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Etude de la signalisation dans les cellules immunitaires primaires
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La signalisation est dependente des récepteurs antigeniques
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Proximal signaling in T cells
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LAT est essentiel pour le développement des cellules T
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LAT est essentiel dans le maintien de I'homéostasie des cellules T
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La signalisation du TCR est défectueuse dans les cellules T LATY136F
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LAT: un nceud essentiel dans la signalisation des cellules T
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phenotypes emerge from perturbed
molecular networks
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Signalisation du TCR
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identifying the maximum of interactions, (ou pourquoi utilisé la MS/MS et ne pas trouver
uniquement ce que l'on cherche)
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Initiate a program that will allow to integrate

all components of the TCR signaling events
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Parameters to integrate:

TCR affinity

Time of stimulation

Costimulation

Signalisation du TCR
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Autres parametres techniques a integrer:
Choix du Tag
Le type de stimulation (T°C, tubes, Flask...)
Le « STOP » de la réaction
Le buffer de lyse utilisé

Concentration en sels du pulldown

IP buffer component concentration
ranges for optimization (2)

Component Range
Non-ionic detergents (NP-40, Triton X-100) 0.1to 2%
lonic detergents (SDS, sodium deoxycholate) 0.01to
0.5%
NacCl Oto 1M
Divalent cations 0to 10mM
pH 6to 9

EDTA 0to 5mM



Le choix du TAG

BAIT
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Transcription factor
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Affinité pour la purification
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Stringence de |’élution
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Optimization of detergent conditions for affinity purification of signaling complexes in primary T cells
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Type
Triton X-100 Nonionic
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Currently chosen for MS experiment n-dodecyl-f-lauryl maltoside

Mw
mono
(micelle)

647 (90K)
537 (-)
617 (90K)
1225 (49K)
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1310(76K)
292 (8K)
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288 (18K)
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631 (7K)

Agg. # = Aggregation number, which is the number of molecules per micelle

cMmcC
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L'arrét de la stimulation

Changement de T°
Centrifugation

Lyse des les cellules



Interactome des cellules T
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Pourquoi ? niveau d'expression physiologique de la proteine appat d'interet
étudier les interactions dans des cellules primaires

pouvoir modifier le systéme directement sur la souris

BAIT TAG

Protéines impliquées dans la signalisation du TCR



BAITs
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Identification de l'interactome des protéines
intervenant dans la signalisation du TCR
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Expression and pulldown of SLP-76 ST protein

Strep-tactin
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Visual Cytoscape
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A label free approach to determine peptide

abundances
Extract MS1 peptide profiles
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Combiner des interactomes de plusieurs BAITs, et integrer la cinetique de stimulation
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Quantifier le degres d’interaction

Quantifier de maniere absolue ou relative le nombre de molecules qui interagissent entre elles



Autres interéts du modele /i vivo

Comprendre les mecanismes « fins » de |'‘activation de cellules T

TCR transgenique Souris Kl SLP-76ST/ST




Identifier des differences de signalisation dans des populations particuliéres

Souris Kl Foxp3+ EGFP Souris K| SLP-765T/5T

CD5" cells




Definir les genes associés a un facteur de transcription in vivo

Souris Kl StrepTag

Transcriptional role of cyclin D1 in development
revealed by a genetic-proteomic screen.

Nature. 2010 Jan 21;463(7279):374-8.



Perturber le systeme

modele de maladie Souris KI SLP-7657/5T
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WT LAT KO/mutant LAT KO/mutant
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Etudier et comparer les interactomes de differents types cellulaires

Proteine ubiquitaire

Fibroblastes

\ / Cellules immunitaires

Grb2

|

Neurones



Acknowledgments

Bernard & Marie Malissen

o Claude Grégoire
o0 Sandrine Henri

o Rachel Joly

o Yinming Liang

o Herve Luche IMSB, ETH Zirich IPBS, Toulouse

o Camille Malosse Ruedi Aebersold Bernard Monsarrat

o Aurélie Malzac

. Matthias Gstaiger Karima Chaoui
o Diana Ordonez i ]
o Kavita Reginald Simon Hauri Anne Gonzalez-de-Peredo
oSamira Tamoutounour ,
o Dorothea Terhorst MaP, Marseille iRTSV CEA, Grenoble
oAmandine Sansoni Luc Camoin Jerome Garin
oLaurence Ardouin-Bataille Stephane Audebert ~ Yohann Couté

Emilie Baudelet Anne-Marie Hesse

e IMMUNOLOGY

Noo o

SYSTEMS BIOLOGY OF T-CELL ACTIVATION

Clml @ i !nserm(AiX Marseille

-
-




