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Avant-propos

Ce manuscrit rassemble les travaux d'une these ayant pour ambition de jeter un
pont entre physique et immunologie. Nous parlons ici d’une physique particuliere, la
biophysique, ou plus précisément sa sous-discipline, la biomécanique cellulaire, qui s’at-
tache a caractériser la matiere sur laquelle repose la biologie. Cette science, qui s’est
développée au cours des dernieres années, et qui est en partie inspirée de la physique
de la matiere molle, de la physico-chimie et de la physique de systemes complexes,
apporte un éclairage complémentaire aux perspectives habituelles de la biologie.

En effet, les questionnements de ces physiciens autour de la matiére vivante ont
permis de montrer que la nature mécanique de ’environnement, ou un stimulus mé-
canique, peuvent infléchir les processus métaboliques des cellules aussi cruciaux que la
différenciation ou la mort cellulaire programmeée. En immunologie, un phénomene par-
ticulier semble mettre en jeu de tels mécanismes que 1'on appelle mécano-sensibilité :
I’activation du lymphocyte T. Il s’agit de I’étape initiale au cours de laquelle une caté-
gorie particuliere de cellules, les lymphocytes T, recoivent un certain nombre de signaux
de la part de cellules que 1’on appelle cellules présentatrices d’antigene, contenant une
information tres précise au sujet de 'agent pathogene a éliminer. Suite a ce dialogue,
les lymphocytes T vont se différencier massivement pour mettre en place la réponse
immunitaire adaptative, c’est a dire des actions (cellulaires et/ou moléculaires) visant
a éliminer 'agent pathogene précisément désigné par les cellules présentatrices.

Le dialogue entre lymphocyte T et cellule présentatrice myéloide permettant I'acti-
vation nécessite un contact cellulaire stable et prolongé entre les deux cellules, au cours
duquel se forme ce qu’on appelle la synapse immune : un agencement de protéines de
surface particulier, support d’une signalisation intense, qui provoque des changements
tres profonds des lymphocytes T. La formation de cette synapse dépend tres fortement
des molécules impliquées dans la mécanique cellulaire, et nous savons désormais que le
lymphocyte T est capable d’exercer des forces lors du processus d’activation. Au début
de cette étude, nous avions donc pour ambition de comprendre les modalités de cette
mécano-sensibilité du lymphocyte T, et de ses implications lors de 'activation. Nous
avons cherché a apporter des réponses aux questions suivantes : les cellules présenta-
trices d’antigene myéloides ont-elles des propriétés mécaniques différentes? Si oui, la
rigidité de la cellule présentatrice influence-t-elle la formation de la synapse immune,
et le dialogue cellulaire qui en découle?

Pour répondre a la premiere question, nous avons mesuré les propriétés mécaniques
des cellules présentatrices d’antigéne, apres ou sans traitements par certains facteurs
inflammatoires, a ’aide d’un dispositif permettant d’effectuer des mesures mécaniques
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(ce qu’on appelle rhéologie) a échelle de la cellule unique, développé il y a quelques
années par ’équipe d’Atef Asnacios. Suite a cela, un chercheur post-doctorant, Michael
Saitakis, a rejoint le projet, et grace a lui nous avons pu tenter d’identifier les supports
structurels moléculaires a 'origine des variations de rigidité que nous avons identifiées.
C’est ensuite dans un effort commun que Michael Saitakis et moi avons tenté de ré-
pondre a la seconde question. Nous avons travaillé ensemble a la mise au point d’un
protocole expérimental permettant la fabrication d’hydrogels mous, mimant les rigidi-
tés des cellules présentatrices d’antigene, en associant mes compétences en rhéologie a
celles de Michael en biologie cellulaire. La mise en oeuvre de ces gels pour étudier la
mécano-sensibilité du lymphocyte T a I'activation est en cours, et nous en présenterons
les premiers résultats préliminaires.

Le manuscrit est donc organisé en cing parties. Tout d’abord, nous présenterons
le contexte général de I'étude, en s’attachant a fournir au lecteur de chaque commu-
nauté (physicien ou immunologiste) les clés nécessaires pour comprendre les enjeux
et les perspectives de la discipline complémentaire a la sienne pour cette étude. Nous
exposerons ensuite les arguments issus de la littérature permettant de supposer la
mécano-sensibilité du lymphocyte T.

Une deuxieme partie sera consacrée a la description du dispositif expérimental, et
a la présentation des résultats des mesures de mécanique cellulaire sur trois types de
cellules présentatrices myéloides : monocytes, cellules dendritiques et macrophages ;
ainsi que deux types de lymphocytes T : des lymphocytes T primaires directement
issus de sang humain (CD4%), et une lignée cellulaire communément utilisée comme
modele de laboratoire des lymphocytes T primaires : les cellules Jurkat. Nous nous
attarderons ensuite un peu sur les propriétés contractiles des macrophages, que nous
tenterons de mettre en rapport avec leur fonction phagocytaire.

Dans le troisieme chapitre, nous présenterons comment trois facteurs inflamma-
toires : TNFa+PGE; , 'IFN~ et le LPS, peuvent influencer les propriétés mécaniques
des cellules présentatrices d’antigene. Nous verrons a quel point cette information est
importante, car elle dévoile une propriété cellulaire supplémentaire susceptible d’évo-
luer en fonction des conditions inflammatoires.

Nous tenterons d’apporter des explications en terme moléculaire aux différences
de rigidité observées dans la quatriéme partie, qui comportera de nombreux résultats
obtenus par Michael Saitakis.

Enfin, le cinquieme chapitre rapportera la mise au point du protocole expérimental
pour la fabrication d’hydrogels mous, ainsi que les résultats préliminaires obtenus apres
activation des lymphocytes T par culture sur ces gels.

Je vous en souhaite une trés bonne lecture.
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Ce chapitre s’attache a fournir les connaissances nécessaires a la compréhension
du probleme posé et des motivations qui ont conduit a la réalisation de cette these.
Or il s’agit ici de faire dialoguer deux communautés : celles des biologistes spécialisés
en immunologie, et celle des physiciens spécialistes du vivant, et plus précisément des
phénomeénes mécaniques intervenant a 1’échelle cellulaire.

Aussi nous a-t-il fallu fournir pour chacune des communautés les bases nécessaires
pour comprendre les problématiques de I'autre. C’est pourquoi une premiere partie est
dédiée a une description tres globale du systeme immunitaire humain. Cette partie n’a
aucunement 'ambition d’établir un état de I'art précis sur 'activation du lymphocyte
T, mais plutot de présenter le contexte immunologique global dans lequel cette acti-
vation a lieu, afin que les physiciens qui liront ce manuscrit puissent appréhender le
sens de cette étude, et accéder aux connaissances minimales pour pouvoir replacer les
résultats qui suivront dans leur contexte fonctionnel.

Nous parlerons ensuite de mécanique cellulaire, et tenterons de décrire les évidences
expérimentales de la mécano-sensibilité cellulaire ainsi que l'importance des proprié-
tés mécaniques des cellules elles-mémes dans le fonctionnement de I'organisme. Tout
comme la premiere partie reprend les bases de I'immunologie, nous reviendrons dans
cette seconde partie sur des définitions fondamentales de mécanique, qui, loin de consti-
tuer un précis de rhéologie, ont pour objectif de permettre au lecteur d’apprécier les
arguments physiques développés tout au long de I’étude.

Enfin, nous passerons en revue les différents indices permettant de supposer une
mécano-sensibilité du lymphocyte T lors de son activation par les cellules présentatrices
d’antigene. Nous verrons également dans cette derniére partie comment I'inflammation
est susceptible de modifier les propriétés mécaniques des cellules présentatrices. Ceci
nous conduira aux principaux objectifs de cette these : déterminer si les cellules pré-
sentatrices d’antigene myéloides possedent des rigidités différentes, modulées ou non
par des conditions inflammatoires, et identifier si ces différences mécaniques suffisent a
moduler 'activation du lymphocyte T.
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Contexte immunologique

1.1 Contexte immunologique

1.1.1 Immunologie générale

Le corps humain est un lieu de villégiature tres convoité par de nombreux orga-
nismes : les nutriments y sont abondants, et il y regne une température stable et
favorable aux échanges biochimiques. Chaque jour, nombre d’entre eux essaient d’y
pénétrer, de s’y installer et de détourner la machinerie biologique a leur profit. Au
cours des millénaires s’est alors développé un systeme de défense permettant de trier
parmi les intrus et de lutter contre ceux qui compromettent le bon fonctionnement de
I’organisme.

Ce systeme hautement complexe rassemble de nombreux acteurs cellulaires et tis-
sulaires désignés par le terme de systeme immunitaire, dont les modes d’action sont
tres variés. L’ensemble de ces mécanismes d’action hautement intégrés sont regroupés
sous le terme d’'immunité.

L’immunité remplit quatre fonctions principales : la reconnaissance immunologique,
c’est a dire la capacité a détecter la présence d'un agent microbien au sein de 1’orga-
nisme ; la lutte contre 'infection, c¢’est a dire la limitation ou la destruction des souches
infectieuses ; la tolérance immunitaire, qui vise a s’assurer que les modalités de des-
truction ne se retournent pas contre 'organisme lui-méme (ce qui, le cas échéant, est
désigné par le terme tres médiatisé de maladie auto-immune) ; et la mémoire immuni-
taire, qui permet a un individu infecté par un pathogene de répondre plus efficacement
si une nouvelle infection par ce méme pathogene se produit.

Classiquement, on divise les mécanismes permettant de remplir les fonctions im-
munitaires en deux catégories : I'immunité innée et I'immunité adaptative. Nous allons
voir que ces deux types d’immunité sont en fait intimement imbriqués, et menés en
parallele. La multiplicité des modes d’action qui en découlent est telle qu’elle nécessite
de nombreux dialogues cellulaires et fait intervenir des processus de régulation tres
complexes. Loin d’en proposer une description exhaustive, nous allons nous concentrer
sur les mécanismes fournissant le cadre contextuel de notre étude : I'inflammation et
I'activation du lymphocyte T.

Immunité innée, immunité adaptative

Immunité innée et adaptative séparent de maniere conceptuelle des modes d’action
semblables selon qu’ils sont dirigés de maniere indifférenciée contre tout pathogene, ou
ciblés sur un agent pathogene unique et précisément identifié.

L’immunité innée désigne les mécanismes mis en place de facon indifférenciée
contre un pathogene lorsqu’il pénetre dans 'organisme. Un des mécanismes les plus
spectaculaires en est la phagocytose, ¢’est a dire I'internalisation de particules ou micro-
organismes par des cellules spécialisées - les phagocytes - et leur dégradation dans des
vacuoles tres acides appelées phagosomes [Aderem & Underhill, 1999 (figure 1.1). On
regroupe également sous le terme d’immunité innée I’élimination de cellules infectées ou
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FIGURE 1.1 — Phagocytose d’une bactérie par un phagocyte 1) Les récepteurs
du phagocyte détectent la bactérie 2) Internalisation de la bactérie 3) Formation du
phagosome et dégradation du pathogene 4) Elimination des débris phagocytaires par
exocytose.

tumorales par les cellules NK (cellules lymphoides responsables de la cytotoxicité non
spécifique), et des facteurs moléculaires comme la cascade du complément, qui permet
la neutralisation d’agents pathogenes et déclenche leur phagocytose (figure 1.2).

On ne retrouve L’immunité adaptative que chez les vertébrés. Elle consiste en
une action spécifiquement ciblée contre une infection par un pathogene préalablement
identifié. Elle permet de concentrer les ressources de I'organisme sur I’élimination dun
type de pathogene particulier et d’apporter ainsi une réponse plus efficace contre I'agent
pathogene.

L’immunité adaptative repose sur des interactions moléculaires permettant la re-
connaissance spécifique d’un antigene, soit par les récepteurs des lymphocytes T et B
(que 'on appelle TCR et BCR pour T et B Cell Receptor respectivement), soit par un
anticorps . Les anticorps, également appelés immunoglobulines, ont la propriété remar-
quable de se lier de fagon tres spécifique a une molécule complémentaire, I’antigene,
présente a la surface des cellules infectées ou des agents microbiens. Leur structure
tres particuliere permet une fonction duale. Une région variable constitue le lieu de
fixation et d’identification de ’antigene, tandis qu'une région est commune a tous les
anticorps (région constante), ce qui permet aux agents du systéme immunitaire de les
reconnaitre et leur confeére leurs fonctions effectrices [Helm et al. , 1996] (figure 1.3).
Ainsi, un anticorps soluble peut servir d’opsonine spécifique pour un antigene donné et
déclencher sa phagocytose par des cellules de 'immunité innée ; tandis que les anticorps
transmembranaires (ou le récepteur du lymphocyte B, BCR) permettent aux cellules
effectrices de la réponse adaptative de reconnaitre leur cible. Chaque anticorps est ca-
pable de se lier a un nombre tres restreint d’antigenes : cette propriété remarquable
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Fi1GURE 1.2 - Exemple d’opsonisation : une bactérie est recouverte par des molécules
solubles (ici le complément), ce qui la neutralise. Un phagocyte reconnait les molécules
du complément a la surface de la bactérie, ce qui permet de déclencher la phagocytose
du microbe.

d’affinité sélective est la base sur laquelle se construit I'immunité adaptative.

Réponse inflammatoire

Le terme d’inflammation reviendra souvent dans ce manuscrit. Il désigne un en-
semble de réactions locales mises en place pour contenir une infection ou une lésion
[Medzhitov, 2008]. Lorsqu’un micro-organisme parvient & traverser une des parois épi-
théliales (peau, intestin, parois alvéolaires), sa présence est détectée par des cellules
"sentinelles" d’origine myéloide [Mekori & Metcalfe, 2000]. Ces cellules vont sécréter
des protéines particulieres, des cytokines et des chimiokines, pour recruter du renfort
et organiser la réponse : c’est la phase d’alerte [Svanborg et al. , 1999].

Cytokines et chimiokines sont des petites protéines qui se ressemblent. Cependant,
leur role differe : les cytokines sont des messagers en charge d’orchestrer I'action cel-
lulaire locale; tandis que les chimiokines sont pourvues d’'un role chemo-attractant
permettant un recrutement efficace des cellules et molécules du systeme immunitaire
sur le lieu de l'infection [Kunkel & Butcher, 2002], [Ono et al. , 2003].

La sécrétion des cytokines et chimiokines a par ailleurs un effet vasoactif : elle induit
une augmentation du volume sanguin, une vasodilatation et une augmentation de la
perméabilité capillaire. C’est la phase vasculaire. Ce sont ces effets qui sont respon-
sables des rougeurs, gonflement et échauffements que I'on observe sur une plaie ou une
piqtire (figure 1.4). Ces perturbations vasculaires facilitent I'arrivée des molécules et
cellules de 'immunité responsables de la phase effectrice : elles appliquent alors leurs
mécanismes de défense moléculaires et cellulaires pour éliminer l'infection (opsonisa-
tion, phagocytose, cytotoxicité).

Si 'infection persiste, une réponse inflammatoire chronique se met en place. Cer-
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plusieurs épitopes :
Image tirée de [Janeway et al. , 2009]
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Figure 1-13 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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FIGURE 1.3 — Les Anticorps possedent une structure tres particuliere, inti-
mement liée a leur fonction. A) Le fragment variable permet la reconnaissance
spécifique de 'antigene, tandis que le fragment constant confere toutes les propriétés
effectrices : il est reconnu par les cellules du systéme immunitaire, qui déclenchent en-
suite phagocytose ou cytotoxicité. B) Un anticorps possede un épitope unique, c’est a
dire qu’il n’est capable de reconnaitre qu'un motif précis qu’il peut rencontrer parmi
un nombre tres restreint d’antigénes. Cependant un antigene présente généralement
il est possible que plusieurs anticorps soient capables de s’y lier.
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taines cytokines, comme le TNFa dont nous parlerons plus loin, sont susceptibles d’ac-
quérir une fonction endocrine lorsqu’elles sont produites a une concentration suffisante,
ce qui leur permet d’agir sur plusieurs organes différents : on parle alors de réponse
systémique. La moelle osseuse et le foie, respectivement responsables de la fabrication
des cellules et des molécules de I'immunité, sont alors sollicités, et le systéeme nerveux
central provoque des réponses globales : fievre, tachycardie, hyperventilation [Tracey,
2002]. Lorsque le danger est écarté, suit enfin une phase de réparation ou les lésions
et les dommages tissulaires sont résorbés, passant par l'intervention de signaux anti-
inflammatoires.

Quelques cytokines particulieres

Lors de ce travail de these, nous avons étudié I'effet de quelques uns de ces messagers
inflammatoires sur les propriétés mécaniques globales de certaines celules myéloides.
En voici la liste accompagnée de leurs propriétés principales :

- L’interféron gamma (IFN7) est une cytokine sécrétée majoritairement par
certains lymphocytes T et les cellules NK, et dans une moindre mesure par
les lymphocytes B et les cellules présentatrices d’antigéne (monocytes, macro-
phages, cellules dendritiques, cf paragraphe 1.1.2). Son action principale est la
stimulation des macrophages, qui accroissent alors leurs facultés de présenta-
tion d’antigeéne, leur activité lytique et leur sécrétion cytokinique. L'TFN~y est
aussi impliqué dans le recrutement cellulaire de la réponse inflammatoire, en sti-
mulant la sécrétion de chémo-attractants des cellules de la réponse adaptative,
ainsi que la production de molécules d’adhésion nécessaires au recrutement des
lymphocytes [Schroder et al. , 2004a]. Par ses fonctions multiples, I'TFN~ est un
véritable orchestrateur moléculaire de la réponse inflammatoire.

- Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) est initialement sécrété par
les macrophages et mastocytes primo-arrivants sur le site infectieux. Le signal
est ensuite amplifié par certains lymphocytes T. Ses effets sont multiples, et
dose-dépendants [Pfeffer, 2003]. A faible dose, il permet I'adhésion des leuco-
cytes sur I’endothélium, et la sécrétion de chimokines par les macrophages et
les cellules endothéliales. Lorsque sa concentration devient suffisamment élevée,
il agit au niveau systémique. Il stimule la production de certaines protéines in-
flammatoires par le foie, comme la protéine C réactive qui apparait dans les
bilans sanguins. Il accéléere également I’hématopoicse! et joue sur le systéme
nerveux central. Cependant, si sa concentration devient trop importante, il est
responsable du choc septique. Celui-ci peut aller jusqu’a provoquer une chute
brutale de la pression artérielle, le plus souvent suivie de la mort de 'individu
[Levine et al. , 1990].

- La prostaglandine E2 (PGE2) est une petite molécule dérivée de I'acide
arachidonique. Elle promeut la vasodilatation et le recrutement massif de neu-

1. ’hématopoiese est le processus de fabrication de leucocytes a partir de cellules souches dans la
moelle osseuse. Ce processus est détaillé au chapitre 1.1.2.
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FIGURE 1.4 — Réaction inflammatoire précoce. Lorsqu'une partie de la paroi épi-
théliale est 1ésée, les neutrophiles, mastocytes, macrophages et cellules dendritiques
sont les premiers arrivés sur le lieu de 'infection. Des la détection de présence de bac-
téries, les mastocytes sécretent des cytokines et chimiokines, qui ont un effet sur le
réseau capillaire : vasodilatation, ralentissement de 1’écoulement sanguin, augmenta-
tion de la perméabilité capillaire. Ces conditions sont nécessaires pour permettre le
recrutement de renforts. Les macrophages les assistent dans cette opération, tout en
exercant une activité phagocytaire ; tandis que les cellules dendritiques migrent vers les
ganglions lymphatiques pour activer I'immunité adaptative. Cytokines et chimiokines
inflammatoires sont ainsi au coeur de 'orchestration des réponses immunitaires innées
et adaptatives. Image adaptée de [Espinosa & Chillet, 2010].

14



Contexte immunologique

trophiles, de redoutables phagocytes a la durée de vie tres courte, arrivant mas-
sivement des les premieres minutes d’une infection. Mais elle est surtout connue
pour son action sur les cellules dendritiques : en présence d’IL1 et de TNFa, elle
promeut la maturation des cellules dendritiques et leur migration aux ganglions
lymphatiques [Kalinski, 2012], [Guermonprez et al. , 2002]. Son rdle est néan-
moins controversé, car elle est capable d’actions immuno-stimulatrices comme
inhibitrices, et la compréhension des mécanimes sous-jacents n’est pas encore
totale a ce jour.

- Enfin, nous nous sommes intéressés au lipopolysaccharide (LPS), une longue
molécule se trouvant sur la paroi des bactéries gram-négatives. Ce n’est pas une
cytokine, dans le sens ou ce n’est pas une molécule secrétée par une cellule du
corps humain dans un but de signalisation, mais elle revét néanmoins un réle de
messager. Sa présence est directement reconnue par les phagocytes et déclenche
immédiatement la phagocytose. Le LPS peut également étre présenté par les cel-
lules endothéliales tapissant les vaisseaux sanguins pour signaler un probleme
dans un tissu sous-jacent et contribuer ainsi au recrutement leucocytaire.

Nous sommes loin d’avoir énuméré toutes les cytokines mises en jeu lors d’une réponse
inflammatoire, qu’elle soit aigilie ou chronique. Mais cet apercu laisse a voir que la voie
cytokinique inflammatoire permet de réguler des effets tres divers, a la fois localement
et a I’échelle de I'organisme : elle est un des piliers du dialogue entre réponse innée et
réponse adaptative [Luster, 2002].

Initation de la réponse adaptative

La réponse adaptative, nous ’avons vu, est une arme extrémement efficace contre
I'invasion d’un pathogene. Mais comme toute arme puissante, il convient d’en sécuriser
I’acces. Dans le corps humain, la réponse adaptative n’est déclenchée qu’apres 'acti-
vation du lymphocyte T. Cette cellule, autour de laquelle gravite notre étude, peut
étre définie comme le véritable chef d’orchestre de I'immunité adaptative. Comme nous
le verrons dans le paragraphe 1.1.4, il organise les réponses cellulaires pour mettre en
place des stratégies homologues a celles de I'immunité innée - opsonisation, cytotoxi-
cité, phagocytose - mais mettant en jeu cette fois des cellules lymphoides exprimant
des récepteurs tres spécifiques, agissant par conséquent de fagon circonscrite contre des
cibles bien déterminées.

L’activation du lymphocyte T s’effectue par I'intermédiaire de cellules présentatrices
d’antigene d’origine myéloide. Ce sont des cellules qui sont capables de digérer un pa-
thogeéne et d’en présenter des fragments - les antigenes - a leur surface. Lorsqu’elles
rencontrent le lymphocyte T possédant le TCR complémentaire 2, un dialogue intense
s’établit, qui influence le devenir du lymphocyte T (voir paragraphe 1.1.3.). Certaines,
comme les cellules dendritiques, sont capables de migrer jusqu’aux organes lymphoides
et patrouiller parmi les cellules présentes jusqu’a la rencontre avec le bon lymphocyte
T'! Dans cette étude, et nous verrons plus loin pourquoi, nous nous sommes penchés

2. Nous reviendrons sur les détails moléculaires de la présentation antigénique au paragraphe 1.1.3

15



Mise en situation

sur les modifications des propriétés mécaniques des cellules présentatrices d’antigene
myéloides en milieu inflammatoire. Prenons donc le temps de faire plus ample connais-
sance avec celles qui vont nous accompagner tout au long de ce manuscrit.

1.1.2 Supports cellulaires de la réponse immunitaire
Hématopoiéese : généalogie des cellules présentatrices d’antigene

Toutes les cellules du systéme immunitaire, que I’on regroupe sous le terme de leu-
cocytes, prennent naissance dans la moelle osseuse. Elles dérivent toutes d’une cellule
souche particuliere, la cellule souche hématopoiétique. La différenciation de cette cel-
lule souche, que l'on appelle hématopoiese, donne lieu a deux lignées distinctes : la
lignée myéloide et la lignée lymphoide (figure 1.5).

La lignée myéloide se divise a son tour en deux sous-lignées : la lignée monocytaire,
dans laquelle figurent les monocytes, macrophages et cellules dendritiques, sur laquelle
porte notre étude; et la lignée granulocytaire, comprenant neutrophiles, éosinophiles
et basophiles, que nous ne mentionnerons pas davantage. Quand a la lignée lymphoide,
elle contient comme son nom laisse le deviner tous les lymphocytes : lymphocytes T,
lymphocytes B et cellules NK [Espinosa & Chillet, 2010].

L’emprunt de telle ou telle voie de différenciation dépend de signaux dispensés par
des cellules de la moelle osseuse, les cellules stromales, qui sont transmis soit via des
interactions membranaires, soit via des facteurs solubles [Zhu & Emerson, 2002]. 11 est
possible de reproduire certaines de ces voies de différenciation par 1’ajout in vitro de
ces facteurs, pourvu que la dose et le moment soient bien choisis. C’est cette technique
qui nous a permis d’obtenir des cellules présentatrices d’antigene myéloides a partir
de progéniteurs extraits de sang humain (cf chapitre 2.2.1). Cependant, parmi toutes
les cellules obtenues par hématopoiese, seules certaines ont des fonctions présentatrices
d’antigene, et nous allons maintenant détailler les caractéristiques de celles qui nous
ont occupés pendant cette étude.

Monocytes

Les monocytes sont des leucocytes d’assez petite taille (environ 7um de diametre)
que l'on trouve essentiellement dans le sang. Ils sont principalement phagocytaires, mais
sont également capables de présentation d’antigene. En laboratoire, il est facile de les
isoler & partir de sang humain car ils présentent a leur surface un marqueur spécifique,
le CD14. Treés mobiles, ils migrent rapidement vers les tissus ou ils se différencient
en macrophages ou en cellules dendritiques selon les cytokines présentes [Espinosa &
Chillet, 2010]. Ils constituent donc une réserve de cellules dendritiques et macrophages
neufs, se tenant a disposition pour rejoindre n’importe quel lieu d’infection le plus
rapidement possible. Ainsi, en extrayant des monocytes directement a partir de sang de
donneurs sains, sommes-nous capables de produire, in vitro au laboratoire, des cellules
dendritiques et macrophages aux caractéristiques semblables aux cellules différenciées
in vivo a partir des mémes monocytes [Ancuta et al. , 2000; Andreesen & Kreutz, 1994]
(voir paragraphe 2.2.1).
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FiGURE 1.5 — Hématopoiese. Toutes les cellules du systéme immunitaire sont issues
d’une cellule souche résidant dans la moelle osseuse : la cellule souche hématopoiétique.
Deux voies de différenciation principales peuvent étre distinguées : la lignée myéloide et
la lignée lymphoide. On retrouve dans la lignée lymphoide les lymphocytes T, B et la
cellule tueuse NK. La lignée myéloide est plus vaste, et contient la lignée monocytaire
(monocytes, macrophages et cellules dendritiques), et la lignée granulocytaire. C’est
également a la lignée myéloide qu’appartiennent les mastocytes, et on y trouve aussi
les progéniteurs des érythrocytes (globules rouges) et des plaquettes, non représentés
ici par souci de clarté.

Macrophages

Les macrophages sont beaucoup plus gros que les monocytes (environ 17um ), et
leur surface est tres irréguliere. Ils sont les phagocytes professionnels et multi-taches.
Leur appareil de Golgi est tres actif, ce qui leur permet de fabriquer en grande quan-
tité les enzymes du phagosome ainsi que les cytokines inflammatoires. Ils expriment de
nombreux récepteurs a leur surface capables de reconnaitre des fragments bactériens
comme le LPS, ou de lier des opsonines (anticorps ou complément). On les trouve prin-
cipalement résidant dans les tissus, ou ils phagocytent débris, résidus apoptotiques,
ou micro-organismes. Une fois activés, notamment en présence d’IFN~, ils deviennent
présentateurs d’antigéne et sont capables d’entamer un dialogue intense avec une sous-
population de lymphocytes T effecteurs, les lymphocytes Th?, participant & I'ampli-
fication et la régulation de la réponse adaptative initiée par les cellules dendritiques
[Unanue, 1984; Janeway et al. , 2009].

3. voir paragraphe 1.1.4
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Cellules Dendritiques

On reconnait les cellules dendritiques a leur forme étoilée et irréguliere, de taille
moyenne (11um environ). Résidentes dans les tissus conjonctifs, la peau et les mu-
queuses, elles sont capables d’ingérer a peu pres n’importe quel type de pathogene
et d’en exposer des fragments a leur surface sous forme d’antigene. Elles possedent
notamment de nombreux récepteurs viraux pour favoriser I’entrée des virus dans leur
cytoplasme. Pour n’importe quel autre type cellulaire, faciliter autant ’entrée des virus
serait du suicide. Mais les cellules dendritiques détournent les stratégies virales et di-
gerent les virus en fragments pour permettre la présentation massive d’épitopes viraux
[Janeway et al. , 2009]. Ce sont de véritables activatrices professionnelles et des présen-
tatrices d’antigene tres efficaces [Cella et al. , 1997], [Banchereau & Steinman, 1998].
En effet, la rencontre avec le pathogene cumulée a la présence de cytokines comme
TNFa+PGE; déclenche leur maturation au cours de laquelle elles changent de forme
et se hérissent de dendrites (figure 1.6) [Rieser et al. , 1997]. Elles entament alors une
migration vers les organes lymphoides ou résident les lymphocytes T naifs, qu’elles sont
les seules & pouvoir sensibiliser [Liwski et al. , 2006]. On le voit donc ici : les cellules
dendritiques n’ont pas a proprement parler de role effecteur de la réponse immunitaire,
dans le sens ou elles ne sont pas directement impliquées dans les mécanismes immuns
(elles ne sont capables ni de phagocytose, ni de sécrétion d’anticorps, ni de sécrétion
de molécules cytotoxiques). Ce sont plutot des messagers responsables de 1'alerte qui
permettra de mettre en place I'immunité adaptative dans toute son efficacité.

Lymphocyte B

Le lymphocyte B est le support de la réponse adaptative humorale, c’est a dire la
sécrétion d’anticorps solubles. A I’état quiescent, il est de petite taille : environ 7pum
de diameétre [Chapman et al. , 1981]. On le trouve résidant dans la périphérie des
ganglions lymphatiques, mais aussi circulant dans le sang et la lymphe. Comme pour
le lymphocyte T, chaque lymphocyte B présente a sa surface un récepteur spécifique
d’un antigene donné que ’on appelle BCR. Il s’agit en fait d’une molécule de structure
identique aux anticorps, mais possédant un domaine transmembranaire lui permettant
son ancrage a la surface du lymphocyte B. Son activation est déclenchée par la liaison
a la membrane du BCR avec 'antigene complémentaire, mais nécessite I'intervention
d'un type de cellules T effectrices sans lesquelles 'activation n’a pas lieu. Une fois
activé, le lymphocyte B va proliférer massivement et se différencier en plasmocyte qui
a pour fonction la sécrétion massive d’anticorps. Les anticorps solubles vont agir pour
a la fois neutraliser le pathogene, faciliter sa phagocytose apres opsonisation, et activer
le systeme du complément [Janeway et al. , 2009].

Les cellules présentatrices, hautement sensibles a leur environnement

Parmi les cellules présentatrices énumérées, nous venons de voir que chacune d’entre
elles est capable de répondre a des stimuli de type inflammatoire qui engendrent une
modification de leur phénotype : les monocytes rejoignent les tissus pour s’y différencier,
les macrophages deviennent plus phagocytaires, améliorent leurs capacités lytiques, sé-
cretent d’avantage de cytokines et costimulent les lymphocytes Th ; quand aux cellules
dendritiques, elles changent radicalement de phénotype pour acquérir leur statut de
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FIGURE 1.6 — Maturation des cellules dendritiques : Les cellules dendritiques
ingerent la quasi-totalité des pathogenes qu’elles rencontrent et en présentent des frag-
ments a leur surface. En fonction des signaux présents, elles peuvent changer de phéno-
type et migrer vers les organes lymphoides pour activer les cellules T naives. Source :

[Janeway et al. , 2009].
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FI1GURE 1.7 — Cellules présentatrices d’antigene. Clichés de cellules présentatrices
d’antigéne obtenues par microscopie a balayage. A) Monocyte ; B) Cellule dendritique
immature ; C) Macrophage ; D) Cellule dendritique mature. La variété de leur morpho-
logies est frappante. Clichés de M. Saitakis, U932, Institut Curie.

cellules présentatrices professionnelles.

Par ailleurs, sur la figure 1.7, la variété de leur taille et de leur morphologie est
frappante. Leur morphologie est notamment susceptible d’étre modifiée par des condi-
tions inflammatoires : le cas des cellules dendritiques est spectaculaire! La est le point
de départ de notre étude : ces différences morphologiques influencent-elles la nature du
dialogue établi avec le lymphocyte T 7 Sont-elles les témoins de propriétés mécaniques
différentes 7 Ces propriétés mécaniques sont-elles susceptibles d’étre affectées par des
conditions inflammatoires 7 Cela influence-t-il le dialogue entre lymphocyte T et cellule
présentatrice 7 Telles sont les questions auxquelles nous avons consacré notre travail.
Mais avant d’apporter des éléments de réponse, intéressons-nous de plus pres a la na-
ture du contact établi entre lymphocyte T et cellule présentatrice d’antigene, ainsi qu’a
ses conséquences sur le lymphocyte T et la mise en place de la réponse adaptative.

1.1.3  Activation du lymphocyte T : un échange intense de cellule a cellule
Présentation d’antigéne : détails moléculaires

Une fois détecté et ingéré, 'antigene est morcelé a I'intérieur de la cellule présenta-
trice et les fragments ainsi obtenus sont couplés a des molécules transmembranaires que
le lymphocyte T peut reconnaitre : les molécules du complexe majeur d’histocompati-
bilité (CMH) (figure 1.8) [Schwartz et al. , 1979; Allen, 2007; Babbitt et al. , 1985]. Les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité liées au peptide antigénique sont
reconnues par un complexe a la surface du lymphocyte T : le récepteur du lymphocyte
T (ou TCR pour T Cell Receptor). Comme les anticorps, le TCR est composé d'un
domaine constant et d’'un domaine variable. Le domaine variable constitue le site de
fixation du complexe CMH-peptide, et il est unique pour chaque lymphocyte T : c’est
cette unicité qui fonde le principe de 'immunité adaptative.
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FIGURE 1.8 — Supports moléculaires de la présentation antigénique. Les an-
ticorps générés aléatoirement se lient a des antigenes. Le TCR a la caractéristique
particuliere de se lier a un épitope unique, qui est souvent enfoui au sein de I'antigene.
Les cellules présentatrices se chargent de digérer 'antigene et d’en présenter des frag-
ments peptidiques au sein des molécules du CMH. La reconnaissance allostérique du
complexe CMH-peptide par le TCR déclenche I'activation du lymphocyte T. Figure
tirée de [Janeway et al. , 2009].

Cependant, le TCR ne possede pas de domaine cytoplasmique fonctionnel : sa seule
présence ne suffit pas a déclencher des cascades de signalisation intracellulaires. Il est
toujours couplé a un autre complexe appelé CD3 [Smith-Garvin et al. , 2009], dont
la présence est nécessaire a 'activation du lymphocyte T et permet la transduction
du signal. De nombreux co-stimulateurs se groupent également autour du TCR pour
permettre amplification du signal [Saito et al. , 2010; Liwski et al. , 2006] (figure 1.9).

Lorsque le contact est établi, et sous certaines conditions de changement de confor-
mation et de ségrégation des TCRs sur lesquelles nous reviendrons plus loin ; les molé-
cules transmembranaires de la zone de contact se réorganisent, et forment des aggrégats
appelés micro-clusters, nécéssaires pour déclencher la signalisation précoce amont a l'ac-
tivation du lymphocyte T [Irvine et al. , 2002]. Cette zone de contact treés structurée,
dynamique, a la durée de vie étendue et aux fonctions essentielles a été dénommée sy-
napse immune, en référence aux synapses neurologiques, bien qu’elles different autant
par leur nature que par leur fonction.

La synapse immune

La synapse immune, une fois arrivée a maturation est organisée en structures
concentriques (figure 1.10). L’organisation spatiale des anneaux successifs ainsi que
les protéines qui s’y trouvent ont été identifiées par Monks et al. [1998]. La région
centrale, aussi désignée par le nom de complexe d’activation supramoléculaire central
(cSMAC) abrite le TCR et des protéines co-activatrices. On trouve dans la premiere
couronne, appelée également complexe d’activation supramoléculaire périphérique (pS-
MAC), la protéine LFA1, qui est une intégrine, c’est a dire qu’elle appartient a une
classe de protéines transmembranaires qui relient I’environnement extérieur de la cel-
lule aux éléments mécaniques internes de la cellule sur lesquelles nous reviendrons plus
tard (paragraphe 1.2.2). La seconde couronne, que I'on nomme par complexe d’acti-
vation supramoléculaire distal (ASMAC), abrite des molécules encombrantes comme
CD43 et CD45 qui sont exclues de la zone de contact, et est également une zone de
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FiGURE 1.9 - TCR et co-stimulateurs. Le TCR seul ne permet pas de transmettre
un signal. I1 se lie au complexe transmembrannaire CD3, ainsi qu’a une protéine trans-
membranaire majoritairement cytosolique appelée chaine (. CD3 et chaine ( présentent
des sites de phosphorylation (ITAMs), points de départ de la cascade de signalisation.
Figure tirée de [Janeway et al. , 2009).

haute mobilité membranaire [Dustin et al. , 2010].

L’assemblage de toutes ces protéines de signalisation est un procédé complexe ré-
pondant a une cinétique déterminée [Grakoui et al. , 1999]. Leur concentration au sein
de la synapse immune autorise un dialogue tres précis entre un lymphocyte et une
cellule présentatrice, qui dure plusieurs heures. De nombreuses molécules de signali-
sation intracellulaires interagissent avec les domaines cytoplasmiques des complexes
transmembranaires présents. Le fait de les rassembler en un lieu d’échange unique et
intense permet d’intégrer et de moduler la réponse de facon tres fine en fonction des
signaux des molécules présentes a la surface de la cellule présentatrice.

Signalisation précoce

La signalisation sous-jacente a la synapse immune est éminemment complexe, et in-
duit des changements d’activité cellulaire (métabolisme, cycle cellulaire, remodelage du
cytosquelette, induction de I'expression de genes). Il est désormais admis que la signali-
sation induite par 'engagement du TCR n’est pas un évenement linéaire, mais consiste
plutot en des processus de régulation complexes, rétroagissant a de nombreuses étapes
[Smith-Garvin et al. , 2009]. Nous n’en proposerons pas une description exhaustive ici,
mais nous nous devons toutefois de mentionner les quelques protéines principales qui
interviendront plus tard dans nos expériences et discussions.

Le premier évenement suivant la détection de 'antigene spécifique est la phospho-
rylation des chaines cytoplasmiques du CD3. Les mécanismes permettant l'initiation
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FIGURE 1.10 — Structure de la synapse immune : a) vue de profil représentant une
sélection des complexes ligand-récepteur et molécules de signalisation impliqués dans la
reconnaissance antigénique du lymphocyte T (a gauche) en contact avec une cellule pré-
sentatrice (& droite). Les flecches montrent que ’addition des signaux amont entrainent
l'activation du lymphocyte T. b) vue de dessus, la synapse immune est organisée en
cercles concentriques. La région centrale rassemble les molécules du complexe supra-
moléculaire d’activation central (¢SMAC, marron), la couronne périphérique contient
principalement des molécules d’adhésion intercellulaires (pSMAC, vert) et la région

distale (ASMAC, gris) est une zone de haute mobilité membranaire. [Huppa & Davis,
2003).
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FIGURE 1.11 — Signalisation apres engagement du TCR L’engagement du TCR
engendre un grand nombre de cascades de signalisation qui déterminent le devenir cel-
lulaire en régulant la production de cytokines, la différenciation et la prolifération cel-
lulaire. Un des évenements précoces est la phosphorylation du domaine cytoplasmique
du co-récepteur CD3. La protéine Zap70 est recrutée, ce qui permet son activation
et la phosphorylation de protéines adaptatrices dont LAT et PLC~1, qui a leur tour
induisent un véritable ballet moléculaire. De nombreux points de régulation sont pos-
sibles a travers ces échanges complexes, permettant de couvrir un tres large éventail
de modifications métaboliques possibles. A ces régulations s’ajoutent celles apportées
par les nombreux co-récepteurs de surface, comme LFA1 ou CD28. Source de 'image :
site web de Cell Signaling Technology, Inc.
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du signal sont a ce jour toujours controversés, mais impliquent probablement une com-
binaison de regroupement, ségrégation et changement conformationnel de protéines
transmembranaires ou sous-jacentes a la synapse immune [van der Merwe & Dushek,
2011]. La présence de co-récepteurs, comme CD4 par exemple, capables de se lier au
méme complexe CMH-peptide permet d’amplifier le signal [Saito et al. , 2010].

Une des conséquences de ces phosphorylations est le recrutement de la protéine
kinase ZAP70, qui phosphoryle la protéine LAT. LAT a la propriété particuliere d’étre
présente dans des radeaux lipidiques, et sa fonction principale est de fournir des zones
d’ancrage sous la membrane pour permettre la formation de complexes de signalisation
primordiaux. Notamment, la phosphorylation de LAT induit sa liaison directe avec la
protéine PLC~1, qui a son tour se lie a SLP76, permettant 1’agrégation d'un com-
plexe cytoplasmique faisant intervenir un nombre croissant de molécules [Zhang et al.
, 1998a,b; Finco et al. , 1998].

Un des phénomenes notoires que 'on trouve a la suite de la formation de ces com-
plexes est 'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire, expliquée a
la fois par un relarguage de calcium stocké dans des compartiments intracellulaires et
par une ouverture de canaux calciques [Imboden & Stobo, 1985]. L’augmentation de la
concentration en calcium agit sur des facteurs de transcription influencant ’activation,
la différenciation, la prolifération et les fonctions effectrices des lymphocytes activés
[Savignac et al. , 2007].

Tous ces processus sont concomitants de la mise en place topographique de la
synapse immune. Celle-ci requiert par ailleurs l'intervention active du cytosquelette,
modulée par des molécules intervenant dans ces cascades, comme LAT, Wasp Rac et
Cdc42 (figure 1.11) [Bunnell et al. , 2001].

La formation de la synapse immune nécessite des changements de forme cellulaire

Notons au passage les aspects de mécanique cellulaires mis en jeu lors de ’agen-
cement de la synapse immune. En effet, les cellules présentatrices, tout comme les
lymphocytes T, doivent modifier au moins localement leur forme pour pouvoir per-
mettre a une telle structure de s’établir.

Le role du cytosquelette* dans la mise en place de la synapse immune est fonda-
mental, et nous nous y attarderons plus longuement dans le paragraphe 1.3.1. Nous
pouvons néanmoins signaler ici que le lymphocyte T subit une séquence de polarisations
successives. En phase de migration, c’est a dire lorsque la cellule scanne les surfaces
des cellules présentatrices jusqu’a la rencontre CMH-peptide, le centrosome, noeud de
polarisation de la cellule, est situé a I'arriere du corps cellulaire, dans une zone appelée
uropode. Une fois le contact engagé, la formation d’une synapse immune implique le
rappatriement du centrosome entre le noyau et 'interface avec la cellule présentatrice
(voir figure 1.12) [Huppa & Davis, 2003; Dustin et al. , 2010].

4. Le cytosquelette désigne I’ensemble des protéines cytoplasmiques sur lesquelles reposent 1’ar-
chitecture de la cellule, qui sont donc responsable de sa forme et de son intégrité mécanique (voir
paragraphe 1.2.2)

25



Mise en situation

FIGURE 1.12 — Polarisation du lymphocyte T au cours de la mise en place
de la synapse immune. En phase de migration, le centrosome du lymphocyte T est
situé a larriere de la cellule, a I'uropode. Lorsque le lymphocyte T (& gauche) détecte
le complexe CMH-peptide complémentaire a son TCR sur une cellule présentatrice (a
droite), il ralentit et stoppe sa phase migratoire. Le centrosome est relocalisé entre
le noyau et l'interface, ou certaines molécules (TCR, jaune) sont recrutées alors que
d’autres comme CD43 (en gris), par exemple, sont exclues. [Huppa & Davis, 2003]

Il a été montré par ailleurs que de brefs contacts transitoires étaient établis entre
la cellule T et une surface activatrice pour permettre la rencontre TCR-CMH-peptide.
Cette breve période de tatonnement précede une phase d’étalement linéaire, suggé-
rant qu'une "décision" d’étalement, c’est a dire de changement de forme cellulaire, a
été prise a partir d’informations biochimiques scannées a la surface [Cretel et al. , 2010].

La présence de la molécule LFA1 a la périphérie du complexe d’activation supra-
moléculaire central ne semble pas non plus étre anodine. LFA1 est une intégrine?®, et
sa localisation au pourtour du complexe d’activation supramoléculaire central rappelle
les couronnes d’actine que 1’on retrouve lors de la mitose ou du refermement d’un tissu
épithélial [Satterwhite & Pollard, 1992; Bement et al. , 1993]. Nous verrons plus loin
que cette couronne de LFA1 est effectivement accompagnée d’un anneau d’actine dans
la partie cytoplasmique de la synapse. Il est supposé que la fonction premiere de LFA1
serait de permettre au lymphocyte T motile de ralentir pour favoriser la rencontre
TCR-MHC-peptide, par de signaux forts d’adhésion; et par la suite de stabiliser le
contact en fournissant l'infrastructure mécanique [Dustin et al. , 2010].

Ces quelques exemples instillent 1'idée que la mécanique cellulaire et moléculaire
pourrait jouer un role prépondérant dans ’activation précoce du lymphocyte T. Nous

5. Les intégrines sont des protéines transmembranaires liées au cytosquelette d’actine permettant
la liaison entre 'extérieur de la cellule et les acteurs cytoplasmiques de la mécanique cellulaire. Ces
propriétés particulieres en font des mécanotransducteurs de premier choix (paragraphes 1.2.2 & 1.2.4)
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reviendrons sur ces aspects plus en détail dans la partie 1.3.

Différentes cellules présentatrices, différentes synapses

Il est également intéressant de comparer la forme que prend le lymphocyte T lors-
qu’il entre en contact avec les différentes cellules présentatrices. Nous 'avons vu, la
synapse immune nécessite un contact intercellulaire stable et prolongé. Pendant ce
contact, les cellules peuvent changer de forme, ce qui augmente la surface de contact.
La figure 1.13 illustre les différentes configurations possibles. On remarque par exemple
que le lymphocyte T est susceptible de s’étaler d’avantage sur les macrophages que sur
les autres cellules. La différence entre cellules dendritiques selon qu’elles sont matures
ou non est aussi remarquable : le lymphocyte T semble former des excroissances lors-
qu’il est en interaction avec la cellule dendritique immature, alors que c’est la cellule
dendritique mature qui parait envelopper le lymphocyte T lorsqu’ils interagissent. FEn-
fin, la forme que prennent les deux lymphocytes T en intéraction avec un lymphocyte
B est autant saisissante : les cellules T semblent tatonner et s’étaler, comme pour aug-
menter 'aire de I'interface.

Ces observations renforcent la légitimité des questions soulevées plus haut : ces
différences d’étalement ont-elles un rapport avec les propriétés mécaniques des cellules
présentatrices 7 Est-ce que le lymphocyte T est capable de sentir la rigidité de la cellule
avec laquelle il interagit, et cela influence-t-il la forme qu’il est susceptible de prendre,
et en aval, le signal biologique transmis ?

1.1.4 Le lymphocyte T : I'orchestrateur de la réponse immunitaire adaptative
Sélection clonale et différenciation

Les évenements de signalisation issus de la synapse immune engendrent des modi-
fications métaboliques des lymphocytes T. Parmi eux, la sélection clonale et la diffé-
renciation affecte une sous-population de lymphocytes T : les lymphocytes T naifs. Ils
ont la propriété particuliere de n’avoir encore jamais rencontré leur antigéne spécifique
et restent en état de latence en attendant l'activation. Seules les cellules dendritiques
matures sont capables d’activer cette sous-population, véritable réserve cellulaire pour
agir contre des pathogenes alors jamais rencontrés. La rencontre TCR-CMH peptide
permet de déterminer quel est le motif de 'antigene contre lequel la réponse doit étre
dirigée : on parle de sélection clonale. Le lymphocyte T ainsi sélectionné va alors en-
trer dans une phase de prolifération massive et de différenciation sous l'influence de
'interleukine IL-2 : il passe alors a 1’état d’effecteur (voir figure 1.14) [Savignac et al.
, 2007].

Les centaines de milliers de cellules ainsi engendrées en seulement quelques jours
vont se différencier en sous-populations de cellules effectrices selon les informations
transmises a la synapse et des signaux cytokiniques [Murphy & Reiner, 2002]. La voie
de différenciation empruntée dépend notamment de I’état d’activation des cellules den-
dritiques elles-mémes [Kapsenberg, 2003]. On distingue principalement les lymphocytes
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FIGURE 1.13 — La forme de la synapse differe selon la cellule présentatrice

Clichés de microscopie figurant les synapses que forme le lymphocyte T avec diffé-
rentes cellules présentatrices d’antigene. Le lymphocyte T module sa morphologie et
son étalement en fonction de la cellule avec laquelle il est en interaction. Clichés pris
par ’équipe de Claire Hivroz, Institut Curie, U932.
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FIGURE 1.14 — Etapes de la réponse du lymphocyte T CD4" Le lymphocyte T
initialement a 1’état naif est activé par une cellule dendritique par la reconnaissance
du complexe CMH-peptide par son TCR et I’établissement de la synapse immune.
Le clone sélectionné prolifere. L’activation engendre une sécrétion d’IL-2 qui soutient
la multiplication. Les cellules obtenues entrent alors en différenciation. Nous n’avons
représenté ici que les lymphocytes Th, responsables de 'organisation de la réponse im-
munitaire par 'intermédiare de la sécrétion de cytokines, et les lymphocytes mémoire
assurant la mémoire immunitaire. Lorsque le danger est écarté, les lymphocytes sur-
numeéraires devenus inutiles sont éliminés par apoptose. Image inspirée de Espinosa &

Chillet [2010].

Th , de 'anglais "helper", responsables de la coordination des réponses cellulaires extra-
cellulaires; des lymphocytes T cytotoxiques responsables de la lyse ciblée de cellules
infectées ou tumorales. Par ailleurs, chaque sous-population posséde un certain nombre
de lymphocytes T mémoires responsables comme leur nom 'indique de la mémoire im-
munitaire, qui permet une réponse plus rapide et plus efficace contre un pathogene
déja rencontré au cours de la vie de l'individu. Ces sous-populations sont en retour
susceptibles d’interagir avec les autres cellules présentatrices d’antigene, directement
in situ et selon la situation.

Sous-populations et lignées lymphocytaires

Au tout début de I'histoire de la classification des cellules Th selon leurs caracteres
effecteurs, Mosmann & Coffman [1989] ont montré que deux sous-populations pou-
vaient se distinguer par I’ensemble des cytokines qu’elles sécretent. Ils ont ainsi défini
les lymphocytes Thl sécrétant IL2, IFNy et TNF3 tandis que les lymphocytes Th2
relarguent une variété d’interleukines (IL4 IL5 IL6 et IL13). En retour, ces différents
paysages d’expression cytokinique induisent des effets variés sur les cellules régulées.
Ainsi les lymphocytes Thl vont stimuler la phagocytose bactérienne par la produc-
tion d’IFN~ tandis que l'interleukine 114 sécrétée par les lymphocytes Th2 va agir sur
les lymphocytes B pour stimuler leur production d’anticorps (voir figure 1.15). Cette
classification s’est raffinée et enrichie avec le temps, non sans soulever de nombreux
scepticismes : certaines cellules que 'on appelle ThO peuvent toutefois exprimer un
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FicuRre 1.15 — Différentes voies de différenciation du Lymphocyte T En fonc-
tion du signal recu, le lymphocyte T peut évoluer vers différentes sous-populations dont
les propriétés de régulation des fonctions immunes sont variées. La voie de différencia-
tion choisie est intimement liée au contact établi avec la cellule dendritique, a I’état de
la cellule dendritique activatrice, a la présence de co-stimulateurs a la synapse ainsi et
surtout a celle de cytokines dans le milieu environnant la cellule T. Aux lymphocytes
Thl et Th2 découverts initialement se sont rajoutés les lymphocytes THF et Th17 ainsi
que les lymphocytes Treg, dont la fonction mal comprise a ce jour serait notamment de
réguler les autres réponses T et de controler les réactions auto-immunes. La sélection
clonale d'un seul lymphocyte permet ainsi de mettre en place avec une finesse extréme
une réponse adaptée a chaque pathogene.

éventail large et hétérogene de cytokines rendant leur classification impossible [Abbas
et al. , 1996].

La variété et I'hétérogénéité des ensembles de cytokines secrétées et les fonctions
effectrices qu’elles engendrent semble désormais davantage relever d’une continuité
d’états dépendant de I'histoire individuelle de chaque lymphocyte. La classification
présentée en figure 1.15 n’est qu'une tentative arbitraire opérée par les chercheurs, néan-
moins nécessaire pour fournir un moyen d’en aborder I'immense complexité [O’Shea &
Paul, 2010] ; tout comme la sociologie cherche a regrouper des comportements d’indivi-
dus afin d’élucider les mysteres d’une société humaine ou les interactions individuelles
sont pourtant si déterminantes pour le devenir de chacun.

En tout état de cause, ces motifs d’expression cytokinique produits par les lym-
phocytes T effecteurs permettent de solliciter la totalité de ’arsenal immunitaire :
activation des lymphocytes B et sécrétion d’anticorps spécifiques, activation de la pha-
gocytose, activation des lymphocytes CD8 (cellules cytotoxiques adaptatives). En
retour, les différentes cellules présentatrices d’antigeéne sont susceptibles d’interagir in
situ avec les différentes sous-populations de lymphocytes T effecteurs et d’en infléchir
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I’activité, résultant en une capacité de modulation illimitée de signaux de régulations
de la réponse immune.

De I'immunologie a la mécanique cellulaire

La conclusion évidente découlant de I'apercu général d’'immunologie présenté dans
cette partie introductive est que la réponse immunitaire est d’'une immense complexité,
et que cette complexité repose essentiellement sur les modalités de régulation infinie
que permettent a la fois le dialogue direct a travers la synapse immune et le dialogue
indirect par voie cytokinique.

Forts de ces connaissances, nous pouvons maintenant imaginer que si la communica-
tion entre cellule présentatrice et lymphocyte T dépend étroitement de la configuration
de la synapse, il soit tout a fait possible que les limitations d’ordre physique au niveau
de la synapse conditionnent le message transmis. De surcroit, nous avons vu plus haut
que les cellules présentatrices d’antigene different énormément en forme et en taille,
elles-mémes susceptibles d’étre modifiées en présence de certaines conditions inflam-
matoires (paragraphe 1.1.2; figure 1.7). Il parait alors raisonnable de se demander si
ces différences géométriques relevent de différences de constitution mécanique, et si
cette constitution mécanique peut en retour influencer les interactions a la synapse.

Un grand champ de recherche, la mécanique cellulaire, aussi appelée biomécanique
cellulaire ou mécanobiologie s’attache a mettre en évidence comment une cellule - quelle
qu’elle soit - peut sentir ’environnement mécanique qui I’entoure, et comment la nature
de cet environnement est susceptible d’influencer son devenir. Dans cette étude, nous
avons voulu appliquer cette démarche a la compréhension de ’activation du lymphocyte
T. Avant de nous intéresser au cas particulier de la cellule T, je vous invite a explorer
ce que propose cette discipline fascinante, a la frontiere entre mécanique classique et
biologie cellulaire.

1.2 Mécanique cellulaire

1.2.1 Forme, force, raideur, adhésion : définitions

Apres avoir décrit succintement le systeme immunitaire, du point de vue des inter-
actions biologiques qu’il rassemble, nous allons tenter a présent d’aborder la biologie
par l'observation des phénomeénes physiques qui s’y déroulent. Tout étre vivant repose
sur un arrangement particulier de matiere, et la physique est précisément la "science
qui étudie les propriétés générales de la matiere, de ’espace, du temps, et établit les
lois qui rendent compte des phénomenes naturels' (Petit Larousse Illustré, 1996). Par
ce que dégage la physique sur les arrangements de 1'univers, nous espérons apporter
des réponses au questionnement sur le vivant.

Mais la physique est elle aussi une vaste discipline, et nous allons plus particuliere-

ment interroger la mécanique, sous-discipline relative a 1’étude des forces et des mouve-
ments, aussi désignée par mécanique newtonienne. Nous allons tour a tour mentionner
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les termes de forme, de force, de rigidité, et d’adhésion. Ces notions, qui peuvent pa-
raitre triviales pour les physiciens, entretiennent des relations parfois complexes entre
elles et sont souvent une source de confusion, aussi convient-il de les clarifier ici.

La forme est la notion la plus évidente. Appliqué au cas de la cellule unique, il
s’agira de décrire sa géométrie dans l'espace et son évolution dans le temps : degré
d’étalement, présence d’irrégularités, sphéricité, etc. L’unité de rigueur est le metre et
ses dérivés (dans notre cas, le micron : um ). A partir de la forme, on peut construire
la grandeur de déformation, qui désigne une forme relative a une forme initiale : un
ressort s’est déformé de 20mm lorsque sa taille a I'instant d’observation est égale a la
taille initiale diminuée de ces 20mm. On parle encore de taux de déformation lorsque
la déformation est exprimée sous forme de rapport : un taux de déformation de 10%
correspond a une déformation de 20mm d’un ressort qui en mesure initiallement 200. Ce
concept de déformation est central en mécanique classique car il permet de raisonner
en variation de forme relative, pour la comparaison d’objets de tailles diverses. La
déformation d’un objet & un instant donné €(¢) est donc définie comme la variation de
longueur a l'instant t :

ou Lg et L(t) désignent respectivement la longueur initiale et la longueur a l'instant ¢.
Ici, on remarquera que la grandeur observée est une simple longueur, qui est la taille
caractéristique de 'objet étudié (dans notre cas, 1’élongation de la cellule entre deux
plaques). II est également possible de définir les variations de taille d’un objet en trois
dimensions, et de rassembler ces variations dans un objet mathématique comparable a
un tableau, que 'on appelle tenseur, mais il n’est pas nécessaire ici d’entrer dans ces
détails, dépassant le cadre de cette étude.

Le concept de force date de la nuit des temps, mais est pourtant assez difficile a
appréhender. Une force est ce qui permet de produire un mouvement ou la déformation
d’un objet. Le Petit Larousse le formule comme ceci : "toute cause capable de défor-
mer un corps, d’en modifier I’état de repos ou de mouvement". C’est donc une notion
tres intimement liée a celles de vitesse et de forme, car sa présence ne se décele que
par une modification de la forme ou du mouvement d’un corps. La force est précisé-
ment 'action qu’il a fallu appliquer au ressort précédent pour diminuer sa longueur
de 20mm. Cette grandeur physique s’exprime en Newtons, soit des kilos multipliés par
des metres et divisés par des secondes au carré. Nous mentionnerons aussi les termes
de contrainte et de pression, qui sont des forces ramenées a une surface et s’expriment
en Pascals (Newton/m?), soit des kilos divisés par des metres et des secondes au carré.
La contrainte o est donc reliée a la force F' et a sa surface d’application S :

F
=3 (1.2)

Les deux autres notions gravitent autour des premieres. La raideur, ou rigidité, est
la résistance qu'un matériau offre a la déformation lorsqu’il est soumis a une force.
L’amplitude de la force qu’il a fallu appliquer au ressort précédent pour obtenir une

32



Mécanique cellulaire

déformation de 20mm dépend de la raideur du ressort. Plus un matériau est raide, plus
grande est la force qu’il faut appliquer pour obtenir la méme déformation. Cette notion
est donc précisément ce qui relie la force a la forme, ou plus précisément la contrainte a
la déformation. Ce n’est pas toujours le cas, mais pour un objet élastique, contrainte et
déformation sont reliés par une constante de proportionnalité définissant précisément
sa raideur. On nomme cette constante module de raideur, qui s’exprime en Pascals
(contrainte/déformation = (force/surface)/(longueur/longueur) = pression). Pour un
objet purement élastique, cette constante s’appelle le module d"Young, et il est relié a
la contrainte et la déformation par :

o= Fe (1.3)

Certains matériaux, cependant, ne sont pas purement élastiques mais présentent une
composante visqueuse. Un matériau élastique a la propriété particuliere d’emmagasiner
I’énergie et de la restituer a l'identique : un ressort revient immédiatement a sa forme
initiale lorsque la force qu’on lui applique est relachée, I’énergie qu’on a dépensé pour
le déformer est instantanément et strictement restituée par la déformation inverse.
La viscosité, au contraire, est une notion permettant de décrire la propension d’un
matériau a dissiper de I’énergie, a résister a I’écoulement : il va de soi que le miel est plus
visqueux que ’eau. Dans ce cas, la force est proportionnelle a la vitesse d’écoulement
v, et le facteur qui les relie est le coefficient de viscosité n. Pour un liquide newtonien,
ces relations s’écrivent :

F=nv (1.4)

ou, en termes de contrainte et déformation :
o =" (1.5)
ol ¢ désigne la dérivée temporelle du taux de déformation.

Mais pour ces matériaux hybrides, que ’'on qualifie de visco-élastiques, ils ne sont ni
exactement comparables a du miel, ni exactement comparables a un bout d’acier, mais
ils sont plutot quelque chose entre les deux, susceptible d’emmagasiner de 1’énergie
sous forme élastique, mais aussi de la dissiper par viscosité. Ainsi, si on relache la force
qu’on leur applique, ils sont capables de revenir a leur forme initale, mais au bout d’'un
certain temps seulement. La cinétique de ce recouvrement de forme peut d’ailleurs étre
étudiée en rhéologie 8, c’est ce qu’on appelle la relaxation. En fait, la plupart des ma-
tériaux tombent sous cette catégorie : les polymeres sont presque tous visco-elastiques
et constituent une grande partie des matériaux qui nous entourent. C’est aussi le cas
des cellules animales, dont nous verrons plus loin comment on peut les caractériser.

Enfin, pour transmettre une force a I'extérieur, et pour permettre le support de
I’état de raideur interne, une cellule a besoin d’adhérer. Il faut faire attention a cette
notion d’adhésion, car au dela de son apparence triviale, elle peut préter a confusion. Il
faut en fait distinguer deux types d’adhésion. Nous nommerons la premiere 1’adhésion
passive : lorsque seule la membrane est attachée au substrat et seule la membrane se

6. Comme nous le verrons au chapitre 1.2.3, la rhéologie est la science qui étudie la relation entre
contrainte et déformation des matériaux.
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déforme et s’étend, sans qu’aucun lien avec le cytosquelette ne soit nécessaire. Dans ce
cas, 'adhésion se caractérise plutdt par la force a appliquer pour détacher la cellule.
Nous verrons des exemples de ce type d’adhésion au cours de la these. Le second type
d’adhésion peut étre vu comme une adhésion structurelle : en plus de passivement "col-
ler" comme un ruban adhésif, il s’agit de permettre une continuité structurelle entre les
deux entités que 'on joint. Seul ce type d’adhésion permet de transmettre des forces
a 'environnement extérieur : de méme que la structure d’un batiment a besoin d’étre
ancrée sur des fondations, une forme cellulaire donnée correspond a un état, une distri-
bution de tensions internes données qui doivent étre distribuées sur le substrat. Pour
ce faire, il existe des protéines transmembranaires responsables de l'intégrité du lien
entre l'intérieur et I'extérieur de la cellule : les intégrines. L’amplitude et la nature
des forces que la cellule va pouvoir transmettre a la matrice extra-cellulaire dépendent
des capacités mécaniques de ce contact. Il va de soi que plus la prise est bonne, plus
I’amplitude des forces que la cellule peut appliquer peut 1’étre, nous verrons plus loin
comment ceci se traduit au niveau moléculaire.

Ces concepts sont bien évidemment interdépendants. Nous verrons que la forme
qu’est susceptible de prendre une cellule conditionne 1’état de la matiere qui la consti-
tue, et qu’inversement 1’état de cette matiere influence en retour I’ensemble des formes
possibles. De fagon similaire, les forces qu’une cellule peut exercer sur un substrat sont
intimement liées a sa forme et sa constitution interne, et dépendent de la résistance
qu’offre le terrain dans lequel elle évolue, ainsi que la possibilité d’y adhérer ou non. On
imagine aisément, que méme si dix grands gaillards s’attelaient pour une épreuve de
tir a la corde, ils ne pourraient développer aucune force sans la présence d’une équipe
adverse ou si la corde se brisait, c’est a dire en ’absence de tension dans la corde!
Nous allons voir comment toutes ces régulations entre force, raideur et déformation se
traduisent au niveau cellulaire.

1.2.2 Eléments d’architecture cellulaire

Qu’est-ce qu'une cellule? Encore une fois, le petit Larousse apporte un éclairage
en la définissant comme "I’élément fondamental constitutif de tout étre vivant'. Une
cellule est une unité fonctionnelle autonome, mais agissant en coordination avec les
autres, qui lui sont semblables. Son occupation dans I’espace est bornée par une sur-
face matérialisée par la membrane plasmique, qui est également la seule interface de
communication avec I'extérieur. A I'intérieur, on y trouve différents organites : noyau,
mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, etc., chargés d’assurer le
fonctionnement métabolique de la cellule. Ces organites baignent dans un liquide, le
cytoplasme, composé d’eau, d’ions et d’'une multitude de protéines aux concentrations
et propriétés diverses.

Le cytoplasme a donc potentiellement une pression osmotique qui differe de I'exté-
rieur 7, ce qui se traduit par une différence de pression hydrostatique. Si on lui applique

7. La notion de pression osmotique découle de 1'observation faite lorsqu’on dispose deux solutions
de concentrations différentes de part et d’autre d’'une membrane ot seule I’eau peut passer. On observe
un transfert d’eau de la solution la moins concentrée a la plus concentrée. Ceci modifie la hauteur
a lair libre des deux solutions, indiquant une différence de pression hydrostatique entre les deux
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FI1GURE 1.16 - Membrane plasmique. Observation de blebs a la surface d’une cellule,
obtenues par ablation laser du cortex d’acto-myosine sous-jacent (Fibroblaste 1.929)
indiquent que la membrane cellulaire n’est pas tendue dans le cas d'une cellule normale,
. Barre 10pm [Tinevez et al. , 2009

la loi de Laplace, reliant la courbure locale d’une interface a la différence de pression
entre deux milieux, dans le cas d’une goutte sphérique :

2y
Pint - Pezt = E: (16)
on voit immédiatement que pour préserver l'intégrité d’une forme sphérique de rayon

R, la différence de pression doit s’équilibrer par la présence d’une tension superficielle 7.

La membrane plasmique apparait comme le premier candidat naturel a 'origine
de cette tension superficielle. Elle est formée d’une bicouche lipidique : il s’agit en
fait d'un liquide a deux dimensions composé de lipides, de protéines et de certains
glucides, auquel, comme pour tout liquide, il est possible d’associer une tension surfa-
cique. Quelques observations suffisent a écarter la tension membranaire comme seule
support de la tension superficielle v de la cellule. Dans certains cas, il peut arriver
qu'une cellule forme des blebs, c¢’est a dire des petites bulles momentanées a la surface
(voir figure 1.16). Il semble que ces structures soient tendues et correspondent a la
compensation de la différence de pression osmotique par la tension superficielle de la
membrane [Tinevez et al. , 2009]. Dans ce cas, si la membrane supportait a elle seule
la différence de pression, les cellules devraient étre de la taille des blebs, ce qui n’est
de toute évidence pas le cas : la tension superficielle de la cellule lui permettant une
taille micronique a donc une autre origine.

solutions, compensée par la pression hydrostatique. La différence de pression hydrostatique compense
alors la différence de pression osmotique.
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FIGURE 1.17 — a-actinine et fascine réticulent ’actine. A) Clichés de microscopie
par fluorescence de fibroblastes 3T3 révélant la présence de : A, a-actinine ; A’, Fascine;
A7 a-actinine + Fascine [Tseng et al. , 2005]. B) Le module visco-elastique complexe,
une grandeur usuellement utilisée pour décrire la rhéologie cellulaire, augmente avec la
température et la concentration en alpha-actinine - ® 15uM actine a 25°C; O15uM
actine a 8°C; ®15,M actine+ 0.03uM a-actinine a 25°C; H15uM actine+ 0.03uM
a-actinine a 15°C ; A 15uM actine+ 0.03uM «a-actinine a 8°C[Xu et al. , 1998].

Le cortex d’acto-myosine

Le cortex d’acto-myosine vient alors comme le second candidat évident pour sup-
porter la forme cellulaire. D'un point de vue physique, on peut le décrire comme un
gel réticulé qui sous-tend la membrane, d’une épaisseur d’environ 200nm [Clark et al.
, 2013], et qui possede deux propriétés remarquables.

La premiere est une immense plasticité, permise a la fois par la dynamique de
polymérisation/dépolymérisation de 'actine et par la grande variété des structures
d’assemblage possibles. Ces structures sont obtenues grace a de tres nombreuses pro-
téines capables de lier ’actine. Parmi elles

- La profiline favorise la polymérisation du filament au bout +; ’ADF /cofiline
accélere la vitesse de dépolymérisation au bout - et la capping protein, comme
son nom l'indique, vient coiffer le bout + du filament pour stopper I’élongation.
Toutes trois participent a 1’équilibre entre polymérisation et dépolymérisation,
et garantissent le maintien d’une concentration en actine globulaire en exces
[Pollard & Borisy, 2003].

- l'a~actinine est un réticulant de ’actine dont la concentration influence la raideur
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FIGURE 1.18 — Les protéines organisatrices de ’actine [Borisy & Svitkina, 2000].

du gel d’actine (figure 1.17) ; [Lazarides, 1976; Xu et al. , 1998].

- La fascine et la filamine (entre autres) permettent I'organisation de faisceaux
de filaments [Tseng et al. , 2001, 2005; Esue et al. , 2009]. a-actinine et fascine
par leurs caractéristiques complémentaires, permettent de réguler finement la
microstructure du gel d’actine (figure 1.17-A).

- Le complexe Arp2/3 nuclée des filaments d’actine et permet la formation de
branches a un angle fixe de 70 degrés, et forme des structures protrusives tres
fines que 1'on retrouve dans le lamellipode [Cossart, 2000].

- La famille des formines sont un ensemble de protéines homologues structurelle-
ment, mais pouvant selon leur type effectuer toutes les taches citées ci-dessus

[Esue et al. , 2008; Goode & Eck, 2007].

Ainsi 'actine peut étre assemblée en des structures variées aux caractéristiques mé-
caniques diverses : le lamellipode, fin feuillet d’actine réticulée, permet a la cellule de
s’étaler et de migrer; le filopode, excroissance cylindrique de filaments paralleles sont
souvent trouvés a l'extrémité des lamellipodes, servent d’antennes par lesquelles la cel-
lule explore et forme les premiers points d’ancrage avec son environnement [Mattila &
Lappalainen, 2008] ; les fibres de stress, cables de filaments d’actine paralléles mis sous
tension par la myosine permettront de supporter les contraintes mécaniques lorsqu’'une
cellule en étalement s’éloignera de la forme sphérique, et par 1a méme appliqueront des
forces sur I'environnement extérieur [Harris et al. , 1981].
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FIGURE 1.19 — Les différentes structures d’actine [Revenu et al. , 2004]

D’autre part, le cytosquelette possede cette extraordinaire faculté de contractilité
permise par l'activité du moteur moléculaire qu’est la myosine® [Mizuno et al. , 2007].
Par le mécanisme de "Power stroke', la myosine est capable de faire glisser les filaments
d’actine 'un contre I'autre (voir figure 1.20) en échange de I’hydrolyse d'une molécule
d’ATP en ADP [Vale, 2000; Uyeda et al. , 1996]. Ceci a pour effet de raccourcir ainsi
la longueur totale d’une fibrille, formée de plusieurs filaments. Ce mécanisme est la
base de la contraction musculaire, ou fibrilles s’assemblent en fibres de stress, qui s’as-
semblent ensuite en fibres musculaires.

A T’échelle du cortex, I'activité des myosines permet de moduler ses propriétés mé-
caniques de facon subtile : le nombre de liens et la contractilité active résulte en une
augmentation de la raideur du gel, alors que la nature transitoire des contacts lui confere
sa viscosité. En ce sens, il a été observé par des collegues au laboratoire il y a quelques
années que 'inhibition de la myosine par la blebbistatine engendre a la fois une baisse
du module apparent et une perte de viscosité [Balland et al. , 2005]. Il a également été
observé que 'organisation méme de ’actine joue sur l'activité de la myosine, qui a une
affinité préférentielle pour des faisceaux d’actine anti-paralleles, illustrant 1’étroite im-
brication et I'interdépendance de ces deux protéines du cytosquelette [Reymann et al.
, 2012]. Enfin, les fibres de stress formées par le complexe d’acto-myosine sont sensibles
a 'environnement, et se renforcent ou se réorientent sous l'effet de la contrainte exté-
rieure (voir paragraphe 1.2.4 p.50).

Le cortex d’acto-myosine est donc un object mécanique bien singulier. Pour I'ingé-
nieur que je suis, ces propriétés relevent du fantasme : vous imaginez un batiment qui

8. Par simplification, le terme de myosine désigne ici et tout au long du manuscrit, sauf précision
contraire la myosine II.
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FIGURE 1.20 — Le mécanisme de "Power Stroke" de la myosine 1) Au début du
cycle, la téte de myosine est libérée de I’ADP et est attachée au filament d’actine. 2)
Une molécule d’ATP se lie a la téte de la myosine, ce qui induit un léger changement
conformationnel réduisant 'affinité de la myosine pour le filament d’actine : il y a
détachement. 3) La liaison de I’ATP cause également un changement conformationnel
dans la queue de la myosine, ce qui referme le bras et le déplace plus loin sur le
filament. I’ATP est ensuite hydrolysée, et le complexe ADP-Phosphate est maintenu
attaché a la téte de la myosine. 4) La configuration myosine-ADP-Phosphate favorise
I’entrée en contact de la téte avec le filament d’actine, ce qui déclenche un changement
de conformation permettant le relargage du phosphate. 5) La libération du phosphate
renforce I'attache myosine-filament, tout en libérant le bras qui revient dans sa position
initiale : c’est le "power-stroke". 6) En regagnant sa conformation initiale, la myosine
libere ’ADP tout en restant attachée au filament : le cycle est réinitialisé. (MBInfo
contributors. Image insérée avec la permission de MBInfo : www.mechanobio.info;
Mechanobiology Institute, National University of Singapore").

39



Mise en situation

se contracterait en fonction du vent auquel il est soumis? Ou un sous-marin dont les
propriétés de la paroi évolueraient pour s’adapter en temps réel a la pression extérieure
au fur et a mesure de la descente dans les abysses ? Les propriétés extraordinaires de la
matiere vivante constituent bel est bien une chimere technique que 'homme s’évertue
a déchiffrer, pour peut-étre un jour parvenir a l'imiter.
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Microtubules et filaments intermédiaires

Bien que le cortex d’acto-myosine soit 1’élément du cytosquelette prépondérant dans
cette étude, il n’en est pas le seul, et nous ne pouvons omettre de mentionner les autres
filaments du cytosquelette : microtubules et filaments intermédiaires.

Microtubules Les microtubules, comme les filaments d’actine, sont obtenus par as-
semblage de protéines identiques, ici les dimeres de tubuline. Leurs fonctions sont es-
sentiellement reliées a l'organisation spatiale des organites dans le cytoplasme. Un de
leur roéle les plus connus est celui de la ségrégation des chromosomes lors de la mitose et
du transport de ceux-ci aux deux poles cellulaires. Ils servent également de guides pour
le transport cellulaire en permettant 1’accroche des cargos transporteurs de vésicules
(dynéines). Enfin, le centrosome ou ils sont nucléés correspond souvent au centre de
polarisation cellulaire : il définit la base du flagelle du spermatozoide, celle du cil des
cellules ciliées, et nous avons déja mentionné son positionnement tres précis lors de la
formation de la synapse immune.

Pour autant, leur importante longueur de persistance (de 'ordre du milimetre) en
a fait de tres bons candidats pour le support de la structure cellulaire. Un des modeles
les plus séduisants a été le modele de tenségrité, inspiré par un courant architectural
des années soixante. L’idée avancée par Donald Ingber en 1993 reprend ce principe
architectural selon lequel un ensemble de poutres de compression reliées entre elles par
des cables sous tension permet d’assurer la stabilité mécanique d’une structure sans
que les poutres ne se touchent (voir figure 1.21). Cette idée, poétiquement illustrée
par les sculptures de Kenneth Snelson, pourrait s’appliquer a l’architecture cellulaire,
I’actine faisant office de cables de tension et les microtubules de poutres de compres-
sion [Ingber, 1993]. Un certain nombre de scientifiques ont alors tenté de déceler les
évidences d’une telle structure mécanique, parfois méme avec succes [Wang et al. |
2001; Laurent et al. , 2002]. Cependant, de récentes observations mettent a mal la
validité de ce modele, dénoncé comme trop simpliste [Mehrbod & Mofrad, 2011]. A ce
jour, la communauté s’accorde sur la prépondérance des réles de polarisation cellulaire,
d’organisation cellulaire et de support du transport vésiculaire des microtubules.

Filaments intermédiaires Les filaments intermédiaires sont souvent les grands ou-
bliés en mécanique cellulaire. Il en existe différents types (lamine, vimentine, keratine,
etc.), tous homologues. Ils s’assemblent en une structure fibrillaire tres stable. Cette
grande stabilité a pour contrepartie une dynamique minimale, et pour cette raison,
ils ont longtemps été considérés comme de simples éléments passifs chargés du ren-
forcement mécanique des structures formées par les microtubules et filaments d’actine
[Goldman et al. , 1996]. Par exemple, les filaments de desmine sont connus pour re-
lier les sarcomeres perpendiculairement a leur élongation, permettant de stabiliser la
microstructure musculaire. Néanmoins, des recherches plus récentes ont dévoilé un com-
portement tres extensible (jusqu'a 250% de déformation), treés flexible et une grande
dureté [Qin et al. , 2010]. Ils sont également susceptibles d’encourir un remodelage
suite a des sollicitations mécaniques extérieures, comme dans le cas de cisaillement sur
les cellules épithéliales [Helmke et al. , 2001; Ridge et al. , 2005].
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FI1GURE 1.21 — Le principe de tenségrité en architecture.. et en mécanique
cellulaire A) Sculpture de Kenneth Snelson : Newport, 1967 aluminum & acier inoxy-
dable. B) Maquette de cytosquelette construit a partir de chevilles de bois et d’élas-
tiques par Donald Ingber d’apres le concept de tenségrité [Ingber, 1993]. C) Exemple
de figure comparant I'architecture cellulaire a des modeles de tenségrité en architecture
dans une publication scientifique [Mehrbod & Mofrad, 2011].
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FiGURE 1.22 — L’intégrine et les complexes d’adhésion : le lien mécanique
entre intérieur et extérieur d’une cellule (A) Premiére observation des com-
plexes d’adhésion par microscopie interférentielle en 1975 [Abercrombie & Dunn, 1975] ;
(B) Image de microscopie par immunofluorescence mettant en évidence les complexes
d’adhésion (rouge) a la terminaison des fibres de stress d’actine (vert) (Cliché Wiki-
media Commons, Christoph Moehl) ; (C) Schéma structurel des complexes d’adhésion
[Clark & Brugge, 1995].

Lien mécanique entre l'intérieur et I’extérieur d’une cellule

Nous 'avons mentionné plus haut : pour qu’une cellule puisse exercer des forces
sur I’environnement extérieur, il faut qu’elle puisse y avoir prise. Les intégrines sont
les protéines transmembranaires chargées de faire ce lien entre le cytosquelette et la
matrice extra-cellulaire. Il s’agit d'un ensemble de deux hétéro-dimeres, les sous-unités
alpha et béta, possédant a la fois un domaine extra-membranaire et une terminaison
cytoplasmique. Celle-ci est reliée au cortex d’acto-myosine par l'intermédiaire d’un
certain nombre de protéines cytosoliques (taline, vinculine, paxiline, a-caténine, etc.),
formant des agencements protéiques complexes que l'on désigne par le terme de com-
plexes d’adhésion (voir figure 1.22).

Ces complexes sont mécanosensibles : ils sont susceptibles de croitre pour former
ce que 'on appelle des adhésions focales dont la taille est proportionnelle a la force
transmise au substrat [Balaban et al. , 2001], et dont il est possible de déclencher la
formation par I'application d’une force extérieure [Riveline et al. , 2001], du moins
dans la phase initiale de croissance de 'adhésion [Stricker et al. , 2011]. Assurant la
continuité mécanique de 'intérieur a l'extérieur de la cellule, les complexes d’adhésion
sont des mécanotransducteurs de premier choix : ils constituent un centre de signalisa-
tion rassemblant pres de 300 protéines et pouvant influencer a peu pres tout le devenir
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métabolique d'une cellule [Kuo et al. , 2011].

Dans le cas de 'adhésion de cellules entre-elles, ce qui est tres important pour la
formation de tissus cohésifs, c’est une autre classe de protéines qui entre en jeu : les
cadhérines. Bien que leur structure soit différente de celle des intégrines, elles rem-
plissent des fonctions homologues, et forment également des complexes cette fois nom-
més jonctions adhérentes, similaires aux complexes d’adhésion. On y retrouve méme
certaines protéines des complexes d’adhésion comme la vinculine [Pignatelli, 1998], et
elles sont également mécanosensibles [Yonemura et al. , 2010].

Enfin, une derniere famille de protéines est responsable du lien physique entre le cy-
tosquelette et la membrane plasmique : la famille des Ezrine-Radixine-Moesine (ERM).
En permettant 'ancrage de la membrane au cytosquelette, elles sont responsables non
seulement de la forme locale mais aussi des assemblages de protéines possibles a la
membrane et dans le cytoplasme sous-jacent. Par des sites de liaisons multiples, elles
peuvent se lier a la fois directement aux domaines cytoplasmiques des protéines mem-
branaires (figure 1.23-b) ou par l'intermédiaire de protéines échaffaud (figure 1.23-c)
[Bretscher et al. , 2002]. De ce fait, elles sont aussi susceptibles de se lier a des protéines
de signalisation. Elles sont en particulier impliquées dans les voies de signalisation per-
mettant la régulation du cytosquelette (famille des Rho-GTPases) [Mackay et al. |
1997].

Les ERM interviennent également dans la formation de la synapse immune : elles
interagissent avec la protéine CD43 pour la retenir hors de la zone de contact, ce qui
permet l'agrégation des molécules du TCR au centre de la synapse immune [Shaw,
2001]. Plus récemment, il a été montré que les ERM sont inactivées peu de temps
apres la reconnaissance antigénique, ce qui conduit & une libération de la membrane et
facilite la mise en place du contact entre lymphocyte T et cellule présentatrice [Faure
et al. , 2004].

Nous venons de décrire les différents éléments composant ’architecture d’une cellule.
Mais alors, quelles propriétés mécaniques ces éléments architecturaux conferent-ils aux
cellules 7 Comment peut-on les mesurer ? Les réponses a ces questions ont été apportées
au cours des vingt dernieres années, et constituent le domaine de la rhéologie cellulaire.

1.2.3 Eléments de rhéologie cellulaire
Qu’est-ce que la rhéologie ?

Faisons encore appel aux définitions du Petit Larousse : du grec "écoulement',
il s’agit de la "science des lois de comportement des matériaux qui lient, a un ins-
tant donné, les contraintes aux déformations'. En d’autres termes, c’est la discipline
qui s’attache a caractériser le comportement mécanique des matériaux, en observant
notamment la maniére dont ils se déforment ou s’écoulent sous l'effet de différentes
contraintes controlées. Cette discipline vise également a modéliser ces comportements
et a les relier a la structure ou aux interactions ayant lieu au sein du matériau, afin de
prédire la réaction d’un matériau a une sollicitation future.
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FiGure 1.23 — La famille des protéines ERM relient la membrane au cy-
tosquelette Les ERM a l'état inactif diffusent dans le cytoplasme. Apres activation
(a), elles permettent de lier la membrane plasmique au cytosquelette en se liant soit
directement aux domaines cytoplasmiques de protéines membranaires (b); soit en in-
teragissant avec des protéines échaffauds (c) [Bretscher et al. , 2002].

La rhéologie a permis de maitriser le comportement de certains métaux utilisés cou-
ramment dans 'industrie. Par exemple, lorsqu’on mesure simultanément la déformation
et la contrainte subies par un échantillon lors d’une expérience de traction simple, il
est possible de tracer la courbe contrainte-déformation. Dans le cas de I'acier, dont la
courbe caractéristique est représentée en figure 1.24, le matériau passe par plusieurs
phases, dont une ou contrainte et déformation évoluent proportionnellement : c’est
I’élasticité linéaire. Il est donc possible, dans cette phase, de relier contrainte et défor-
mation par un simple coefficient : ¢’est, vous vous en souvenez, la définition de la raideur
d’un matériau. Ce coefficient, qui est la pente de la courbe contrainte-déformation, est
appelé module d’Young et s’exprime en Pascals. De facon plus générale, la théorie de
I’élasticité linéaire, élaborée d’apres ce type d’observations, permet de modéliser les
contraintes et déformations a tout instant et en tout point du matériau en faisant in-
tervenir des opérateurs mathématiques appropriés pour les décrire en trois dimensions.

La rhéologie est donc simplement aujourd’hui la science qui observe des matériaux
moins triviaux (gels, émulsions, matériaux granulaires, etc.) dont les lois n’ont pas
encore été caractérisées, afin justement de les élaborer. Bien entendu, cette science doit
recourir a des notions mathématiques plus complexes qu’une simple droite, et fait appel
a la physico-chimie, la thermodynamique ou la mécanique des fluides pour parvenir a
des modeles suffisamment complets. Naturellement, la cellule animale fait partie de ces
matériaux difficiles a décrire, et cela d’autant plus qu’il s’agit d’un objet actif, chose
tout a fait singuliere dans les sciences de la matiere. Mais depuis une vingtaine d’années,
les avancées techniques ont permis 'acces a des données rhéologiques expérimentales
sur des cellules uniques - point de départ essentiel de toute modélisation théorique. Je
vous propose d’aborder la description des méthodes expérimentales principales mises
au point par les chercheurs en mécanique cellulaire.
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FIGURE 1.24 — courbe contrainte-déformation typique obtenue par traction
simple sur un échantillon d’acier (Wikimedia commons)

Différentes techniques en rhéologie cellulaire

Les quelques techniques que nous allons décrire ici font appel a des lois physiques et
a des techniques variées : optique, électro-magnétisme, mécanique, hydrostatique, etc.
Cependant, elles partent toutes du méme principe, identique a celui illustré pour le cas
de ’acier : appliquer une contrainte maitrisée a la cellule et mesurer la déformation qui
en découle, ou bien 'inverse.

Micropipette Mitchison et Swann ont été les premiers a avoir eu 'idée de mesurer
les propriétés mécaniques d’une cellule isolée, dans les années cinquante [Mitchison &
Swann, 1954]. Leur principe était simple : sous un microscope, si on parvient a aspirer
une cellule et a en mesurer la déformation grace a une micropipette, et si 'on arrive
simultanément a relever la pression appliquée pour obtenir cette déformation, on peut
remonter au comportement mécanique de la cellule (voir figure 1.25-A). A I’époque, les
deux auteurs étaient intéressés par les propriétés mécaniques de la surface d'un oeuf
d’oursin (ils cherchaient & estimer la fameuse tension de surface -y de la loi de Laplace).
Toutefois, il est désormais possible, en utilisant une modélisation simple, de remonter
aux propriétés visco-élastiques du cytosquelette dans son ensemble [Hochmuth, 2000].

Pinces optiques La technique des pinces optiques est un peu plus élaborée, mais n’est
apparue que dans les années quatre-vingt. C’est le scientifique Arthur Askin qui a tout
premierement montré qu'un laser tres fortement focalisé peut exercer une force sur une
particule diélectrique, lorsque la différence d’indice de réfraction est suffisante [Ashkin
et al. , 1986]. Cette force est une force de rappel qui ramene la particule vers le point
de focalisation. Il a ensuite appliqué ce principe avec succes a des bactéries et des virus
et a été capable de les manipuler dans I’espace [Ashkin et al. , 1987]. A I'heure actuelle,
on utilise les pinces optiques en biomécanique cellulaire pour piéger des microbilles que
I'on recouvre de molécules permettant I’adhésion d’une cellule (voir figure 1.25-B). En
déplacant le laser, on peut manipuler les billes pour déformer la cellule et étudier son
retour a sa forme initiale, ce qui permet d’en extraire les propriétés mécaniques [Henon
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et al. , 1999; Lenormand et al. , 2001; Sleep et al. , 1999].

Pinces magnétiques Le principe est semblable aux pinces optiques, mais cette fois
les billes sont piégées dans un champ magnétique. La modulation (rotation) du champ
magnétique permet la rotation d’une bille préalablement accrochée a une cellule (voir
figure 1.25-C); et 'analyse de la déformation permet de remonter aux propriétés mé-
caniques locales de la cellule sollicitée [Bausch et al. , 1999; Valberg, 1984; Wang et al.
, 1993].

Etireur Optique Cette méthode est de loin I'une des plus originales. Mise au point
par Jochen Guck au début des années deux mille, elle consiste a placer une cellule
unique dans un faisceau de deux lasers divergents (voir figure 1.25-D) [Guck et al. ,
2001]. Le principe s’appuie sur le méme phénomene physique que celui a la base des
pinces optiques, mais 'applique a la cellule entiere. C’est donc la cellule entiere qui
est piégée, et deux lasers sont agencés face a face de sorte que la résultante des forces
optiques qu’ils appliquent permet d’étirer la cellule.

Microscope a Force Atomique (AFM) Le microscope a force atomique a été congu
pour scanner des surfaces avec une extréme précision (de l'ordre de 'angstrém). Mais
il peut également étre utilisé en tant que dynamometre, c’est a dire en tant qu’appareil
permettant de mesurer une force, avec une résolution de l'ordre du piconewton (un
dixieme de millieme de milliardieme de la force exercée par la gravité terrestre sur un
objet d’une masse de 1kg). Pour cela, une pointe tres fine est montée sur un portant
trés flexible, dont le module de flexion est connu®. Un laser est focalisé sur 1'extré-
mité du portant ou se trouve la pointe, et le faisceau réfléchi est dévié en fonction
du mouvement de celle-ci. Ces déflexions sont mesurées par une diode photosensible et
permettent de remonter a la force a laquelle la pointe est soumise. En adaptant la forme
de la pointe a la taille cellulaire, et en controlant tres précisément les mouvements de
celle-ci, il est possible d’effectuer des indentations locales a la surface d’une cellule, et
d’en extraire les propriétés mécaniques (voir figure 1.25-E) [Alcaraz et al. , 2003].

C’est la méthode la plus largement commercialisée, et donc la plus accessible aux
non-spécialistes de la mesure mécanique. Cependant, elle présente plusieurs désavan-
tages. Premierement, elle permet de ne sonder que localement et en surface les proprié-
tés mécaniques de la cellule, dont le comportement rhéologique global est possiblement
éloigné. Ensuite, elle repose sur une modélisation mathématique (le plus souvent le
modele de Hertz) qui permet de remonter aux propriétés mécaniques a partir de la
courbe d’indentation obtenue [Alcaraz et al. , 2003]. Comme tout modele, ils ne sont
valides que sous un certain nombre d’hypotheses qu’il est parfois difficile de vérifier
expérimentalement. Par exemple, hormis un modele commercialisé en 2014, ces appa-
reils ne permettent pas de visualiser la déformation orthogonale a la compression lors
des mesures de force. Bien que cette technique de mesure soit la plus répandue dans le
domaine de la mécanique cellulaire, parce que la plus facile & mettre en place, il faut
garder en mémoire que toutes les données obtenues par cette méthode sont a prendre

9. C’est a dire que l'on connailt précisément le coefficient qui relie force et déflexion au bout du
portant : pour une déflexion donnée, la force subie par la pointe est immédiatement déterminée.
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avec extrémement de précaution.

Rhéomeétre a cellule unique, ou dispositif a microplaques Voici une technique
moins répandue mais pour autant aussi utile que versatile. C’est la technique que nous
avons utilisée pour cette étude, aussi nous y reviendrons de facon plus détaillée au
Chapitre 2. Succinctement, il s’agit de disposer une cellule unique entre deux micro-
plaques de verre dont les mouvements sont finement controlés (voir figure 1.25-F). L'une
d’entre-elles, infiniment rigide, fournit un socle indéformable, tandis que la seconde est
flexible. Comme dans le cas de ’AFM, le module de flexion de la plaque flexible est
précisément connu : pour une déformation donnée, on connait la force appliquée a 1'ex-
trémité de la microplaque. Le tout est visualisé sous un microscope inversé ordinaire.
Ayant acces a la fois a la force et a la déformation, il est possible d’effectuer une multi-
tude de tests mécaniques sur cellule isolée, et ce a I’échelle de la cellule entiere [Desprat
et al. , 2006].

Comportement rhéologique d’une cellule animale

Ces techniques ont permis de mettre au jour le comportement rhéologique d’une
cellule animale. Celui-ci est a la fois particulier et trés robuste : ¢’est une loi de puis-
sance '* [Balland et al. , 2006]. On peut observer cette loi de puissance de deux fagons
différentes. Premiérement, par une expérience de fluage!! avec le dispositif & micro-
plaques : une force constante est appliquée a la cellule, et on mesure sa déformation
dans le temps, qui suit une loi de puissance [Desprat et al. , 2005] (voir figure 1.26-A).

Ensuite, lorsqu’on mesure le module visco-élastique complexe '? d'une cellule unique
en la soumettant a des oscillations, on observe que le module de reprise élastique G’
comme le module de perte G” évoluent en loi de puissance a mesure que la fréquence
augmente (dans la limite des fréquences inférieures a 10Hz).

Ceci a été observé localement par pinces magnétiques [Puig-De-Morales et al. ,
2001; Trepat et al. , 2007] (voir figure 1.26-B) et AFM [Alcaraz et al. , 2003] (voir
figure 1.26-C) ; et a I’échelle de la cellule entiere, par le dispositif & microplaques (don-
nées expérimentales au Chapitre 2 ; voir figure 1.26-D). Ces deux fagons de retrouver la
loi de puissance sont en fait équivalentes, puisque fonction de fluage et module visco-
élastique (analyse fréquentielle) se relient aisément de fagon formelle (dans le régime
des petites déformations) [Balland et al. , 2006].

Il est donc possible de formaliser la fonction de fluage J(t) sous la forme d’une loi
de puissance :

J(t) = Jota; (17)

10. C’est a dire une fonction de la forme f(z) = az”

11. Le fluage est une expérience usuelle de mécanique des solides qui consiste a appliquer une
contrainte constante a un échantillon, et & en mesurer la déformation au cours du temps.

12. Le module visco-élastique complexe est ’équivalent du module d’Young pour les matériaux qui
possédent une composante visqueuse. Sa partie réelle et imaginaire constituent respectivement un
module de reprise élastique, G’ , et un module de perte G” , caractérisant I’élasticité et la viscosité
du matériau, respectivement (voir Chap 2).
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FIGURE 1.25 — Différentes techniques pour la rhéologie cellulaire A) Aspiration
par micropipette. Image Jones et al. [1999]; B) Pinces optiques. Image Henon et al.
[1999] ; C) Pinces magnétiques. Image Bausch et al. [1999]; D) Etireur optique [Guck
et al. , 2001]; E) Microscopie a Force Atomique (AFM). Courbe d’indentation carac-
téristique : Alcaraz et al. [2003]; F) Dispositif a microplaques. Toutes les cellules sont
de taille comparable (environ 15 pm de diametre).
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FIGURE 1.26 — la cellule animale a un comportement rhéologique en loi de
puissance Loi de puissance obtenue par (A) fluage avec le dispositif & microplaques
[Desprat et al. , 2005] ; sollicitation oscillatoire par (B) AFM [Alcaraz et al. , 2003],
(C) pinces magnétiques [Puig-De-Morales et al. , 2001] et (D) dispositif & microplaques
(cette these).

et il en va de méme pour le module visco-élastique complexe, ainsi que sa partie réelle
G’ et imaginaire G” :
G'(f) = Gof® ) * go
1" (1/ o ; G (f) = Of . (18)
G (f ) =Gof

Les préfacteurs (Jy, Gi,,Gj )ainsi que les exposants a de ces lois de puissance peuvent
étre directement extraits des courbes expérimentales, et constituent les grandeurs ca-
ractéristiques de ce matériau si particulier. Gj, désigne la partie élastique,et G la
dissipation du matériau. La norme du module visco-élastique complexe G} donne une
estimation de la raideur cellulaire effective : elle est de I'ordre de 500 a 1000 Pa [Bal-
land et al. , 2006] pour les cellules animales. L’exposant «, quant-a-lui, donne une idée
du caractere plus ou moins élastique ou visqueux du matériau : a=1 pour un liquide
visqueux, et a=0 pour un solide purement élastique. Pour les cellules isolées, il est de
l'ordre de 0.15 & 0.20 [Balland et al. , 2006].

Bien que caractéristique des cellules animales, ce comportement en loi de puissance
se retrouve aussi chez certains matériaux inertes. C’est le cas par exemple de systemes
colloidaux proches de la transition vitreuse, ou de matériaux mous vitreux comme
les mousses, pates, émulsions [Tanaka et al. , 2005; Weeks, 2000]. Ces systemes ont
en commun une grande complexité structurelle, ou la dissipation mécanique implique
des phénomenes dynamiques a différentes échelles résultant en une infinité de temps
caractéristiques [Sollich et al. , 1997]. Il est donc naturel de supposer que c’est également
le cas pour le matériau dont la cellule animale est composée, et plusieurs modeles se
proposent a la théorisation d'un tel comportement [Balland et al. , 2006; Fabry et al.
, 2001].

1.2.4 Meécano-sensibilité cellulaire

Si les cellules humaines ont les propriétés de matériau que nous venons de décrire,
elles n’en interagissent pas moins avec les différentes matieres du corps humain. Or le
paysage rhéologique qu’offrent les différents types de matrices extra-cellulaires est tres
varié, allant de la dizaine de Pascals pour la graisse, a la centaine de kilopascals pour
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le cartilage [Levental et al. , 2007] (figure 1.27). De plus, les cellules comprises dans ces
matrices sont soumises a plusieurs types de sollicitations mécaniques : la gravité impose
une contrainte de compression uniforme dans tout I'organisme ; la marche et la course
entrainent des contraintes de compression encaissées par le cartilage des articulations;
la respiration impose aux poumons de larges contraintes de traction et cisaillement ; et
les battements cardiaques déterminent 1’écoulement du flux sanguin qui exerce a son
tour des contraintes de cisaillement sur les parois des vaisseaux sanguins. Par ailleurs,
le rythme cardiaque et la respiration s’adaptent en temps réel a I'effort, ce qui implique
que 'amplitude et la fréquence de ces sollicitations soient interdépendantes.

Aussi n’est-il pas surprenant que les cellules soient capables d’une part de sentir
I’environnement mécanique dans lequel elles évoluent, et d’autre part d’intégrer les
sollicitations mécaniques comme des signaux influencant leur métabolisme. Ici, nous
allons reprendre les preuves expérimentales qui ont permis de mettre au jour cette
mécano-sensibilité cellulaire, et voir comment des stimuli mécaniques peuvent infléchir
le devenir d’une cellule.

Géométrie et confinement dans I'espace

Il y a une quinzaine d’années, une technique de laboratoire a été mise au point pour
déposer des protéines d’adhésion cellulaire sur des zones bien déterminées, de I'ordre
de la taille cellulaire. Par cette méthode, il a été possible d’observer comment les cel-
lules réagissaient dans un environnement confiné. La premiere étude de ce genre a été
réalisée par Chen et al. [1997], qui, en cultivant des cellules endothéliales capillaires
humaines sur ces micro-motifs d’aire controlée, ont montré que leur taux d’apoptose
est d’autant plus élevé que leur étalement est frustré (figure 1.28-A). Chez ces cellules,
dont le role physiologique est d’assurer la continuité et la cohésion d’un tissu, la pro-
babilité de déclencher un signal de mort programmeée est donc accrue dans le cas ou
I’étalement est impossible.

De nombreuses équipes ont ensuite repris ces techniques de micro-impression de mo-
tifs d’adhésion. Pitaval et al. [2010] ont montré que les cellules rétiniennes tres étalées
étaient beaucoup moins susceptibles de former un cil, a la fois marqueur et structure
nécessaire pour ’arrét de ces cellules entre deux cycles de division. Lorsqu’ils ont traité
les cellules étalées avec des inhibiteurs de la myosine, la proportion de cellules ciliées a
doublé, indiquant que la tension cellulaire empéchait en partie la formation du cil. Ils
ont expliqué ceci en observant le positionnement du centrosome, qui, dans le cas étalé,
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est confiné sous le noyau et ne peut conduire a la formation du cil et par conséquent a
larrét du cycle cellulaire (figure 1.28-B).

L’espace que les cellules occupent, et la possibilité de plus ou moins s’étaler semble
donc étre un élément déterminant de leur devenir. Les chercheurs ont ensuite voulu ob-
server les modifications de ’architecture cellulaire et de la mécanique interne des cellules
lors de la culture sur ces substrats d’aires contrdlées. Par exemple, Théry et al. [2006]
ont mis en évidence que les fibres de stress s’intensifient sur les zones non-adhésives
pour compenser la tension de membrane et conserver 'aire d’étalement (figure 1.28-D).
En cultivant des cellules sur des micropilliers, Tan et al. [2003] ont montré que la force
exercée par les cellules sur le substrat augmente avec 'aire d’étalement (figure 1.28-E).
Une étude menée par Roca-Cusachs et al. [2008] a permis de corroborer ces résultats :
en mesurant la rigidité du cytosquelette par AFM sur des cellules étalées sur des motifs
d’aire croissante, ils ont observé que plus la cellule est étalée, plus elle est rigide, ce qui
laisse & supposer que son état de tension interne est plus important (figure 1.28-C).

Tout ceci confirme une intuition de Harris et al. [1981] formulée il y a une trentaine
d’années : en cultivant des fibroblastes sur du silicone déformable, ils avaient a I’époque
observé la formation de ridules sur le substrat, qu’ils ont attribuées a des forces de
traction exercées par les cellules. La culture cellulaire sur des substrats déformables
s’est depuis imposée comme un outil incontournable pour étudier la mécanique et la
mécano-sensibilité cellulaire.

Sensibilité de la cellule a la rigidité du substrat

Parallelement a I’étude du role du confinement géométrique et des facultés d’adhé-
sion des cellules sur leur devenir, d’autres chercheurs ont voulu déterminer si la rigidité
du substrat pouvait avoir des effets similaires. En effet, les techniques classiques de
biologie imposent que la culture cellulaire se déroule sur des substrats en verre ou en
plastique, bien plus rigides que les rigidités physiologiques auxquelles les cellules sont
susceptibles d’étre exposées. Des chercheurs ont donc mis au point des hydrogels mous
permettant la culture cellulaire, dont les propriétés mécaniques peuvent-étre modulées
pour pouvoir observer la réponse cellulaire a la rigidité.

Les plus courants sont les gels de poly-acrylamide, qui garantissent un mode de
fabrication relativement facile et peu dispendieux, des caractéristiques optiques fa-
vorables & la microscopie, et une non-toxicité 3. Ces gels sont fabriqués a partir de
monomeres d’acrylamide et de son réticulant, le bis-acrylamide. Pour moduler la rigi-
dité finale du gel, qui peut s’étendre de quelques centaines de pascals a la centaine de
kilopascals, il suffit de faire varier la concentration relative en monomere et réticulant
[Pelham et al. , 1997; Grevesse et al. , 2013; Tse & Engler, 2010; Fischer et al. , 2012].
Il est ensuite possible de fonctionnaliser ces gels en couplant des molécules d’adhésion
cellulaires & leur surface, le plus souvent la fibronectine. Nous reviendrons plus en détail
sur les procédés de fabrication de ces gels ainsi que sur leur rhéologie au Chapitre 5;
car nous avons nous-mémes mis en place ces techniques lors de la derniere partie de

13. L’acrylamide est en fait hautement toxique lorsqu’il est sous forme de monomere, mais ne pré-
sente plus aucun danger une fois polymérisé.
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FIGURE 1.28 — Le confinement spatial influence la vie des cellules (A) Les
cellules cultivées sur des micro-patterns (gauche) présentent un taux d’apoptose dé-
croissant avec l'aire d’étalement [Chen et al. , 1997]. (B) La formation du cil lors de
l'arrét du cycle cellulaire n’est possible que lorsque les cellules sont peu étalées [Pitaval
et al. , 2010]. (C) La rigidité cellulaire augmente avec I’aire d’étalement [Roca-Cusachs
et al. , 2008]. (D) Les fibres de stress se concentrent sur les zones non-adhésives [Théry

et al. , 2006]. (E) Les forces exercées par des cellules augmentent avec 'aire d’étalement
[Tan et al. , 2003].
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cette étude.

De nombreuses équipes de recherche utilisent également un autre matériau, le poly-
diméthylsiloxane (PDMS), qui présente I'avantage de pouvoir étre réticulé par photo-
litographie. Il est ainsi possible de confectionner des substrats de formes variées a taille
micronique : micro-puits, micro-canaux, micro-pilliers, etc.; ce qui permet d’étudier
le comportement des cellules sous confinement. La aussi, la rigidité est modulable en
faisant varier la concentration de réticulants, mais les rigidités obtenues s’écartent de
la gamme physiologique. Pour mesurer les forces de traction cellulaires, il est également
possible d’utiliser non pas des substrats continus de PDMS, mais des réseaux de pilliers
dont le moment de flexion est connu [Tan et al. , 2003; Saez et al. , 2007].

Pelham et al. [1997] furent les premiers a cultiver des cellules sur des substrats
plans de rigidités différentes. Ils observerent que les cellules étaient moins étalées et
moins mobiles sur des substrats de raideur faible. Contrairement a celles cultivées sur
les substrats plus rigides, ces cellules ne développaient pas de complexes d’adhésion. Les
auteurs ont montré que les cellules initialement cultivées sur substrat rigide formaient
le méme phénotype que celles cultivées sur substrat mou lorsqu’on inhibait 'activité de
la myosine, montrant ici encore le réle de la tension du cortex dans l'activité cellulaire.

Bien des années plus tard, Solon et al. [2007] ont montré que l'augmentation de
Iaire d’étalement sur les substrats rigides s’accompagnait d’une augmentation de la
raideur cellulaire (figure 1.29-A); et que les cellules semblaient adapter leur raideur
interne a celle a laquelle elles étaient exposées, a la maniere d’un caméléon mécanique.

Si les propriétés mécaniques "statiques" des cellules (forme, rigidité) sont influencées
par la nature mécanique de I'environnement, la manieére dont elles exercent activement
des forces, c’est a dire leur dynamique, 'est aussi. En effet, il a été mis en évidence
que ces forces exercées par les cellules dépendent de la rigidité du substrat sur lequel
elles se trouvent [Discher et al. , 2005]. Le travail effectué par Mitrossilis et al. [2009]
au sein de notre équipe a permis de retrouver ces résultats grace au dispositif a mi-
croplaques, en utilisant des lamelles de flexibilité variée. Mais surtout, il a été montré
que le taux d’acroissement de la force (la vitesse a laquelle la cellule tire, c’est a dire la
dérivée temporelle de la force, dF'/dt) s’adapte a la raideur de la microplaque flexible
(figure 1.29-B). De plus, en modifiant la fagon dont la position des plaques rigides et
flexibles sont régulées, il a été possible de modifier la raideur percue par la cellule en
temps réel. Par cette méthode, les auteurs ont montré que dF'/dt s’adapte a la raideur
en un temps inférieur a 0,1s, révélant ainsi que la réponse a la rigidité est purement
mécanique et ne peut pas passer par des processus de régulation biologique classiques,
dont les temps caractéristiques sont bien supérieurs (figure 1.29-C) [Mitrossilis et al.
, 2010]. Ces résultats ont été reproduits peu apres par Webster et al. [2011] & 1'aide
d’un dispositif similaire adapté d’un microscope a force atomique.

Ces exemples illustrent le role de la mécanique de ’environnement sur la mécanique
interne des cellules, qu’elle soit statique ou dynamique. Mais la nature mécanique du
substrat influence la vie de la cellule bien au-dela de son comportement mécanique.
Les études d’Adam Engler, dans le groupe de Dennis Discher a I’Université de Penn-
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FIGURE 1.29 — Les cellules adaptent la force exercée a la rigidité du substrat
(A) La rigidité cellulaire augmente avec celle du substrat [Solon et al. , 2007]; (B)
La force exercée par les cellules (bl) et sa dérivée temporelle (b2) s’adaptent a la
rigidité de l'environnement [Mitrossilis et al. , 2009]; (C) La force exercée par une
cellule (bleu) s’adapte en temps réel a la raideur (rouge). Les cercles noirs, creux, et
pleins représentent des courbes de traction de référence dans des conditions standards,
sous raideurs constantes, dont les valeurs correspondent aux deux raideurs utilisées
[Mitrossilis et al. , 2010].

sylvanie en est ’exemple le plus connu. Son travail a commencé par I'observation que
la striation des myotubes '* était optimale lorsque les cellules étaient cultivées sur des
gels dont la rigidité était équivalente & celle du muscle [Engler et al. , 2004]. La culture
de myoblastes sur des substrats plus rigides ou plus mous donnaient bien lieu a la for-
mation de myotubes, mais de moindre striation (voir figure 1.30-A). Il a donc supposé
que la rigidité du substrat pouvait avoir une influence sur la différenciation cellulaire,
ce qui I’a amené a conduire I’étude la plus spectaculaire en mécanique cellulaire de ces
dernieres années. Il s’est simplement procuré des cellules souches mésenchymateuses,
un type de cellule souche adulte pouvant se différencier en de nombreux types cel-
lulaires ; et les a cultivées sur des substrats dont la rigidité était semblable a celle du
cerveau (0.1-1kPa), du muscle (8-17kPa), ou des os (25-40kPa). Au bout d'une semaine
de culture, les cellules cultivées sur des gels de la rigidité du cerveau, du muscle ou
des os présentaient les caractéristiques de neurones, myoblastes ou ostéoblastes, res-

14. Les myotubes sont des cellules poly-nucléées formées par la fusion de plusieurs cellules de muscles,
les myoblastes, et constituent I’étape précédant la formation de fibres musculaires.
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pectivement [Engler et al. , 2006] (voir figure 1.30-B). Il a ensuite poursuivi ce travail
en démontrant notamment que des cardiomyocytes embryonnaires reproduisaient un
battement spontané physiologique lorsque cultivées sur un substrat de propriétés méca-
niques semblables a celles rencontrées in vivo, et surtout qu’ils cessaient rapidement de
battre sur des substrats de rigidité plus élevée [Engler et al. , 2008] (voir figure 1.30-C).

Ces travaux ont eu un grand retentissement dans la communauté. D’innombrables
études illustrent désormais le role de la rigidité sur de nombreux processus cellulaires,
comme 'apoptose [Wang et al. , 2000], la différenciation neurale [Saha et al. , 2008], la
formation et la maintenance tissulaire [Guo et al. , 2006], la motilité cellulaire [Pelham
et al. , 1997], etc'®.

Comme ces exemples le montrent, la rigidité du matériau auxquelles les cellules sont
exposées affectent leur migration, leur morphologie, la structure du cytosquelette, et
I’expression génétique. L’importance de la mécanique de I’environnement cellulaire est
indubitable : cela va jusqu’a influencer le cycle cellulaire, ou déterminer leur engagement
dans une voie de différenciation. Et plus les recherches avancent dans ce domaine, plus
le role des propriétés mécaniques sur les fonctions biologiques semble important.

15. Je vous invite & consulter les publications de Discher et al. [2005] ou de Georges & Janmey
[2005] pour des revues plus complétes sur ce sujet
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FIGURE 1.30 — Les travaux d’A. Engler (A) Les myotubes présentent une striation
optimale sur des gels dont la rigidité est équivalente a celle des muscles [Engler et al. |
2004] ; (B) Des cellules souches mésenchymateuses se différencient en cellules ayant les
caractéristiques de neurones, myoblastes ou ostéoblastes selons qu’elles sont cultivées
sur des substrats dont la rigidité est celle du cerveau (gauche), du muscle (milieu) ou
de l'os (droite) [Engler et al. , 2006]; (C) La fréquence de contraction spontanée de
cardiomyocytes et le nombre de cellules battant décroissent sur des substrats de rigidité
élevée [Engler et al. , 2008].
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Sensibilité a des sollicitations mécaniques

Si les cellules sont sensibles a la nature mécanique de 'environnement dans lequel
elles évoluent, elles sont également capables de sentir et de répondre a des sollicitations
mécaniques extérieures. Des études sur des substrats étirables ont par exemple montré
que l'orientation des fibres de stress dépend de la sollicitation mécanique appliquée.
Lorsque celle-ci est statique, les fibres s’orientent dans le sens de la plus grande défor-
mation [Eastwood et al. , 1998]. Mais lorsque la sollicitation est dynamique, c’est & dire
lorsque 'expérimentateur impose des cycles d’étirement et de relachement a la cellule,
la réorientation des fibres de stress s’effectue perpendiculairement a la direction de la
sollicitation, comme si il y avait renforcement de la polarisation cellulaire dans le sens
de la moindre sollicitation [Faust et al. , 2011; Jungbauer et al. , 2008; Yoshigi et al. ,
2005] (voir figure 1.31-A). Toujours sur ces substrats étirables, Trepat et al. [2007] ont
observé une fluidification locale du cytosquelette apres étirement, et ce d’autant plus
que I’étirement est grand. Apres un certain temps, les cellules récuperent leur rigidité
initiale (voir figure 1.31-B). Cela suggere que I’équilibre du cytosquelette serait rompu
et compromettrait transitoirement la rigidité globale de la cellule. A ’échelle locale ce-
pendant, une sollicitation mécanique par pinces magnétiques induit une rigidification
du cytosquelette sous-jacent [Wang et al. , 1993].

Ici encore, si les sollicitations mécaniques induisent des changements sur la méca-
nique interne des cellules, elles ont souvent pour conséquence des modifications phé-
notypiques ou fonctionnelles. Par exemple, le cycle cellulaire des cellules endothéliales
tapissant les vaisseaux sanguins est influencé par la nature du flux de cisaillement
auquel elles sont soumises [Lin et al. , 2000; Akimoto et al. , 2000; Morgan et al. ,
2012]. De plus, apres avoir observé une réorientation du cytosquelette dans le sens de
la contrainte de cisaillement de cellules endothéliales soumises a un flux (figure 1.31-C),
Garcia-Cardena et al. [2001] ont mis en évidence que la régulation nombreux genes
dépendait de cette sollicitation, et que I'expression de ces genes était modifiée selon
que le flux était laminaire ou turbulent, et il est désormais admis que les cellules endo-
théliales vasculaires sont directement sensibles au flux de cisaillement [Barakat et al. ,
2006].

Une autre propriété particuliere d’alignement a été mise en évidence grace a ces
chambres a flux. Valignat et al. [2013] ont en effet observé un comportement remar-
quable des lymphocytes T : ceux-ci orientent leur migration dans le sens du flux, mais
dans la direction opposée a celui-ci, comme des saumons remonteraient le courant d’une
riviere. Lorsque la direction du flux est modifiée, les cellules s’orientent pour toujours
aller dans la direction opposée au courant (voir figure 1.31-D).

Enfin, Chowdhury et al. [2010] ont montré qu'une sollicitation mécanique locale
de cellules souches embryonnaires déclenchait leur étalement, mais seulement sur des
cellules non différenciées, qui sont par ailleurs dix fois moins rigides que celles différen-
ciées. Ils ont mis en évidence I'implication de la myosine II, de 'actine ainsi que des
protéines Src et Cdc42 dans ce phénomene. Plus intéressant encore, ils ont montré que
Iexpression du gene Oct3/4 était réduite dans les cellules sollicitées. Or une diminution
de I'expression de ce gene est un marqueur de différenciation : la simple sollicitation
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FIGURE 1.31 — Sensibilité des cellules a une sollicitation mécanique (A) Des
fibroblastes soumis a un étirement orientent leurs fibres de stress orthogonalement
au sens de 'étirement [Yoshigi et al. , 2005]; (B) Apres un étirement, la rigidité du
cytosquelette chute, et cela d’autant plus que I'étirement est grand. Le module ré-
augmente ensuite progressivement jusqu’a retrouver sa valeur initiale [Trepat et al. ,
2007]; (C) Des cellules endothéliaes soumises & un flux de cisaillement orientent leurs
fibres de stress dans le sens de I'écoulement [Garcia-Cardena et al. , 2001]; (D) Des
lymphocytes T primaires et effecteurs orientent leur migration dans le sens opposé au
flux [Valignat et al. , 2013]; (E) L’expression du geéne Oct3/4 est fortement diminuée
apres sollicitation mécanique de cellules souches embryonnaires, marquant leur entrée
en différenciation [Chowdhury et al. , 2010].
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mécanique locale d'une cellule souche suffirait donc & induire sa différenciation (voir
figure 1.31-E).

Mécanotransduction : comment forces et mouvements sont-ils traduits en signaux
biologiques ?

Si les propriétés mécaniques intrinseques de ’environnement peuvent influencer la
vie cellulaire, si les cellules adaptent les actions mécaniques qu’elles appliquent sur
I'extérieur a la rigidité du substrat, et si les cellules peuvent sentir et répondre a des
sollicitations mécaniques, alors une question naturelle s’impose : comment s’y prennent-
elles? Comment des stimuli mécaniques peuvent-ils étre intégrés sous la forme de si-
gnaux biochimiques conduisant a la modulation de I'expression génétique ? De nom-
breuses équipes tentent d’apporter des réponses a ces questions : c¢’est la science de la
mécano-transduction. Leurs recherches ont mis a jour deux mécanismes principaux :
I’existence de canaux ioniques mécano-sensibles, et celles de protéines qui sous l'effet
d’une force subissent un changement conformationnel ouvrant la voie a des cascades
de signalisations biochimiques traditionnelles.

Les premiers canaux mécano-sensibles ont été observés chez la bactérie Escherichia
coli. En mesurant directement le courant électrique au niveau d’un canal ionique (cette
méthode est appelée patch-clamp), il a été possible de mettre en évidence une augmen-
tation de la conductance suite & un changement de pression [Martinac et al. , 1987]. Les
auteurs ont supposé que ceci permettait a la bactérie de réguler directement sa pression
osmotique en actionnant mécaniquement des canaux ioniques adéquats. Par la suite,
des études extensives ont dévoilé 'existence de nombreux canaux dont 'ouverture et
la fermeture dépendent de conditions mécaniques. Ce sont généralement des canaux
dont la structure est semblable a celle d'un diaphragme, susceptible de s’ouvrir ou de
se refermer selon 1'état de tension de la membrane environnante [Perozo, 2006] (voir
figure 1.32-B).

Les cellules ciliées auditives sont un tres bel exemple de mécano-transduction faisant
également intervenir des canaux ioniques. Ce sont des cellules épithéliales tres polari-
sées qui présentent des touffes de cils dans la lumiere du conduit auditif (voir figure
1.32-A). Une onde sonore fait vibrer le tympan qui amplifie et transmet le signal sonore
sous la forme d'une onde de compression qui se propage dans un liquide appelé endo-
lymphe. Lorsque cette onde parvient aux cils des cellules auditives, ceux-ci se penchent
sous l'effet du fluide. L’ingéniosité du systeme, si on peut parler en ces termes, tient
au fait qu’une protéine relie deux cils successifs dont la taille est légerement différente
(voir figure 1.32-A). Sous leffet du flux, les deux cils vont s’éloigner, et cette protéine
va actionner un canal ionique, ce qui induit une polarisation électrochimique de la
cellule. Ce signal est ensuite transmis a une synapse neuronale située au niveau basal
[Hudspeth, 1989]. Plus récemment, I’équipe de A. J. Hudspeth a montré que la réponse
des cils est tres variée (déclenchement de signal, oscillateur actif, filtre passe-bas, etc.),
et qu’elle dépend de facon tres non-linéaire de la maniere dont la contrainte mécanique
est appliquée [O Maoiléidigh et al. , 2012].

La mécano-sensibilité des complexes d’adhésion que nous avons mentionnée plus
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FIGURE 1.32 — Exemples de mécanotransduction (A) Haut : structure des sté-
réocils des cellules auditives, bas : sous l'effet de I’écoulement, les cils se penchent les
uns par rapport aux autres, ce qui permet 'ouverture d’un canal ionique par une pro-
téine [Perozo, 2006]; (B) Deux structures possibles de canaux mécano-sensibles. La
forme fermée a gauche correspond a la forme au repos, qui s’ouvre sous 'effet d’une
tension [Perozo, 2006]; (C) La protéine p130Cas présente dans les adhésions focales
libere des sites de phosphorylation suite a une extension, ce qui déclenche une voie de
signalisation [Sawada et al. , 2006]; (D) Recrutement de calcium dans le lymphocyte
T lorsqu’une force lui est appliquée par pinces optiques [Kim et al. , 2009].

61



Mise en situation

haut est un autre sujet suscitant des recherches tres actives. Il y a quelques années,
le groupe de Michael Sheetz a décrit le mécanisme de fonctionnement de la protéine
p130Cas présente dans les adhésions focales [Sawada et al. , 2006]. Celle-ci subirait un
changement conformationnel suite a I’application d'une force, ce qui libererait des sites
de phosphorylation (voir figure 1.32-C) et déclencherait une cascade de signalisation
[Tamada et al. , 2004].

Mais ce n’est pas tout : le TCR lui-méme est soupconné de mécano-sensibilité. Kim
et al. [2009] ont découvert que l'application d’une force par une bille manipulée par
pinces optiques et recouvertes d’antagonistes du TCR pouvait déclencher un flux de
calcium dans la cellule T (voir figure 1.32-D). Si les mécanismes par lequel le TCR
réalise cette mécano-sensibilité restent encore incompris, de nombreuses observations
indiquent que le lymphocyte T est hautement mécano-sensible. De nombreux processus
de l'ordre de la modification des caractéristiques mécaniques cellulaires sont a l'oeuvre
en immunologie, et de multiples indices laissent a penser que le lymphocyte T est non
seulement mécano-sensible, mais surtout que cette propriété est centrale pour son ac-
tivation. Ces préoccupations sont précisément celles de notre étude, aussi la section
suivante est-elle dédiée a la description de la littérature existante sur ces phénomenes.
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1.3 Mécanique cellulaire et immunité, du dialogue entre méca-
nique et biologie

Bien entendu, les cellules du systeme immunitaire n’échappent pas a cette mécano-
sensibilité, et un certain nombre d’études plus ou moins récentes ont mis en évidence
I'importance de ces signaux d’origine mécanique dans les processus immunitaires. Ici,
nous allons voir quels sont les indices motivant la recherche de mécano-sensibilité du
lymphocyte T.

1.3.1 Activation du LT et mécanique cellulaire
Role du cytosquelette dans I'activation du Lymphocyte T

La premiere observation allant en ce sens est que le cytosquelette d’actine joue un
role essentiel dans la synapse, ou elle s’accumule [Smith-Garvin et al. , 2009; Valitutti
et al. , 1995; Piragyte & Jun, 2012]. Il a d’ailleurs été montré que lors de l'activation
du lymphocyte T par une cellule dendritique, le cytosquelette de la cellule dendritique
subissait un remodelage profond et intensif, faisant intervenir la fascine, et que ce
remodelage est nécessaire pour 'activation du lymphocyte T [Al-Alwan et al. , 2001].

En particulier, la déplétion de I'actine polymérisée par la cytochalasine D empéche
l'activation du lymphocyte T [Henney & Bubbers, 1973; Holsinger et al. , 1998]. En
outre, les premieres phases d’adhésion nécessitent la présence de I'intégrine LFA1, qui
se stabilise ensuite dans le premier anneau de la synapse (pSMAC) [van der Merwe,
2002; Monks et al. , 1998]. A cet anneau d’intégrines du pSMAC correspond un anneau
d’actine sous-jacent, qui a été remarqué des les premieres observations de la synapse
[Ryser et al. , 1982] (voir figure 1.33-A) et pourrait servir de support de 'annea<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>