internalisées de
facon indépendante de la clathrine, mais dépendante de structures
membranaires riches en cholestérol, ainsi que de leur ubiquitination
[27]. Ces protéines internalisées pourraient continuer le processus
de signalisation a partir de ces compartiments vésiculaires, puis étre
acheminées vers des compartiments de dégradation ou des compar-
timents permettant I’extinction du signal d’activation par I'action de
tyrosine phosphatases.

Enfin, la signalisation du récepteur T peut s’éteindre suite au désas-
semblage des complexes de signalisation au niveau de la synapse.
Ainsi, la phosphorylation de SLP76 et de GADS par la sérine-thréonine
kinase HPK1 (hematopoietic progenitor kinase 1) permet la ligison
des protéines régulatrices 14-3-3 et le désassemblage du complexe
LAT-GADS-SLP76 [28, 29]. HPK1 régule ainsi négativement I'activa-
tion des lymphocytes T, en diminuant le maintien des complexes de
signalisation a la synapse immunologique.

Détournement de la synapse immune
par la protéine Nef du VIH-1

Les synapses immunologiques formées par les lymphocytes T infectés par
le VIH-1 (virus de I'immunodéficience humaine-1) sont défectueuses
et présentent des niveaux de molécules du récepteur T et de la kinase
Lck diminués par rapport aux synapses formées par des cellules non
infectées [30]. €n effet, le VIH-1, par I'intermédiaire de la protéine
auxiliaire Nef (negative regulatory factor), détourne le trafic vésiculaire
intracellulaire du récepteur T et de Lck (Figure 3). Nef inhibe également
le relargage de "adaptateur LAT de son compartiment vésiculaire vers la
synapse, empéchant ainsi la formation des complexes de signalisation
au niveau de la synapse. Les complexes de signalisation contenant LAT
et SLP76 phosphorylés ne sont plus retrouvés a la synapse [31] (Soares
et al., données non publiées). Le détournement de la synapse immu-
nologique pourrait également impliquer la capacité de Nef a accélérer
I'internalisation et a diminuer I'expression de surface du corécepteur
(D4 et de la molécule costimulatrice CD28 dans les lymphocytes T
[32]. Nef interfére enfin avec I'organisation du cytosquelette d’actine,
en altérant son réarrangement lors de I'activation du récepteur T, par
I'intermédiaire de son interaction avec la kinase PAK2 (p21 activated
kinase 2) qui phosphoryle la cofiline, un facteur de dépolymérisation de
Pactine [33]. Leffet de Nef sur le cytosquelette d’actine s’exerce aussi
par intermédiaire du régulateur de nucléation de I’actine N-WASP, dont
la translocation & la périphérie cellulaire est bloquée par Nef [34].

De maniere étonnante, si Nef inhibe la formation de la synapse immu-
nologique et les étapes précoces de signalisation du récepteur T, elle
augmente I’état d’activation des lymphocytes T infectés en réponse a
I’engagement du récepteur T. U'activation des facteurs de transcription
NFAT (nuclear factor of activated T-cell) et NF-KB est ainsi augmen-
tée, ce qui a pour effet d’élever la production d’IL-2 (interleukine-2)
dans les cellules infectées par le VIH-1 ou exprimant Nef. Cet effet
activateur de Nef se traduit par I'induction d’un programme transcrip-
tionnel fortement semblable a celui induit par une activation par un
anticorps antirécepteur T [35].
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Les mécanismes impliqués dans ces effets para-
doxaux de Nef sont encore mal définis. Ces modu-
lations fines de I"état d’activation des lymphocytes
T permettraient la diminution de la réponse antigé-
nique des lymphocytes T infectés, tout en induisant
un état d’activation de ces cellules favorable a la
réplication virale [36]. Ainsi, ’infection par le VIH-1
module de fagon tres ciblée les voies d’activation
des lymphocytes T.

€n ciblant, par le biais principal de la protéine Nef, le
cytosquelette et le trafic vésiculaire vers la synapse
immune, le VIH-1 découple des événements clés d’acti-
vation du récepteur T a la synapse immunologique,
pouvant en méme temps augmenter des événements
plus tardifs conduisant a Iexpression de certains genes
et a la production des cytokines.

Conclusion

U'assemblage d’une synapse immunologique capable
de transmettre et de controler I'activation du lym-
phocyte T requiert la coordination précise des réar-
rangements du cytosquelette d’actine et des micro-
tubules avec I’organisation d’un trafic vésiculaire
intracellulaire. Lorsqu’elle est assemblée, la synapse
immunologique reste une structure trés dynamique
au sein de laquelle le récepteur T et les protéines de
signalisation sont recrutés et se rassemblent, formant
des complexes de signalisation qui transitent rapide-
ment vers le centre de la synapse, puis disparaissent.
Des mécanismes sophistiqués et diversement régulés
coordonnent cette dynamique multimoléculaire. U'en-
semble de ces mécanismes font de la synapse immune
une plate-forme de signalisation hautement sensible
et contrdlée, permettant une large variété de réponses
a des antigenes tres différents.

LUanalyse de plus en plus précise de la dynamique
moléculaire et de 'organisation spatiale et temporelle
des voies de signalisation du récepteur T au sein de la
synapse immunologique a permis ces derniéres années
d’approfondir notre connaissance de ce processus
extrémement complexe. Néanmoins, la compréhension
de la hiérarchie et de la coordination de ces divers
mécanismes moléculaires reste sommaire. Il est inté-
ressant de mentionner que les mécanismes de détour-
nement des lymphocytes T, développés par le VIH au
cours de son évolution, nous ont procuré de nouveaux
outils moléculaires pour I'étude de ces cellules. Ces
outils nous permettent une meilleure compréhension
de la physiologie du lymphocyte T et, en paralléle,
ouvre la voie a I’étude des mécanismes pathologiques
induits par le VIH dans cellule infectée. ¢
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SUMMARY

Immunological synapse is a dynamic signaling platform for T cell
activation

Adaptive immune responses are initiated by the recognition of antigens
by T lymphocytes. Antigen recognition triggers the generation of immu-
nological synapses. These are dynamic and finely organized cell-cell
contacts formed between T lymphocytes and antigen presenting cells.
Immunological synapse formation results from a major T cell reorga-
nization process, involving the polarization of the actin cytoskeleton,
the microtubule network and the intracellular vesicle traffic. These
processes facilitate the generation, the dynamics and the regula-
tion of molecular complexes at the synapse that are responsible for
T cell activation. The human immunodeficiency virus (HIV) targets in
various manners immunological synapse generation and function, thus
modifying the capacity of infected T cells to respond to further antigen
stimulation. ¢
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