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Implication de la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich dans la migration et
la rencontre des lymphocytes T CD4" avec les cellules présentatrices de I’antigéne

RESUME

Les lymphocytes T CD4" sont des acteurs clés dans 1’orchestration d’une réponse
immunitaire dirigée spécifiquement contre un pathogene. L’efficacité de la réponse
immunitaire dépend de la génération de lymphocytes T CD4", de I’acquisition de leurs
fonctions effectrices et de I’exercice de ces derniéres. Ces différentes étapes se déroulent
successivement dans différents sites spécialisés de 1’organisme. Ceci impose aux lymphocytes
T CD4" une grande mobilité ainsi que 1’établissement de contacts privilégiés avec les cellules
présentatrices de I’antigéne, responsables de leur différenciation et de leur activation. La
mobilité ainsi que les interactions cellulaires des lymphocytes T CD4" requiérent une
réorganisation continue de leur cytosquelette d’actine. Un des régulateurs majeurs du
cytosquelette d’actine des lymphocytes T est la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich
(WASP) dont la déficience provoque le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), une
immunodéficience primaire sévere. Le dysfonctionnement des lymphocytes T est
généralement considéré comme la cause majeure du déréglement du systéme immunitaire
observé chez les patients WAS.

Mes travaux de these ont consisté a étudier I’implication de WASP dans la mobilité
des lymphocytes T CD4" humains, au cours des phases de migration et de rencontre avec les
cellules présentatrices de 1’antigéne dans les contextes d’interaction non spécifique (antigenes
du soi) et spécifique de 1’antigéne (antigénes exogenes).

Nous avons tout d’abord montré que WASP n’est pas requit pour la migration dirigée
par les chimiokines des lymphocytes T CD4" in vitro. Ensuite, nous nous sommes intéressés
au role de WASP dans I’interaction des lymphocytes T CD4" avec des cellules présentatrices
de I’antigéne présentant des antigénes du soi. Dans cette situation, il a été precédemment
décrit que les cellules présentatrices de 1’antigéne induisaient la mobilité des lymphocytes T
et participaient au maintien de 1’homéostasie lymphocytaire. De fagon surprenante, nous
avons observé que 1’absence de WASP conduisait a une mobilité anormalement élevée des
lymphocytes T CD4" au contact des cellules présentatrices de 1’antigéne. Nous avons ensuite
montré que cet excés de mobilité était lié a une adhésion LFA-1/ICAM-1 anormalement
régulée. En conséquence de cet exces de mobilité, nous avons également observeé un maintien
favorisé de la survie homéostatique lymphocytaire. Enfin, nous avons poursuivi cette étude
dans un contexte d’interaction avec des cellules présentatrices de I’antigéne présentant des
antigénes exogenes. Dans cette situation, il est connu que I’engagement du TCR avec les
antigenes exogenes induit un arrét de mobilité des lymphocytes T. Nous avons observé qu’en
absence de WASP, les lymphocytes T CD4" présentaient des défauts d’arrét de migration sur
les cellules présentatrices de 1’antigéne. Nous avons aussi montré un défaut d’organisation
moléculaire de la synapse immunologique, formée entre un lymphocyte T et une cellule
présentatrice de 1’antigéne. En conséquence de cette mauvaise organisation, des défauts de
prolifération et de production de cytokines des lymphocytes T ont été révélés.

Finalement, nos résultats indiquent que WASP agirait comme un frein sur la mobilité
des lymphocytes T CD4" au contact des cellules présentatrices de ’antigéne pour permettre
une interaction cellulaire optimale dans le contexte de la rencontre avec le soi et le non-soi.
Nous proposons que ces défauts soient en partie responsables des symptdmes auto-immuns et
de I’'immunodéficience observes chez les patients WAS.

Mots Clés : Syndrome de Wiskott-Aldrich, mobilité lymphocytaire, interaction cellulaire,
cellules présentatrices de 1’antigéne, cytosquelette d’actine.
Discipline : Immunologie

INSERM U1043, Centre de Physiologie de Toulouse Purpan, CHU-Purpan, Toulouse 7



Role of the Wiskott-Aldrich syndrome protein in CD4" T cell migration and
encounter with antigen presenting cells

ABSTRACT

CD4" T cells orchestrate immune response directed specifically against pathogens.
Immune response efficiency depends on the maturation of CD4" T lymphocytes and on their
ability to exert effectors functions. These steps occur successively in different sites of the
organism in which T cells will interact with multiple antigen presenting cells. Tissue homing
and antigen presenting cell scanning require a very high and regulated migratory capacity.
This is in part controlled by actin cytoskeleton reorganization. A key regulator of actin
cytoskeleton in T lymphocyte is the Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) which
deficiency in humans causes the Wiskott-Aldrich syndrome (WAS), a severe primary
immunodeficiency. T cell dysfunction is contributing to the immune system dysregulation
observed in WAS patients.

My thesis research consisted in studying the role of WASP in human CD4" T
lymphocyte motility, in real time, during their migration phases and during antigen presenting
cell encounter in the context of both non specific (self antigens) and specific interactions
(exogenous antigens).

First, we demonstrated that WASP is not required for CD4" T lymphocyte chemotaxis
in vitro. Then, we investigated the role of WASP in CD4" T lymphocyte interaction with
antigen presenting cells presenting self-antigens. In this context, it was previously described
that antigen-presenting cells drive T cell motility and maintain T cell homeostasis.
Surprisingly, we observed that the absence of WASP lead to an abnormally high CD4" T cell
motility at the contact with antigen presenting cells. Then, we showed that this increased
motility is linked to an abnormal regulation of LFA-1/ICAM-1 adhesion. Consequently of this
exacerbated motility, we also observed that T cell homeostatic survival is favored. Finally, we
pursued our study in the context of exogenous antigen encounter. In this condition, it is
known that TCR engagement with exogenous antigens drive T cell migration arrest. We
observed that in the absence of WASP, CD4" T lymphocytes are unable to stop efficiently at
the contact with antigen presenting cells. We also demonstrated that signaling molecules at
the immunological synapse established between T lymphocytes and antigen presenting cells
are dispersed in the absence of WASP. Consequently to this defective organization, we
showed that CD4" T cell proliferation and cytokine production are impaired.

All together, our results indicate that WASP acts as a brake on CD4" T cell motility at
the contact with antigen presenting cells permitting optimal cellular interaction in the context
of self and non-self encounter. We hypothezed that these defects could be in part responsible
for the autoimmune development and immunodeficiency observed in WAS patients.

Keywords : Wiskott-Aldrich Syndrome, lymphocyte motility, cell interactions, antigen
presenting cells, actin cytoskeleton
Discipline : Immunology
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AVANT-PROPOS

L’immunologie s’intéresse aux mécanismes de défense de notre organisme contre les

pathogénes. Elle correspond a un domaine d’étude tres étendu, tout d’abord de part la grande
diversité des agents pathogénes, mais également de part I’existence de différentes cellules du
systéeme immunitaire aux mécanismes de reconnaissance et de lutte contre les pathogenes tout
aussi variés. Une co-évolution constante des pathogénes et des cellules du systeme
immunitaire a 1’échelle de I’Evolution complexifie aussi ce schéma.
L’immunologie peut étre subdivisée en deux grandes lignes de défense: la réponse
immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. La réponse immunitaire innée est
rapide, indépendante d’une reconnaissance spécifique des pathogenes et sans mémoire de
I’historique des pathogenes déja rencontrés. Méme si la réponse immunitaire innée peut
parfois étre suffisante pour éliminer efficacement les pathogénes infectant notre organisme,
une seconde ligne de défense est souvent nécessaire et est déclenchée par la premiere. La
seconde ligne de défense, qui correspond a la réponse immunitaire adaptative, nécessite plus
de temps pour se mettre en place, est spécifique du pathogéne et garde en mémoire les
pathogenes rencontrés. La réponse immunitaire adaptative est conduite par les lymphocytes T
et les lymphocytes B, cellules possédant des récepteurs leur permettant de reconnaitre
spécifiqguement les pathogenes (le non-soi) et de les distinguer des constituants de notre
organisme (le soi). Les lymphocytes activent des programmes différents face au non-soi et au
soi. En effet, aprés reconnaissance du non-soi, les lymphocytes acquiérent leurs fonctions
effectrices et ceci afin de défendre notre organisme. En revanche, ils ne doivent pas acquérir
leurs fonctions effectrices face au soi, au risque de s’attaquer a notre propre organisme.
Toutefois, en absence de pathogéne, les lymphocytes doivent rester préts a réagir contre le
non-soi ; leur statut de vigilance est maintenu par leurs interactions avec le soi. Ainsi, la
distinction entre non-soi et soi apparait comme cruciale pour I’efficacité de la réponse
immunitaire adaptative. Cette distinction est permise par I’interaction des lymphocytes avec
des cellules présentatrices de I’antigéne au moment de leur génération dans les organes
lymphoides primaires et intervient lors de la rencontre avec les antigenes du non-soi ou du soi
dans les organes lymphoides secondaires puis tertiaires.

Il est bien connu que le cytosquelette d’actine joue un role majeur dans les fonctions
de mobilité et d’interaction cellulaire des lymphocytes. Un modele naturel de défaut

d’organisation du cytosquelette d’actine est le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). 11 s’agit



d’une maladie génétique liée a la déficience en protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich
(WASP). La réponse immunitaire adaptative des patients atteints de WAS est défectueuse. En
effet ces patients présentent a la fois une immunodéficience et une susceptibilité au
développement de cancers (deficience de la réponse immunitaire contre le non-soi) et
également une prévalence au développement de maladies auto-immunes (exacerbation de la
réponse immunitaire contre le soi).

Nous posons I’hypotheése qu’un des régulateurs clefs du cytosquelette d’actine, WASP,
soit impliqué dans les mécanismes de migration des lymphocytes T et d’interaction avec les

cellules présentatrices d’antigenes.

Ainsi mes travaux de thése ont consisté a mieux comprendre le role de WASP dans les
lymphocytes T humains au cours de leur migration et de leurs interactions avec les cellules

présentatrices de I’antigene a la fois dans le contexte de présentation du non-soi et du soi.

En introduction de mes travaux de these, I’emphase sera portée sur la mobilité ainsi
que sur P’interaction des lymphocytes T avec les cellules présentatrices de 1’antigéne en
condition d’infection et de non infection, puis le réle particulier du cytosquelette d’actine dans
ces fonctions spécifiques sera présenté, avant de se focaliser sur un de ses regulateurs clefs :
WASP, dont I’importance sera soulignée par la description du tableau clinique sévere des

patients atteints de WAS.

Mon implication dans [’enseignement de [’immunologie a [’Université et egalement
dans [’encadrement d’étudiants au laboratoire, m’a encouragé a entamer chacune des
sections de mon introduction par un résumé vulgarisé des principales informations qui y sont
présentées. Pour des raisons de clarté, ces resumés de vulgarisation scientifique apparaissent

dans des encarts au fil de ['introduction.
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I. Les lymphocytes T : chefs d’orchestre de I'immunité adaptative,

une vie bien rythmee

Cycle de vie des lymphocytes T

Les lymphocytes T défendent notre organisme contre les pathogenes. Leur efficacité résulte
de leur capacité a reconnaitre de maniere spécifique un pathogéne donné et a déclencher une
attaque adaptée. Chaque lymphocyte T est doté d’un récepteur capable de reconnaitre de
maniére spécifique une portion d’un pathogéne donné. Ces récepteurs sont différents a la
surface de chacun de nos lymphocytes T, permettant ainsi a notre organisme de reconnaitre
une grande diversité de pathogenes. Les lymphocytes T, aux récepteurs variés, sont congus au
niveau du thymus. Une fois produits, ils vont sortir du thymus et emprunter la circulation
sanguine pour rejoindre les ganglions lymphatiques. C’est dans les ganglions lymphatiques
qu’ils vont rencontrer les différents pathogenes qui infectent notre organisme. En effet, les
pathogenes sont transportés par notre systeme immunitaire au niveau des ganglions pour étre
présentés aux lymphocytes T. Dans le cas ou un lymphocyte T reconnait de maniére
spécifique un pathogéne, il s’active et se multiplie. Les lymphocytes T spécifiques du
pathogéne sont alors préts a engager la lutte contre le pathogéne reconnu.

Il existe plusieurs sous-types de lymphocytes T, dotés d’armes différentes pour lutter contre
les pathogénes. Les lymphocytes T CD8 (aussi appelé lymphocytes T tueurs) sont capables de
tuer les cellules de notre organisme infectées par le pathogéne reconnu. Les lymphocytes T
CD4 (aussi appelé lymphocytes T auxiliaires) apportent un soutien aux autres cellules du
systeme immunitaire en participant a leur activation. Dans les ganglions, ils vont participer a
I’activation des lymphocytes B, producteurs d’anticorps et a [’activation des lymphocytes T
CD8. Ils apporteront également une aide aux cellules du systétme immunitaire sur le site de
Iinfection, qu’ils rejoindront en passant par la circulation sanguine.

En résume, pour combattre un pathogene efficacement les lymphocytes T se déplacent, en
empruntant les vaisseaux sanguins, de leur site de production (le thymus) vers le site de
présentation des pathogeénes (les ganglions), pour enfin gagner le site de l’infection. lls sont
donc sans cesse en mouvement dans [’organisme et vont interagir avec une grande variété de
cellules. Parce que les lymphocytes T doivent se trouver au bon endroit, au bon moment et
rencontrer les bons partenaires pour défendre efficacement notre organisme, leur mobilité et
les interactions cellulaires qu’ils vont établir doivent étre bien orchestrées.

Avec une vitesse moyenne de migration de 10 um/ minutes (min), les lymphocytes T
sont dotés d’une mobilité exceptionnelle. Leur vitesse de migration est jusqu’a 100 fois plus
importante que celle des cellules mésenchymateuses ou épithéliales, 10 fois plus importante
que celle des fibroblastes, et presque 2 fois plus importante que celle des lymphocytes B
(Friedl et al., 1998b; Gudima et al., 1988; Miller et al., 2002; Pittet and Mempel, 2008).

Mais pourquoi les lymphocytes T sont-ils d’aussi bons migrateurs ? Nous verrons dans ce
chapitre que tout au long de leur vie, ils vont devoir migrer vers différents sites spécialisés de
I’organisme pour pouvoir finalement remplir leurs fonctions effectrices. Les différentes

« étapes de vie » des lymphocytes T sont présentées sous forme de schéma en Figure 1.
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Figure 1 : Génération et migration des lymphocytes T dans I’organisme.

Au niveau de la moelle osseuse, les cellules souches hématopoiétiques se différencient en progéniteurs
lymphoides. Ces derniers rejoignent le thymus ou ils poursuivent leur différenciation et subissent les sélections
positives et négatives. Les cellules ainsi sélectionnées constituent la population de lymphocytes T naifs. Ces
derniers quittent le thymus pour se rendre sur leurs sites de rencontre avec les antigenes : les organes lymphoides
secondaires. Au niveau des organes lymphoides secondaires, les lymphocytes T naifs qui reconnaissent de
maniére spécifique un antigene présenté par les cellules présentatrices de I’antigéne s’activent, proliférent et
acquiérent leurs fonctions effectrices. En revanche, les lymphocytes T naifs qui ne rencontrent pas 1’antigéne
pour lequel ils sont spécifiques, circulent entre les différents organes lymphoides secondaires. Les lymphocytes
T effecteurs sortent des organes lymphoides secondaires pour rejoindre le site de 1’infection ou ils exerceront
leurs fonctions effectrices.
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Les lymphocytes T ont pour origine la cellule souche hématopoiétique qui au niveau
de la moelle osseuse va se différencier en progéniteur myéloide commun et en progéniteur
lymphoide commun. Les progéniteurs lymphoides communs vont pénétrer dans le thymus et
y poursuivre leur différenciation. Les cellules en différenciation dans le thymus, aussi
appelées thymocytes, subiront une sélection positive et une sélection négative qui permettront
de s’assurer que les lymphocytes T qui sortiront du thymus: 1/ seront capables de reconnaitre
les cellules présentatrices de I’antigéne et 2/ ne réagiront pas contre le soi. A la sortie du
thymus, les lymphocytes T qui sont alors naifs (ils n’ont jamais rencontré 1’antigene pour
lequel ils sont spécifiques), vont gagner, en empruntant la circulation sanguine, les organes
lymphoides secondaires. Ce site favorise la rencontre entre les lymphocytes T et les
antigénes pathogénes présentés a la surface des cellules présentatrices de I’antigéne, en

condition d’infection. En absence d’interaction antigénique spécifique, les lymphocytes T
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naifs vont circuler entre les différents organes lymphoides secondaires. La spécificité
antigénique de I’interaction entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de I’antigéne,
aboutira a I’activation du lymphocyte T. Celui-ci sera alors capable de proliférer de maniére
clonale et d’exercer ses fonctions effectrices. On parlera alors de lymphocytes T effecteurs. Ils
pourront alors rejoindre le site de I’infection pour exercer leurs fonctions, se rendre dans les
centres germinatifs des organes lymphoides secondaires pour aider a I’activation des
lymphocytes B ou encore étre mis en mémoire dans les organes lymphoides secondaires.

Les différentes étapes de vie des lymphocytes T seront détaillées ci-aprés avec une attention
plus particuliére sur la description du dynamisme des lymphocytes T CD4" humains et de
leurs interactions cellulaires qui ont été la thématique privilégiée des recherches que j’ai

conduites au cours de ma thése.

1. Développement et sélection thymique des lymphocytes T dans les organes lymphoides

primaires

Naissance des lymphocytes T

Les lymphocytes T sont produits au niveau du thymus a partir d’un progéniteur lymphocytaire
provenant de la moelle osseuse et issu de la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques. Les lymphocytes T produits sont tous dotés de récepteurs qui leur
permettront de reconnaitre les pathogenes de maniére spécifique. Au niveau de I’ensemble de
la population produite, une grande variabilité de récepteurs est ainsi disponible. Néanmoins,
seuls les lymphocytes T capables : 1/ d’interagir avec des cellules qui présentent les
pathogénes et 2/ de ne pas s activer contre le soi ; seront autorisés a quitter le thymus. Cette
sélection au niveau du thymus permet de ne trouver en périphérie que des lymphocytes T qui
seront capables de s activer contre les pathogenes qui leur seront présentés mais pas contre
le soi.

Les lymphocytes T sont des cellules de I’immunité adaptative. Contrairement aux
cellules de I'immunité innée, elles vont reconnaitre les agents pathogénes de manicre
spécifique grace a leur récepteur pour I’antigéne : le TCR (T Cell Receptor). Les lymphocytes
T sont divisés en 2 catégories en fonction des chaines qui constituent leur TCR : les
lymphocytes T, qui sont majoritairement représentés et les lymphocytes T,s qui représentent
1 a 10 % des lymphocytes T totaux chez I’lhomme. Nous nous intéresserons uniquement aux
lymphocytes T,p que nous appellerons pour des raisons de simplicité, lymphocytes T.

Au niveau du thymus, des lymphocytes T de spécificité antigénique tres variée vont
étre générés a partir des progéniteurs lymphoides communs. La diversité dans le répertoire
des lymphocytes T est engendrée par un réarrangement aléatoire des génes codant pour

chacune des 2 chaines du TCR. Cependant, 2 systemes de sélection (la sélection positive et la
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sélection négative) vont s’assurer que les lymphocytes T produits sont utiles a 1’organisme,
c'est-a-dire qu’ils reconnaissent le CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) du soi et
non dangereux c'est-a-dire qu’ils ne réagissent pas contre des peptides du soi. Finalement, sur
les millions de différents thymocytes générés dans le thymus, environ seulement 2 % d’entre
eux seront sélectionnés et sortiront du thymus pour générer le stock de lymphocytes T
matures naifs en périphérie (Goldrath and Bevan, 1999; Scollay et al., 1980).

Les progéniteurs lymphoides communs accédent au thymus en s’extravasant a partir
des vaisseaux sanguins situés a proximité de la jonction corti-médullaire thymique (Lind et
al., 2001; Scimone et al., 2006). L’expression des récepteurs aux chimiokines CCR7 et CCR9
par les progéniteurs lymphoides communs a notamment été identifiée comme nécessaire pour
leur acces au thymus (Scimone et al., 2006). L’entrée des progéniteurs lymphoides communs
au niveau du thymus a lieu par vague avec une périodicité de 3 a 5 semaines (Foss et al.,
2001). A Tintérieur du thymus, la différenciation des progéniteurs lymphoides communs en
lymphocytes T se déroule en 3 étapes, détaillées ci-dessous et distinguables sur la base de

I’expression des corécepteurs CD4 et CD8.

a) Expression du pré-TCR a la membrane des thymocytes

La premiere étape de cette différenciation est subie par les cellules double-négatives :
CD4 CD8. Ces cellules représentent 1 a 5 % des thymocytes et correspondent aux
thymocytes les plus immatures. Elles vont migrer depuis la jonction cortico-médullaire vers la
région sous-capsulaire du cortex thymique (Lind et al., 2001). Plusieurs récepteurs aux
chimiokines (CXCR4, CCR7, CCR9) ont été identifiéss comme impliqués dans cette
migration, néanmoins aucun d’entre eux n’est apparu indispensable (Benz et al., 2004,
Misslitz et al., 2004; Plotkin et al., 2003). La migration des thymocytes double-négatifs vers
la zone sous capsulaire du cortex va durer entre 13 et 15 jours (Porritt et al., 2003), au cours
desquels ils vont commencer a réarranger la chaine  de leur TCR (Raulet et al., 1985). Les
thymocytes double-négatifs expriment la machinerie moléculaire nécessaire au réarrangement
des genes codant le TCR, telle que les enzymes de recombinaison RAG1l et RAG2
(Recombinaison Activating Genes 1 et 2) (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et al., 1992). Sur
la base de I’expression des marqueurs CD25 et CD44, 4 stades distincts de différenciation des
thymocytes double-négatifs ont été decrits : double-négatifs 1 a 4 (DN1 a DN4) (Godfrey et
al., 1993). Jusqu'au stade DN3, le développement des thymocytes est induit par Notchl et
supporté par I’'TL-7 sécrétée par les cellules stromales corticales (Peschon et al., 1994; Radtke
et al., 1999). De plus, les thymocytes eux-mémes participent au développement des cellules
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stromales corticales, puisqu’en leur absence le cortex thymique est histologiqguement anormal
(Hollander et al., 1995). Au stade DN2-DN3, les thymocytes vont tout d’abord, réarranger les
génes V, D et J codant pour la chaine B du TCR (Saint-Ruf et al., 1994; von Boehmer, 2005).
Si le processus de recombinaison génique est productif, la chaine B sera exprimée a la
membrane du thymocyte et stabilisée par la co-expression d’une chaine o de substitution, la
chaine pré-To.. Ensemble, la chaine B et la chaine pré-Ta formeront le pré-TCR. L’initiation
de la transduction du signal par le prée-TCR permet I’exclusion allélique du locus B non
réarrangé et le passage au stade DN4. Ce dernier est associé¢ a la perte d’expression du
marqueur CD25, puis a une prolifération cellulaire intense aboutissant au stade double-positif
CD4" CD8". Ce dernier est représenté par 80 & 90 % des thymocytes présents dans le thymus
(Sebzda et al., 1999). Il est marqué par I’expression en surface du TCR,g aprés recombinaison

fonctionnelle des genes V et J de la chaine o (Alam et al., 1996).

b) La sélection positive

Les thymocytes double-positifs vont ensuite subir la sélection positive au niveau du
cortex thymique (Benoist and Mathis, 1989). Celle-ci va permettre de ne garder que les
thymocytes T qui ont un TCR capable de reconnaitre des peptides présentés sur les molécules
de CMH du soi par les cellules épithéliales thymiques corticales. 90 % des thymocytes
double-positifs n’auront pas une affinité suffisante pour les complexes CMH-peptide et seront
éliminés puisqu’incapables de recevoir les signaux de survie transmis lors d’une interaction
de bonne affinité. Une analyse par microscopie biphotonique a permis d’observer en temps
réel les interactions entre les thymocytes double-positifs et les cellules stromales thymiques
donnant lieu a la sélection positive (Bousso et al., 2002). Il est apparu que 10 a 50 % des
thymocytes double-positifs étaient tres mobiles, particulierement dans les zones ou le réseau
de cellules stromales est dense. Ces observations ont été confirmées par une étude tres récente
qui montre que les thymocytes se déplacent le long de fibres constituées par le stroma
thymique auxquelles les cellules dendritiques thymiques adhérents (Sanos et al., 2011). Ainsi
le microenvironnement thymique favorise les interactions cellulaires. Les thymocytes double-
positifs établissent avec les cellules epithéliales corticales 2 types d’interactions dépendantes
du CMH du soi : des contacts stables et de longue durée et des contacts transitoires en série
(54 % vs 46 % des contacts). Les auteurs ont parfois pu observer les 2 types de contacts
associes a une méme cellule épithéliale corticale. A 1’heure actuelle, il n’a pas été identifié s’il

y avait une différence fonctionnelle et/ou chronologique entre ces 2 types d’interactions.
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c) La sélection négative

Une fois la sélection positive réalisée, les thymocytes vont rejoindre la médulla
thymique pour y poursuivre leur développement et étre soumis a la sélection négative
(Campbell et al., 1999; Kim et al., 1998; Witt et al., 2005). Bien que I’implication de CCR7
dans la migration des thymocytes depuis le cortex vers la médulla thymique semblait étre
clairement établie, une étude récente remet en question son indispensabilité (Ehrlich et al.,
2009; Kwan and Killeen, 2004). La sélection négative permet d’éliminer les thymocytes auto-
réactifs, qui ont une trop forte affinité pour les complexes CMH-peptides du soi. Dans le cas
ou les thymocytes auto-réactifs se retrouveraient en périphérie, ils seraient dangereux pour
I’organisme d’ou la nécessité de les éliminer. Au niveau de la médulla, les cellules
épithéliales thymiques ainsi que les cellules dendritiques présentent, sur leurs molécules du
CMH, des antigenes du soi exprimé€s aussi au niveau des organes périphériques. L expression
ectopique de ces antigenes par les cellules épithéliales thymiques est sous le contréle de la
protéine AIRE (Autolmmune REgulator) (Anderson et al., 2002). AIRE présente des
similitudes importantes avec des facteurs de transcription et régule I’expression de 200 a 1200
geénes chez la souris. Chez I’Homme, la déficience en AIRE entraine un syndrome auto-
immun, ’APECED (Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy)
(Anderson et al., 2002). L’issue de I’interaction entre un thymocyte auto-réactif et une cellule
épithéliale thymique sera 1’inactivation fonctionnelle du thymocyte aussi appelée anergie (van
Meerwijk et al., 1997). En revanche, I’issue de I’interaction entre un thymocyte auto-réactif et

une cellule dendritique sera 1’élimination du thymocyte par apoptose (Page et al., 1996).

d) Tolérance périphérique par les lymphocytes T régulateurs

Cependant, tous les thymocytes auto-réactifs ne seront pas éliminés au niveau du
thymus et certains rejoindront la périphérie. La raison principale a I’échappement des
thymocytes a la tolérance centrale qui a été évoquée est que certains antigenes du soi
exprimés en périphérie ne seraient pas ou peu exprimés au niveau thymique via AIRE (Klein
and Kyewski, 2000). Heureusement, des mecanismes de tolérance en périphérie existent pour
pallier a cette élimination imparfaite (Redmond and Sherman, 2005; Walker and Abbas,
2002). Il existe des mécanismes de tolérance passive tels que I’ignorance, 1’induction
d’apoptose ou d’anergie et des mécanismes actifs réalisés par les lymphocytes T régulateurs
CD4" Foxp3®. Les lymphocytes T régulateurs se développent également dans le thymus. Une

étape majeure de leur développement aurait lieu dans la médulla thymique (Fontenot et al.,
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2005; Sakaguchi, 2004). Les corpuscules de Hassal joueraient un réle important dans le
développement de ces cellules & travers la sécrétion de TSLP (Thymic Stromal
LymphoPoietine) et son effet sur 1’activation des cellules dendritiques thymiques (Watanabe
et al., 2005).

e) Lymphocytes T CD8" et lymphocytes T CD4"

Le thymus va générer environ 10 % de thymocytes simple-positifs CD4" et 5 % de
thymocytes simple-positifs CD8" par rapport au nombre total de thymocytes. Les
lymphocytes T CD4" et CD8" subissent le méme processus de développement et de sélection
thymique. Bien que le moment du choix du lignage CD4 ou CD8 soit controversé, les
différentes études s’accordent sur le fait qu’il ait lieu avant la sélection négative (Germain,
2002; Singer et al., 2008; Singer and Bosselut, 2004). Les modeles suivants ont été proposés
concernant le choix du lignage CD4 ou CD8 :

1/ Le modéle stochastique : selon ce modeéle, le choix du lignage se ferait de maniere

aléatoire, indépendamment de I’engagement du TCR. Cette étape n’aurait lieu qu’une fois le
choix effectué et permettrait de garder seulement les thymocytes ayant des complexes
TCR/corécepteurs permettant d’induire une signalisation.

2/ Les modeéles instructifs : Ces modéles sont basés sur la force ou la durée de ’interaction

avec les cellules présentatrices de 1’antigéne. Une interaction longue ou forte conduirait a la
perte d’expression du corécepteur CD8 et par conséquent a la génération de thymocytes
simple-positifs CD4". A I’inverse, une interaction courte ou faible conduirait a la perte
d’expression du corécepteur CD4 et par consequent a la genération de thymocytes simple-
positifs CD8".

3/ Le modeéle cinétique : selon ce modele, la sélection positive des thymocytes double-positifs

induit une diminution de 1’expression du corécepteur CD8. Dans le cas ou la signalisation a
travers le TCR serait persistante, les thymocytes CD4* CD8™™é@i so différencieraient en
thymocytes simple-positifs CD4". Dans le cas contraire, des thymocytes simple-positifs CD8"

seraient généreés.

f) Sortie du thymus et recirculation

La sortie des thymocytes matures du thymus est régulée majoritairement par le
récepteur S1P; (Sphingosine 1 Phosphate receptor 1) (Matloubian et al., 2004). Le ligand de
S1P;, S1P (Sphingosine 1 Phosphate) est sécrété par des péricytes situés au niveau de la

jonction corti-médullaire et est tres enrichi dans la circulation sanguine (Pappu et al., 2007,
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Zachariah and Cyster, 2010). Il a également été démontré dans des thymus artificiels qu’une
forte concentration en CXCL12 avait un effet répulsif sur les thymocytes matures induisant
ainsi leur sortie thymique (Poznansky et al., 2002). Les thymocytes matures rejoindraient la
circulation sanguine en passant par 1’espace périvasculaire connecté aux circulations
sanguines et lymphatiques (Kato, 1997). Cependant, les voies de sorties du thymus ne sont
pas trés documentées et le systéme de circulation emprunté par les thymocytes matures n’est
pas établi. Une recirculation des lymphocytes T matures vers le thymus a été observée,
cependant les mécanismes et 1’implication de cette recirculation ne sont pas clairement
identifiés (Michie and Rouse, 1989). Les lymphocytes T matures retrouvés dans le thymus
sont majoritairement des lymphocytes T activés bien qu’une faible proportion de lymphocytes
T naifs ait également été observeée (Agus et al., 1991). Ces cellules empruntent les veinules
post-capillaires au niveau de la jonction cortico-médullaire pour entrer dans le thymus puis se
localisent principalement au niveau de la médulla (Mori et al., 2007). De nombreuses
fonctions a la recirculation des lymphocytes T dans le thymus ont été proposées. Parmi elles,
la présence de lymphocytes T matures dans le thymus permettrait d’éliminer les pathogenes
qui infecteraient le thymus, participerait aux sélections positives et négatives et/ou

constituerait un lieu de stockage des cellules mémoires (Hale and Fink, 2009).

2. Extravasation des lymphocytes T dans les organes lymphoides

secondaires

Enfance des lymphocytes T

A la sortie du thymus, les lymphocytes T qui n’ont encore jamais rencontré le pathogene pour
lequel ils sont spécifiques vont rejoindre la circulation sanguine pour se rendre dans les
ganglions lymphatiques. La phase d’entrée dans les ganglions est un mécanisme finement
régulé qui nécessite une interaction forte des lymphocytes T avec les cellules spécialisées qui
tapissent les vaisseaux sanguins. Cette interaction agit comme un frein sur les lymphocytes T
entrainés par le flux sanguin, permettant leur passage entre les cellules des vaisseaux
sanguins mais aussi au travers de ces derniéeres.

Contrairement aux cellules dendritiques qui empruntent les vaisseaux lymphatiques
afférents pour entrer dans les organes lymphoides secondaires, la majorité des lymphocytes T
y accedent en traversant les HEV (High Endothelial Venules). Morphologiquement, les HEV
se distinguent des veinules par la présence de cellules endothéliales cuboidales volumineuses,
d’une lame basale fine et d’une gaine périvasculaire (Kraal and Mebius, 1997). Les HEV sont

majoritairement localisées au niveau de la zone T des organes lymphoides secondaires.
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Il est largement admis que I’extravasation des lymphocytes T naifs depuis la circulation
sanguine vers les organes lymphoides secondaires (aussi appelé diapédése) est contrélée par
une succession de 3 étapes distinctes [ Figure 2 ; pour revue : (Butcher and Picker, 1996)].
Elle est initiee par ’adhésion des lymphocytes T aux HEV, majoritairement a travers
I’interaction des L-sélectines (CD62-L) avec son ligand, le PNAD (Peripheral Node
ADdressin) exprimé par 1’endothélium. Cette adhésion de faible intensité a pour conséquence
de freiner le mouvement des lymphocytes T portés par le flux sanguin. Les lymphocytes T
roulent alors sur les cellules endothéliales ce qui favorise leur interaction avec les
chimiokines. L’activation des récepteurs aux chimiokines sur les lymphocytes T induit le
changement de conformation de la molécule d’adhésion LFA-1 (Lymphocytes Function-
associated Antigen-1; CD11a-CDI18 ou o,f;) et son interaction a ICAM-1 (InterCellular
Adhesion Molecule-1; CD54), exprimée par les cellules endothéliales. La forte adhésion
résultante de cette interaction est alors la clef pour le passage des lymphocytes T a travers les
HEV. Ces 3 étapes sont détaillées plus précisément ci-apres. Ce serait 1’expression par les
HEV de molécules d’adhésion et de chimiokines spécifiques qui expliquerait, qu’a
I’exception des cellules dendritiques plasmacytoides, seuls les lymphocytes T soient capables
d’emprunter cette voie d’entrée pour accéder aux organes lymphoides secondaires (Cella et
al., 1999).
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Etape 1 Etape 2 Etape 3

Diapédese
. N Activation des Adhésion Trans-endothéliale
Roulement” induit récepteurs aux dépendante et Para-endothéliale
par les L-sélectines chimiokines de LFA-1
PNAD ICAM-1 JAM JAM
MAdCAM-1 CCL21/CCL19 VCAM-1 ESAM || ESAM
PCAM1 || PCAM1
CD99 || CD99
Lymphocytes T

Membrane Basale

Cellules stromales

Figure 2 : Extravasation des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires

La migration des lymphocytes T dans les HEV est freinée par ’engagement des L-Sélectines avec PNAD et
MAdJCAM exprimés a la surface des HEC (Etape 1). Les lymphocytes « roulent » alors sur la surface des HEC,
ce qui va permettre I’engagement de leurs récepteurs aux chimiokines avec les chimiokines (CCL19/21)
présentées par les HEC (Etape 2). L’activation des récepteurs aux chimiokines induit le changement de
conformation des molécules d’adhésion (LFA-1) et leur forte interaction avec leurs ligands (ICAM-1). Cette
interaction va conduire a un arrét de migration des lymphocytes T (Etape 3). Ces derniers traversent alors les
HEC au niveau des jonctions serrées (passage para-endothélial) ou a travers les cellules (passage trans-
endothélial). Les lymphocytes T traverseront ensuite la membrane basale et la couche de cellules stromales
périvasculaires.

a) « Roulement » des lymphocytes T induit par une adhésion aux HEV de faible
intensité

La premiére étape (Figure 2, Etape 1) conduisant a I’extravasation des lymphocytes T
naifs vers les organes lymphoides secondaires consiste en la diminution de la vitesse des
lymphocytes T présents dans la circulation sanguine. L’implication de la L-sélectine est
classiquement et largement établie, bien qu’il ait également été démontré que d’autres
molécules d’adhésion participent a cette étape.

La deficience en L-sélectine compromet I’entrée des lymphocytes T dans les organes
lymphoides périphériques, réduit leur entrée dans les organes lymphoides mésentériques mais

n’a aucun effet sur leur entrée dans les plaques de Peyer (Arbones et al., 1994; Kunkel et al.,
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1998). 1l a été démontré que I’entrée dans les plaques de Peyer est dépendante de MAJCAM1
(Mucosal Addressin Cellular Adhesion Molecule-1), un ligand des intégrines o4f7, conduisant
également au roulement des lymphocytes T sur les HEV (Bargatze et al., 1995; Wagner et al.,
1996). Ces observations s’expliquent par une expression différentielle des molécules
d’adhésion PNAD et MAdCAML1 par les HEV de ces différents organes lymphoides
secondaires. En effet, les HEV des plaques de Peyer sont PNAD™ et MAdCAM1", les HEV
des organes lymphoides mésentériques expriment a la fois PNAD et MAdCAM1, alors que
les HEV des organes lymphoides périphériques sont PNAD" et MAJCAM™ (Berlin et al.,
1993). En plus de PNAD et de MAdCAML1, les molécules d’adhésions P-sélectine et VAP1
(\Vascular Apoptosis-inducing Protein 1) contribueraient également, mais de maniere mineure,
a I’induction du roulement des lymphocytes T sur les HEV (Kunkel et al., 1998; Salmi and
Jalkanen, 2001). La contribution de CD43 et CD44 est quant a elle sujette a controverse
(Jalkanen et al., 1986; McEvoy et al., 1997; Stockton et al., 1998; Stoop et al., 2002).

b) Activation des récepteurs aux chimiokines

Le ralentissement des lymphocytes T dans la circulation sanguine favorise
I’interaction des chimiokines avec leurs récepteurs exprimés a la surface des lymphocytes T
(Figure 2, Etape 2). Cette étape est également nécessaire a 1’extravasation des lymphocytes
T. Cela a été démontre par 1’utilisation de la toxine pertussique (PTX). Cette protéine produite
par Bordetella pertussis inhibe la signalisation des recepteurs couplés aux protéines G (dont
les récepteurs aux chimiokines) par ribosylation de I’ADP (Adénosine DiPhosphate) porté par
la sous-unité G,; (Kaslow and Burns, 1992). En effet, 1’utilisation de PTX inhibe fortement
I’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoides (Spangrude et al., 1984). Par la suite,
I’utilisation de souris déficientes en chimiokines ou en récepteurs aux chimiokines a conforté
ces résultats. Les souris plt/plt (paucity in lymph-node T cells) sont déficientes pour les
chimiokines CCL19 et CCL21Ser (isoforme de CCL21 exprimé au niveau des HEV). CCL19
(aussi appelée ELC ; Epstein-Barr virus-induced gene 1 Ligand Chemokine, ou MIP3p) et
CCL21 (aussi appelée SLT, TCA4, exodus2 ou 6Ckine) sont des ligands du récepteur CCR7
exprimé a la surface des lymphocytes T naifs. 1l a éteé démontré que les organes lymphoides
des souris plt/plt mais aussi des souris déficientes pour CCR7, contiennent trés peu de
lymphocytes T naifs (Forster et al., 1999; Gunn et al., 1999). Les lymphocytes T déficients
pour le récepteur a la chimiokine CXCL12 (SDF-1a ; Stromal cell-Derived Factor-10, PBSF ;
Pre-B-cell growth Stimulating Factor), CXCR4, ne présentent aucun défaut de transmigration

vers les organes lymphoides secondaires dans les souris sauvages (Okada et al., 2002).
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Cependant, une réduction de leur transmigration a été observée dans les souris plt/plt avec un
défaut plus severe chez les souris de fond génétique BALB/c par rapport au fond C57BL/6. I
existerait donc une spécificité génique des voies de signalisation des chimiokines. L’ensemble
de ces résultats indiquent que la contribution de CXCR4/CXCLI12 dans ’extravasation des
lymphocytes T vers les organes lymphoides secondaires est mineure alors que CCR7 et ses
ligands (CCL21 et CCL19) y jouent un r6le majeur.

Chez I’Homme, les chimiokines CCL21, CCL19 et CXCL12 sont exprimeées a la
surface des HEC (High Endothelial Cells), cependant les ARNm de ces chimiokines ne sont
pas détectés dans ces cellules (Carlsen et al., 2005; Gunn et al., 1998; Okada et al., 2002). Les
chimiokines produites par les cellules stromales des organes lymphoides secondaires seraient
donc transportées a la surface des HEC (Baekkevold et al., 2001; Luther et al., 2000). Une
autre source de chimiokines dans les organes lymphoides secondaires provient des cellules
hématopoiétiques, principalement des cellules dendritiques et des macrophages (Luther et al.,
2000). Les premiéres évidences du transport des chimiokines depuis les organes lymphoides
secondaires vers les HEV découlent d’expériences réalisées chez les souris plt/plt : I’injection
intra-cutanée de CCL19 ou de CCL21 restaure le défaut d’extravasation des lymphocytes T
naifs (Baekkevold et al., 2001; Stein et al., 2000). Par la suite, il a été demontré que le
transport des chimiokines depuis le sinus subcapsulaire jusqu’aux HEV est assuré par les FRC
(Fibroblastic Reticular Cells) (Gretz et al., 2000). Les FRC entourent les HEV et forment une
sorte de canal, aussi appelé conduit, entre le sinus subcapsulaire et les zones T des organes
lymphoides secondaires (Figure 4). Ce méme mécanisme de transport des chimiokines a
également été mis en évidence dans la rate (Nolte et al., 2003).

L’activité des chimiokines dans la lumiére des HEV peut étre inhibée par le récepteur
scavenger DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) (Kashiwazaki et al., 2003).
Comme les récepteurs aux chimiokines, DARC appartient a la famille des récepteurs couplés
aux protéines G avec pour différence de ne pas exprimer le motif DRY (Neote et al., 1994).
Ce dernier étant nécessaire au couplage des protéines G, le récepteur DARC ne transduit
aucun signal suite a la fixation de chimiokines. 1l a donc pour fonction de séquestrer ces
chimiokines. Néanmoins, il ne semble pas jouer un réle majeur dans la transmigration
lymphocytaire, puisqu’aucun défaut dans la composition cellulaire des organes lymphoides
secondaires des souris déficientes en DARC n’a été observé (Kashiwazaki et al., 2003). La
protéine MAC25 (anciennement appelée Insulin-like Growth Factor-Binding Protein related

Proteinl (Baxter et al., 1998)) est également capable de sequestrer les chimiokines (Nagakubo
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et al., 2003). 1l s’agit d’une protéine sécrétée et exprimée au niveau de la lame basale des
HEV (Nagakubo et al., 2003; Usui et al., 2002). Son expression dans la lumiére des HEV est
controversée (Girard et al., 1999; Usui et al., 2002). Au niveau de la lame basale, il a
également été proposé que MAC25 soit impliquée dans la présentation des chimiokines sans
que cela ait été demontré in vivo (Nagakubo et al., 2003).

Généralement, il est admis que les chimiokines se lient aux glycosamines et aux
peptidoglycanes pour étre présentées aux lymphocytes T ; cependant la démonstration d’un tel
mécanisme est actuellement inexistante (Bernfield et al., 1999). Des protéines de la matrice
extracellulaire telles que la fibronectine et le collagéne IV s’avérent capables de lier les
chimiokines CXCL12 et CCL21 respectivement (Nagakubo et al., 2003; Pelletier et al.,
2000).

Il est classiquement proposé que les chimiokines soient également requises pour
orienter la migration unidirectionnelle (de 1’extérieur vers ’intérieur des organes lymphoides
secondaires) des lymphocytes T. Bien que les expériences de migration lymphocytaire
conduites in vitro s’accordent sur la nécessité de créer un gradient de chimiokines pour
induire la transmigration, il n’a actuellement jamais été montré in vivo que les lymphocytes T
migrent en direction de la source de chimiokines. En effet, bien que la signalisation a travers
les récepteurs aux chimiokines soit nécessaire a la transmigration lymphocytaire, la formation
de gradient n’est pas requise (Cinamon et al., 2001). D’autre part, I’existence de gradient n’a
pas été prouvée in vivo. Enfin, des expériences complexes conduites in vitro ont montré que
I’expression simultanée de plusieurs chimiokines peut moduler la réponse migratoire
lymphocytaire (Nandagopal et al., 2011). Ces observations soutiennent que la migration
lymphocytaire in vivo est un mécanisme finement régulé et souligne par conséquent les

difficultés de son étude.

La liaison des chimiokine CCL21 et CCL19 a leur récepteur CCR7, permet un
changement de conformation des intégrines (inside-out signalling) (Bargatze and Butcher,
1993). Ce changement de conformation nécessaire a la réalisation de 1’étape suivante (Figure
2, Etape 3) est détaillé dans le sous-chapitre suivant (Figure 3). Le changement de
conformation des intégrines nécessaire a la forte adhésion des lymphocytes T aux HEV peut
également étre induit et/ou soutenu par le flux sanguin (Alon and Dustin, 2007; Cinamon et
al., 2001; Shamri et al., 2005).
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c) Adhesion des lymphocytes T aux HEV induite par I’engagement de LFA-1

Chez ’Homme, le role crucial de la molécule d’adhésion LFA-1 est révélé par deux
immunodéficiences rares, LAD-1 et LAD-IIl (Leucocyte Adhesion Deficiency) liées
respectivement & des mutations géniques de LFA-1 et des autres intégrines B2 ou de leurs
molécules activatrices : Rapl et kindlin-3 (Hogg and Bates, 2000). Le réle de ces 2 molécules
sur D’activation des intégrines P2 sera détaillé ci-aprés. Alors que les patients LAD-I
n’expriment pas les intégrines f2 a la membrane cellulaire, les patients LAD-II1 expriment
des intégrines P2 mais leur changement de conformation a travers la signalisation « inside-
out » est défectueuse. Les désordres immuns des patients LAD sont majoritairement
incriminés aux neutrophiles qui sont les premiéres cellules du systeme immunitaire a se
rendre sur le site d’une infection et pour lesquels I’expression des intégrines est restreinte aux
intégrines 2. Les lymphocytes T des patients LAD présentent aussi des défauts de migration,
partiellement compensés par 1’utilisation des intégrines asB7. Chez les souris déficientes pour
LFA-1, la migration des lymphocytes T vers les organes lymphoides secondaires
périphériques est défectueuse alors que ’entrée dans les organes mésentériques est seulement
partiellement affectée (Andrew et al., 1998; Berlin-Rufenach et al., 1999). Il a été démontré
que I’interaction des intégrines a4p7 avec VCAML (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) peut
compenser I’absence de LFA-1 pour I’entrée lymphocytaire dans les organes lymphoides
péripheriques (Berlin-Rufenach et al., 1999). Cette interaction est également impliquée dans
I’entrée dans les organes lymphoides mésentériques. Quelles que soient les intégrines en jeux,
celles-ci doivent avoir préalablement étaient activées pour permettre I’arrét des lymphocytes
sur les HEV. Comme indiqué précédemment, le changement de conformation des intégrines
est induit via une signalisation «inside-out » résultant de 1’activation des récepteurs aux
chimiokines et est augmenté par la force du flux sanguin (Alon and Dustin, 2007; Shamri et
al., 2005). LFA-1 est composée d’une chaine a et d’une chaine B exprimées a la membrane
cellulaire sous 3 conformations différentes: la conformation courbée (bent) de LFA-1
correspond a une forme inactive de la protéine, la conformation étendue-fermée (extended-
closed) a une affinité intermédiaire pour la liaison avec son ligand ICAM-1 et la conformation
étendue-ouverte (extended-open) a une forte affinité pour ICAM-1 (Nishida et al., 2006)
(Figure 3). Contrairement a la forme courbée, la forme étendue d’affinité intermédiaire se
caractérisent par 1’accessibilité de 1’anticorps monoclonal KIM127 a un épitope exprimé au
niveau du second domaine EGF-like (Beglova et al., 2002; Dransfield et al., 1992). Les

conformations d’affinité intermédiaire et forte se distinguent structurellement par la valeur de
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I’angle formé entre les domaines hybrid et p—like (Nishida et al., 2006). L’épitope pour
I’anticorps monoclonal 24 est exprimé au niveau du domaine I-like de la conformation de

forte affinité uniquement (Kamata et al., 2002).
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Figure 3 : Changement conformationel de LFA-1.

La molécule d’adhésion LFA-1 est composée par une chaine a et par une chaine . Elle se présente sous 3
conformations distinctes : une forme courbée de faible affinité pour son ligand ICAM-1 (low affinity) et de 2
formes étendues, d’affinité intermédiaire (intermediate affinity) et forte (high affinity). La localisation des
épitopes reconnus par les anticorps KIM127 et 24 est indiquée par des étoiles. D’apres (Hogg et al., 2011).

» La signalisation « inside-out » :

Un rble majeur dans la signalisation «inside-out» des lymphocytes T, induite par les
chimiokines, a été attribué a RAP1 et a sa GEF (Guanine Exchange Factor), CALDAG-GEF1
(Calcium and DiAcyGlycerol-regulated Guanine nucleotide Exchange Factor 1) (Ghandour et
al., 2007; Pasvolsky et al., 2007). En effet, I’expression d’une forme constitutivement activee
de RAPI augmente I’affinité de LFA-1 pour ICAM-1 et favorise la transmigration des
lymphocytes T en condition de flux (Shimonaka et al., 2003). De plus, la déficience en
CALDAG-GEF1 montre une diminution de 1’arrét des lymphocytes T sur les HEV (Pasvolsky
et al., 2007). Suite a I’activation des récepteurs aux chimiokines, la PLC (PhophoLipase C)
induit, via la libération de calcium (Ca*") et de DAG (1,2 DiAcylGlycerol), le recrutement &
la membrane et I’activation de CALDAG-GEF-1. Cette derniere activera alors RAP1 par
changement de sa forme liée au GDP (Guanosine 5’-DiPhosphate) en GTP (Guanosine
5’TriPhosphate) (Ghandour et al., 2007).
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La PIP5K1y87 (Phosphatldylinositol-4-Phosphate 5 Kinase type 1 y87) joue également un
role important dans la signalisation « inside-out », puisqu’il a ét¢ montré que 1’expression de
LFA-1 sous sa forme de forte affinité est dépendante de 1’activité de cette kinase (Bolomini-
Vittori et al., 2009). La PIP5K1y87 serait activée par la production d’acides phosphatidiques
résultant de I’activation des récepteurs aux chimiokines (Bolomini-Vittori et al., 2009).
Cependant, les molécules impliquées dans le changement de conformation de LFA-1 sous la
PIP5K1y87 n’ont pas été clairement décrites dans les lymphocytes T. Les résultats obtenus a
partir d’autres types cellulaires suggerent que la PIP5K1y87 produirait du PI(4,5)P2 qui
servirait de molécule d’ancrage a la membrane pour d’autres molécules signalétiques ou pour
des molécules du cytosquelette d’actine exprimant des domaines PH (Hogg et al., 2011,
Wang et al., 2004). La taline fait partie des molécules recrutées a la membrane par le
P1(4,5)P2. Celle-ci active les intégrines B2 par liaison a leur extrémité cytoplasmique (Garcia-
Alvarez et al., 2003). La kindlin-3 participe a la liaison de la taline aux intégrines 2 (Moser
et al., 2009). Ainsi, le changement de conformation de LFA-1 (de la conformation courbée a
la conformation étendue d’affinité intermédiaire) sur les lymphocytes T permet leur arrét de

migration et leur interaction avec les HEV (Salas et al., 2006).

» La signalisation « outside-in » :

La conformation étendue d’affinité intermédiaire de LFA-1 est capable de se lier a son ligand,
ICAM-1. Cette interaction induit une cascade de signalisation appelée signalisation « outside-
in ». Elle implique une coopération entre la taline et un effecteur de RAP1, RAPL présent a la
membrane puisque recruté précédemment par la signalisation inside-out. De plus, les
tyrosines kinases de la famille de SRC et de SYK (Lck, Zap70) sont phosphorylées suite a
cette interaction (Evans et al., 2011). Une fois activée, Zap70 va a son tour phosphoryler
VAV-1, libérant ainsi la taline constitutivement complexée a VAV-1. Cette cascade de
signalisation permet la conversion de LFA-1 en sa conformation étendue de forte affinité et

par conséquent une adhésion forte des lymphocytes T aux HEV.

d) Passage des HEV

Une fois que les lymphocytes T adhérent fortement aux HEV, ils leur restent encore a
traverser 3 barrieres pour enfin accéder aux organes lymphoides secondaires : la couche de
cellules endothéliales (HEC), la membrane basale et la couche de cellules stromales
périvasculaires (Figure 2 ; (Kraal and Mebius, 1997)). En 1964, des travaux ont montré par
microscopie électronique que les lymphocytes T traversent la couche de HEC en passant par
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les jonctions intercellulaires (passage para-cellulaire) ou en pénétrant a I’intérieur des cellules
(passage trans-cellulaire) (Marchesi and Gowans, 1964). Bien que trés surprenante,
I’utilisation de la voie trans-cellulaire par les leucocytes a été observée dans un grand nombre
d’études in vivo (pour revue (Sage and Carman, 2009)). En revanche, la diapedése trans-
cellulaire n’a été observée in vitro que récemment (Carman et al., 2007). Par conséquent, les
mécanismes de la migration trans-cellulaire sont moins connus que ceux de la diapédése para-

cellulaire.

» Passage par les jonctions serrées des HEC (para-cellulaire) :

L’importance du passage a travers les jonctions serrées des HEC a été révélée en interférant
avec les molécules exprimées au niveau des jonctions serrées. L’utilisation d’anticorps
bloquants ou de souris déficientes pour les molécules JAM-A (Junctional Adhesion Molecule
A), JAM-C, ESAM (Endothelial Cell Selective Adhesion Molecule), PECAM-1
(Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule 1), et CD99 ont révélé I’implication de ces
molécules dans le passage des leucocytes entre les cellules endothéliales (pour revue (Muller,
2011)). A T’opposé, les VE-Cadhérine (Vascular Endothelial cell-specific Cadherin) auraient
un effet négatif sur ce passage. Cependant, I’implication spécifique de ces différentes
molécules d’adhésion dans le passage des lymphocytes T au niveau des jonctions serrées des
HEC des organes lymphoides secondaires, n’a pas ¢été étudiée. Il a été proposé que
I’engagement des molécules d’adhésion lymphocytaire avec leur ligand & la surface des HEC
entrait en compétition avec les interactions adhésives nécessaires a la formation des jonctions
serrées entre les HEC (Ley et al., 2007). Ainsi, le passage des lymphocytes T a travers les
jonctions serrées serait favorisé par le relachement de ces dernieres. Un second facteur
pouvant agir sur le relachement des jonctions serrées est le Ca** produit par les HEC suite &
1’agrégation (clustering) des molécules ICAM-1 ou VCAM-1 (Muller, 2003). En effet, le Ca**
induit ’activation des MLCK (Myosin Light-Chain Kinase) et par conséquent la contraction
des cellules endothéliales. Bien que ce mécanisme ait été identifié pour le passage
transendothélial des neutrophiles, aucune étude n’a a ce jour révélé sa participation pour les
lymphocytes (Hixenbaugh et al., 1997). Enfin, de petites vésicules nommees LBRC (Lateral
Border Recycling Compartement) ont été identifiées a proximité de la membrane des HEC, au
niveau des jonctions serrées (Jin et al., 2008). Les LBRC contiennent des molécules
d’adhésion impliquées dans le passage transendothélial telles que JAM-A, CD99 et
nepmucine (Jin et al., 2008; Mamdouh et al., 2009). Le blocage de la polarisation des LBRC
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(induit par les kinésines le long des microtubules) au site de la transmigration empéche le

passage lymphocytaire (Mamdouh et al., 2009).

» Passage intracellulaire des HEC (trans-cellulaire)

Les études conduites in vitro ont révélé que le pourcentage de lymphocytes qui utilisent la
migration trans-cellulaire est compris entre 5 et 60 %. Ce pourcentage varie en fonction du
type de cellules endothéliales (HDMVEC, HLMVEC or HUVEC (Human Dermal
Microvascular-, Human Lung Microvascular- or Human Umbilical Vein-, -Endothelial Cells)
utilisées dans les expériences in vitro (Carman et al., 2007). Les études menées in vivo et
étudiant spécifiquement le passage des HEC par les lymphocytes ont révélé que la voie trans-
cellulaire est préférentiellement empruntée par les lymphocytes (Marchesi and Gowans,
1964). Plus récemment, la diapédése trans-cellulaire des lymphocytes a aussi €té observée par
microscopie €électronique au niveau des HEV d’amygdales humaines (Indrasingh et al., 2002).
Deux modes de diapédese trans-cellulaire ont été observés. Le premier mode, nomme
« emperiopolesis » (du grec em = a l’intérieur, peri = autour, polemai = se balader), est
caractérisé par I’entrée en totalité du lymphocyte a I’intérieur des HEC (Cho and De Bruyn,
1979; Humble et al., 1956). Le second mode de diapédése implique la formation d’un pore
dans les HEC a proximité des jonctions serrées que les lymphocytes empruntent alors (Azzali
et al., 2008). La diapédése est précédée par une étape de migration latérale des cellules du
systéeme immunitaire le long des HEC, ce qui leur permettent de détecter les sites les plus
permissifs au passage trans-endothélial (Schenkel et al., 2004). Récemment, il a été montré
qu’au cours de leur migration latérale, les lymphocytes emettent et rétractent de petites
protrusions riches en actine comparables aux podosomes des cellules invasives (Carman et al.,
2007). La formation de ces protrusions est un pré-requis a la diapédése trans-cellulaire. De
plus, il a été observé que les protrusions induisent des invaginations de la membrane des HEC
qui pourraient étre a I’origine du déplacement des organelles endothéliales et de la fusion des
membranes plasmiques apicales et basales. De maniére surprenante, de nombreuses molécules
impliquées dans le passage intercellulaire, jouent également un réle dans le passage
intracellulaire. Au cours du passage des lymphocytes T a travers les cellules endothéliales,
ICAM-1 est recruté au site de la diapédese ainsi que tout le long du canal bordé par la
membrane endothéliale et formé pour le passage intracellulaire (Carman and Springer, 2004;
Mamdouh et al., 2009; Millan et al., 2006). Carman et Springer ont aussi montré que la
molécule ICAM-1 est enrichie au niveau de protrusions membranaires émanant des HEC

(nommées « transmigratory cups ») et qui contactent les lymphocytes T (Carman and
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Springer, 2004). Le désassemblage du cytosquelette d’actine conduit a la disparition de ces
protrusions, mais n’a pas d’effet sur 1’adhésion lymphocytaire. Cependant, in vitro, bien que
le recrutement de ICAM-1 au site de la diapédese ait été observé par différents groupes, la
formation des protrusions membranaires semble dépendre des conditions expérimentales et
notamment de la présence de chimiokines (Barreiro et al., 2002; Carman and Springer, 2004;
Mamdouh et al., 2009). D’autre part I’existence physiologique de telles structures est
aujourd’hui controversée (Millan et al., 2006).

Comme pour ICAM-1, un enrichissement des molécules PECAM, JAM-A et CD99 a été
observé au site de la diapédese (Carman and Springer, 2004; Mamdouh et al., 2009; Millan et
al., 2006). L’implication de PECAM et CD99 dans la diapedese trans-cellulaire a aussi été
montrée par 1’utilisation d’anticorps bloquant (Mamdouh et al., 2009).

Ainsi, actuellement aucune spécificité dans 1’implication des molécules d’adhésion pour les

diapédeses para- et intra-cellulaires n’a pu étre démontrée.

» Passage de la membrane basale et des cellules stromales périvasculaires

La membrane basale est composée d’un réseau de laminine et d’un réseau de collagéne IV.
Ces réseaux sont interconnectés grace au nidogen 2 et au perlecan. Il a été démontré que
certaines régions de la membrane basale de la barriere hémato-encéphalique sont appauvries
en laminine et en collagene, ce qui faciliterait le passage des lymphocytes (Sixt et al., 2001).
Cependant, 1’existence de ces zones de moindre densité, n’a pas été prouvée au niveau de la
lame basale des HEV des organes lymphoides secondaires. De plus, chez la souris, au niveau
des vaisseaux crémastériques, il a été montré que les zones de moindre densité colocalisent
avec des régions dans lesquelles les cellules stromales périvasculaires (péricytes ou FRC) sont
peu fréquentes facilitant ainsi le passage des neutrophiles (Wang et al., 2006). La présence de

zones comparables reste a prouver au niveau des HEV des organes lymphoides secondaires.

e) Contréle de I’entrée lymphocytaire

Récemment, il a été montré que les HEV ne sont pas seulement une barriére physique, mais
qu’elles sont dotées d’un systéme de régulation de I’entrée dans les organes lymphoides
secondaires (Mionnet et al., 2011). En bloguant la sortie des lymphocytes T des organes
lymphoides secondaires, les auteurs de ce travail ont montré la formation de poches sous les
HEV des organes lymphoides secondaires. Ces poches sont un lieu de stockage pour les
lymphocytes T candidats a 1’entrée dans les organes lymphoides secondaires. En effet, les

lymphocytes T « attendent » quelques minutes dans ces zones que de la place se libere au
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niveau du parenchyme des organes lymphoides secondaires via la sortie d’autres
lymphocytes. Par ce systéme, les HEV régulent 1’homéostasie des organes lymphoides
secondaires. Une autre étude récente a montré le role des cellules dendritiques dans le
controle de I’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires (Moussion
and Girard, 2011). En effet, la déplétion en cellules dendritiques diminue I’extravasation des
lymphocytes T naifs. Les auteurs de cette étude ont montré que la sécrétion de lymphotoxine
par les cellules dendritiques est impliquée dans la maturation des HEV nécessaire a

I’extravasation lymphocytaire.

3. Rencontre avec les cellules présentatrices de I’antigéne dans les organes

lymphoides secondaires

Adolescence des lymphocytes T

Une fois que les lymphocytes T ont atteints les ganglions, leur objectif va étre de trouver le
pathogéne pour lequel ils sont spécifiques. Dans les ganglions, les pathogenes sont présentés
par des cellules du systeme immunitaire, et notamment par les cellules dendritiques. Les
lymphocytes T vont donc explorer le ganglion lymphatique a la recherche des cellules
dendritiques puis scanner leur surface. En absence de pathogenes, les lymphocytes T sont tres
mobiles dans les ganglions. En revanche, lorsqu’ils vont rencontrer une cellule dendritique
leur présentant le pathogene pour lequel ils sont spécifiques, ils vont stopper leur migration
afin d’établir un contact privilégié¢ avec la cellule dendritique.

Une fois a I’intérieur des organes lymphoides secondaires, les lymphocytes T vont
explorer I’environnement a la recherche de cellules présentatrices de 1’antigéne présentant sur
le CMH du soi, des antigénes du soi (en condition de non infection) ou des antigénes
pathogénes (en condition d’infection). Cette tache implique que les lymphocytes T explorent
scrupuleusement la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne tout en évitant d’adhérer
trop fortement a ces dernieres ce qui aurait pour conséquence une diminution de leur mobilite.
Par conséquent, la mobilité et I’interaction des lymphocytes T dans les organes lymphoides
secondaires sont des mécanismes qui se doivent d’étre finement balancés. Nos connaissances
dans ce domaine ont été trés nettement enrichies a partir de 2002 grace au développement de
la microscopie biphotonique. Cette technologie d’imagerie a fluorescence, a fort pouvoir de
pénétration dans les tissus (~ 400 um versus ~ 100 um pour la microscopie confocale), a en
effet permis de visualiser les interactions entre lymphocytes T et cellules présentatrices de
I’antigéne en 3-dimensions dans 1’environnement intact et complexe qu’est 1’organe

lymphoide secondaire.
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a) Organisation des organes lymphoides secondaires

De maniére simplifiée, les organes lymphoides secondaires sont divisés en deux
régions : le cortex et la médulla (Figure 4). Le cortex est subdivisé en zones T aussi appelés
paracortex et en zones B qui correspondent aux follicules primaires en cas de non infection et
qui se développent en centres germinatifs en cas d’infection. C’est au niveau des zones T que
I’on retrouve les HEV qui permettent I’entrée des lymphocytes T dans les organes lymphoides
secondaires. Comme indiqué précédemment, la couche de cellules endothéliales des HEV est
entourée par une lame basale et par les FRC. Ces derniers assurent la connexion entre le sinus
subcapsulaire et les zones T en formant une sorte de conduit. Les zones T correspondent
également au lieu d’interaction et d’activation des lymphocytes T par les cellules
présentatrices de 1’antigéne professionnelles, les cellules dendritiques. Les zones B sont le site
de la réponse immunitaire humorale. L’organisation corticale en zones T et B repose sur un
réseau de fibres dense constitué par les FRC dans les zones T et par les cellules dendritiques
folliculaires (FDC) dans les zones B (Bajenoff et al., 2006; Cyster et al., 2000; Gretz et al.,
1997). Alors que les FRC expriment des chimiokines (CCL21 majoritairement) reconnues par
les lymphocytes T naifs et les lymphocytes B, les FDC expriment des chimiokines (CXCL13
majoritairement) spécifiques des lymphocytes B (Asperti-Boursin et al., 2007; Kim et al.,
2001). Les fonctions de la médulla ne sont pas clairement établies. Elle contient les sinus des
vaisseaux lymphatiques drainants, ainsi que des macrophages et les lymphocytes T mémoires.
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Figure 4 : Structure des organes lymphoides secondaires.
Schéma représentant les composants majeurs des organes lymphoides secondaires. Adaptée de (von Andrian and
Mempel, 2003)
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b) Caractérisation de la mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoides

secondaires

La premiére étude de microscopie biphotonique intra-vitale a permis d’observer la
mobilité des lymphocytes T naifs au niveau des ganglions lymphatiques inguinaux de souris
anesthésiées (Miller et al., 2003). Ces travaux ont montré que la mobilité des lymphocytes T
naifs dans les organes lymphoides secondaires est, contrairement a ce que ’on pensait,
aléatoire et non dirigée par les chimiokines. En effet, les lymphocytes T naifs se déplacent
dans les organes lymphoides secondaires de maniére indépendante les uns des autres. lIs
migrent & une vitesse moyenne de 11 pm/min, alternant toutes les 2 min environ, entre des
phases d’immobilité ou de faible mobilité, et des phases de forte mobilité atteignant jusqu’a
25 pum/min. Dans cette étude, les auteurs ont pu observer 1’entrée de quelques lymphocytes T
naifs depuis la circulation sanguine et suivre leur mobilité dans les organes lymphoides
secondaires. lls ont observé que les lymphocytes T adoptent les caractéristiques de la mobilité
aléatoire décrite précédemment des leur entrée. Ces travaux challengent donc I’existence de
gradient de chimiokines agissant sur de longues distances, au niveau des zones T des organes
lymphoides secondaires, sans pour autant exclure 1’éventuelle présence de gradients locaux.
De nombreuses autres questions sur la mobilité des lymphocytes T dans les organes
lymphoides secondaires émanent de ces observations : Les intégrines sont-elles impliquées
dans la mobilité des lymphocytes T dans I’environnement tri-dimensionnel de I’organe
lymphoide secondaire ? L’alternance entre phase d’immobilité et phase de mobilité dépend-
elle d’un programme intrinséque aux lymphocytes T et/ou du microenvironnement ?

Les caractéristiques de migration des lymphocytes T naifs obtenus par Miller et al. par
microscopie intra-vitale sont en accord avec leurs études précédentes réalisées a partir
d’explants de nceuds lymphatiques murins (Miller et al., 2002). Ainsi, les travaux de
microscopie intra-vitale valident 1’utilisation des explants tissulaires en termes de relevance
physiologique. Les explants tissulaires sont deconnectés des circulations sanguine et
lymphatique ; une attention particuliére sur les conditions d’oxygénation sera donc requise
pour 'utilisation de ce dispositif expérimental. En effet, des travaux précédents ont observé
par microscopie confocale les lymphocytes T des organes lymphoides murins maintenus en
culture sans oxygeénation particuliére. Dans ces conditions, les lymphocytes T naifs étaient
immobiles en absence d’antigenes et seuls les lymphocytes T activés étaient capables de
mobilité (Stoll et al., 2002). Ainsi, les travaux obtenus a partir d’explants d’organes

lymphoides secondaires murins ou humains et maintenus sous oxygénation, permettront
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d’étudier les questions posées précédemment sur les caractéristiques de la migration des
lymphocytes T. Un nouveau systeme d’étude de la mobilité des lymphocytes T dans les
organes lymphoides secondaires a été développé en 2007 par Asperti-Boursin et al. (Asperti-
Boursin et al., 2007). Les organes lymphoides secondaires murins sont inclus en agarose puis
coupés en tranches de 320 um d’épaisseur. Les cellules d’intéréts déposées sur les tranches
d’organes migrent a I’intérieur de celles-ci. Dans ces conditions, les lymphocytes T migrent
de maniere aléatoire a une vitesse moyenne 7,5 um/min, ce qui corréle avec les résultats

obtenus dans les organes lymphoides secondaires intacts (Asperti-Boursin et al., 2007).

» Migration amiboide des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires le long
des FRC :

La qualification de migration amiboide provient du mode de migration d’un protozoaire
Amoeba proteus (en Grec apotpZ : change ; et Protée = Dieu grec dont la particularité était
d’apparaitre sous des formes tres diverses). En effet, les lymphocytes T qui adoptent ce mode
de migration transitent d’une morphologie cellulaire ronde a une morphologie allongée avec
une périodicité comprise entre 1,6 et 2,4 min (Miller et al., 2003). Il apparait clairement que
les cellules s’arrondissent quand elles arrétent de migrer et qu’elles s’allongent pour pouvoir
se déplacer (Negulescu et al., 1996). La régulation de la périodicité de ce mode de migration,
aussi qualifié de « stop and go » sera discutée ci-apres.

La flexibilitté morphologique des lymphocytes T leur permet de se déplacer dans des
environnements denses, sans avoir recourt a leur dégradation. Au niveau des zones T dans les
organes lymphoides secondaires, les FRC constituent un réseau de fibres dense servant de
support a la migration des lymphocytes T (Bajenoff et al., 2006). La densité de ce réseau peut
étre évaluée par la distance relativement faible (entre 5 et 37 pm) mesurée entre les
intersections des fibres des FRC. Les lymphocytes T suivent les fibres et adaptent leur
morphologie pour passer au travers des mailles préformées de la matrice extracellulaire. Il a
été démontre que pour traverser des mailles fines, les cellules dendritiques ont recourt a une
contraction myosine Il dépendante nécessaire au passage de leur noyau rigide (Lammermann
et al., 2008). Un mécanisme similaire est envisagé pour la migration des lymphocytes T. Les
lymphocytes T migrent continuellement le long des fibres de FRC, tournent au niveau des
embranchements et rencontrent les cellules dendritiques qui adhérent également a ce réseau.
Quelques rares lymphocytes T vont migrer d’une fibre a une autre. Ce « saut » de fibres a lieu
seulement si les 2 fibres ne forment pas d’intersection ensemble et implique un contact

permanent du lymphocyte T avec au moins I’une ou 1’autre des fibres. Les moteurs de la
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migration amiboide impliquent des forces de traction et de contraction permises par le
changement morphologique des lymphocytes T. Ceci suppose une réorganisation continue du
cytosquelette d’actine qui sera décrite dans le chapitre suivant.

De maniére complémentaire, Wolf et al. ont montré in vitro que la mobilité des lymphocytes
T dans des matrices de collagene est indépendante de la dégradation de la matrice
extracellulaire par les métalloprotéases ou par d’autres protéases (Wolf et al., 2003). Bien que
les lymphocytes T soient capables de former des protrusions invasives de type podosomes au
contact des cellules endothéliales, permettant leur diapédese (Carman et al., 2007), ce type de
structure n’a jamais ¢té observé dans I’environnement des organes lymphoides secondaires.
En générant in vitro, des matrices extracellulaires de différentes densités, nous avons
¢galement confirmé que les lymphocytes T n’ont pas la capacité de dégrader la matrice
extracellulaire pour leur migration et qu’ils ne forment pas de protrusions de type podosome
au contact de ces matrices (Cf. Annexe 2). Finalement, nous avons montré que contrairement
a d’autres leucocytes (les macrophages notamment) qui adaptent leur mode de migration a
I’environnement qu’ils rencontrent (Van Goethem et al., 2010), les lymphocytes T utilisent
exclusivement le mode de migration amiboide. Néanmoins, ces cellules sont dotées d’une
flexibilité morphologique extraordinaire puisque capables de migrer dans des matrices trés

denses.

» Existe-t-il des gradients de chimiokines dans les organes lymphoides secondaires ?

Au niveau des organes lymphoides secondaires, les chimiokines sont majoritairement
produites par les FRC, mais également en proportion plus restreinte par les cellules
dendritiques et les macrophages (Luther et al., 2000). La chimiokine CCL21 est observée au
niveau de la médulla et des zones T ou elle co-localise avec les FRC (Asperti-Boursin et al.,
2007; Luther et al., 2000). Par marquage histologique, CCL19 n’est pas détecté dans les
organes lymphoides secondaires. Ce résultat peut refléter une faible concentration en CCL19
(estimée a 100 fois moins importante que CCL21) et /ou le fait que seul CCL21 se fixe sur les
protéoglycanes. Cette différence provient du fait que seul CCL21 exprime a son extrémité C-
terminale, une séquence de 40 acides aminés permettant son ancrage (de Paz et al., 2007).
Ainsi, des gradients solubles de CCL21 et de CCL19 pourraient théoriquement exister in vivo,
mais expérimentalement leur mise en évidence est délicate car ils sont probablement perdus
au cours de la préparation des échantillons. CXCL12 est exprimé majoritairement au niveau
de la médulla et de la zone sous-capsulaire mais aussi a de plus faibles concentrations dans les

zones T (Asperti-Boursin et al., 2007).
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La mobilité aléatoire des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires observée
par microscopie intra-vitale, remet en question 1’existence des gradients de chimiokines dans
les organes lymphoides secondaires (Miller et al., 2003). Néanmoins, il a clairement été
démontré, par ’utilisation de la toxine pertusique, que les chimiokines sont nécessaires a la
mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires (Asperti-Boursin et al.,
2007; Huang et al., 2007; Okada and Cyster, 2007). Plus précisément, un role majeur a été
attribué a I’interaction entre CCR7/CCL21 dans ce mécanisme, alors que 1’implication de
I’interaction entre CXCR4/CXCL12 a été exclue (Asperti-Boursin et al., 2007; Okada and
Cyster, 2007; Worbs et al., 2007). Des expériences conduites in vitro, ont montré que 1’action
de CCL21 ne nécessite pas sa présentation sous forme de gradient (Okada and Cyster, 2007).
Ainsi, la migration des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires devrait étre
qualifiée de chimiokinése et non de chimiotactisme.

Qu’en est-il in vivo ? A ce jour, aucune étude n’a encore prouvé de maniere claire que les
lymphocytes T ne soient pas capables de chimiotactisme dans les organes lymphoides
secondaires. En revanche, des travaux ont montré que la migration des cellules dendritiques
dans des sections d’organes lymphoides secondaires est dirigée par un gradient soluble de
chimiokines (Schumann et al., 2010). En effet, sur ces sections, les cellules dendritiques
migrent depuis 1’extérieur de 1’organe vers I’intérieur, dans les zones T. Une section a été
divisée transversalement en 2 parties de taille inégale. La partie droite (la plus petite) a été
retournée et disposée a c6té de la partie gauche (la plus grande). Dans ces conditions, les
auteurs ont observé une inversion du sens de la migration des cellules dendritiques dans la
partie droite (migration de I’intérieur vers I’extérieur de 1’organe ; en direction de la partie
gauche). Cette observation démontre donc que la migration des cellules dendritiques est
dirigée par un gradient soluble de chimiokines et non par les chimiokines immobilisées. Ces
travaux ont aussi montré que les cellules dendritiques sont capables de cliver la chimiokine
CCL21 lorsque celle-ci est immobilisée sur les protéoglycanes genérant ainsi une forme
soluble de CCL21. De plus, les auteurs de ces travaux montrent, de maniére originale in vitro,
qgue des gradients solubles de chimiokines perturbent la migration dirigée des cellules
dendritiques le long de fibres artificielles présentant des chimiokines immobilisées
(Schumann et al., 2010). Ainsi, le mode de présentation des chimiokines (immobilisées ou
solubles) apporterait un niveau supplémentaire de régulation de la mobilité cellulaire.

Les lymphocytes T répondent également de maniére différentes aux chimiokines
immobilisées ou solubles. En effet, une étude réalisée in vitro, a démontré que la chimiokine

CCL21 induit la mobilité des lymphocytes T lorsqu’elle est immobilisée sur une matrice de

36



Introduction : Les lymphocytes T : chefs d’orchestre de I'immunité adaptative, une vie bien
rythmée

collagéne et de fibronectine alors qu’elle n’a pas d’effet sur la mobilité cellulaire lorsqu’elle
est soluble (Woolf et al., 2007). Cependant, I’effet d’une chimiokine soluble sur la mobilité

des lymphocytes T n’a jamais été étudié¢ en présence de chimiokines immobilisées.

» La mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoides est-elle dépendante des
intégrines ?

A Tintérieur des organes lymphoides secondaires, les FRC expriment de maniere ubiquitaire
ICAM-1 et VCAM-1 (Katakai et al., 2004; Woolf et al., 2007). Cependant 1’absence de

mouvement fluidique a I’intérieur des organes lymphoides secondaires, minimise la fonction
des molécules d’adhésion pour la migration des lymphocytes T. En effet, dans des
expériences in vitro, il a été montré que pour induire ’adhésion des lymphocytes T sur
ICAM-1, CCL21 n’est pas suffisante et qu’un flux est nécessaire (Woolf et al., 2007). Dans
ces expériences, le blocage de LFA-1, n’a pas eu d’effet sur la mobilité des lymphocytes T
induite par les chimiokines CCL21, CCL19 ou CXCL12. La faible implication de LFA-1 sur
la migration des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires a été confirmée in
vivo par microscopie biphotonique dans des explants d’organes lymphoides secondaires. En
effet, la mobilité des lymphocytes T deéficients pour CD18 (chaine B de LFA-1) dans des
organes lymphoides de souris sauvages ainsi que la mobilité des lymphocytes T sauvages
dans les organes lymphoides de souris ICAM-1 déficientes, n’est que trés faiblement
diminuée (-15%). De plus, le blocage des intégrines a4 (VCAM-1) n’a pas d’effet additif sur
la déficience en CD18, suggérant I’absence d’un mécanisme de compensation par cette autre
molécule d’adhésion.

Lammermann et al. ont également montré que les molécules d’adhésion ne sont pas
indispensables pour la mobilité cellulaire dans les organes lymphoides secondaires, en
utilisant des cellules dendritiques déficientes pour I’ensemble des intégrines hétérodimeriques
qu’elles expriment normalement a leur surface (o4, s, Om, 0, Oy, Ox, P1, P2, B3 €t B7)
(Lammermann et al., 2008). Ils concluent finalement que dans leur modele cellulaire les
intégrines sont nécessaires a I’extravasation cellulaire et & la migration cellulaire en 2-
dimensions, mais qu’elles ne sont pas impliquées dans la migration cellulaire en 3-
dimensions. Ceci permet aussi de réconcilier les résultats obtenus in vivo (montrant 1’absence
d’implication des intégrines pour la mobilité des lymphocytes dans les organes lymphoides
secondaires) avec : i) les résultats prouvant I’implication des intégrines pour I’entrée des

lymphocytes dans les organes lymphoides secondaires (voir chapitre précédent ; (Andrew et
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al., 1998)) et ii) les résultats démontrant une implication des intégrines dans des systemes de
migration in vitro en 2D (Campbell et al., 1998; Cinamon et al., 2001).

» La mobilité des lymphocytes T dépend-elle d’un programme intrinséque ?

Les lymphocytes T se déplacent dans les organes lymphoides secondaires en alternant entre
des phases d’immobilité et de mobilité (Miller et al., 2003). II a tout d’abord été proposé que
ce mode de migration (aussi appelé «stop and go ») soit dépendant d’un programme
intrinséque aux lymphocytes T, rythmé en quelque sorte par une horloge interne. Bien que
I’idée méme d’une programmation interne du « stop and go » n’ait pas été expérimentalement
exclue a ce jour, il a plus récemment été établi que des facteurs environnementaux régulent la
mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires (Beltman et al., 2007).
Cette conclusion a pu étre apportée par modélisation de la migration des lymphocytes T et
confirmée par une analyse sur des périodes de temps plus longues (40 min au lieu de 12 min
lors des premieres études), sur des zones d’observations un peu plus large (xyz : 200x220x
40-60 au lieu de 175x225x51 pm) et avec une fréquence d’acquisition d’images équivalente
(11s au lieu de 10s) aux études précédentes. Au cours de leur migration, les lymphocytes T
rencontrent de nombreux obstacles physiques, tels que les cellules dendritiques, les FRC,
d’autres lymphocytes T ainsi que les composants de la matrice extracellulaire. Ensemble, ils
sont a D’origine de la forte densit¢ des zones T des organes lymphoides secondaires
responsables des phases d’arréts de migration des lymphocytes. L’interaction des
lymphocytes T avec les cellules dendritiques méme en absence d’antigéne pathogéne induit
un arrét de migration de courte durée (Mempel et al., 2004).

Dans les expériences visant a observer la migration lymphocytaire au niveau des organes
lymphoides secondaires, moins d’1 % des lymphocytes T présents sont marqués a 1’aide
d’une sonde fluorescente. Ainsi, de nombreux obstacles a la migration des lymphocytes T
marqués ne sont pas visibles ; ce qui rend I’interprétation des arréts de migration délicate. Une
des prédictions du modéle mathématique de Beltman et al. est que les lymphocytes T
organiseraient eux-mémes leur migration, localement et a petite échelle, sous forme de
vagues. Celles-ci faciliteraient la migration lymphocytaire, permettant d’éviter les collisions
cellulaires, en établissant une orientation commune. Ces vagues de migrations ont été
observées expérimentalement seulement lorsque la quantité de cellules marquées par
fluorescence était augmentée (Beltman et al., 2007).

Ainsi, la périodicitée de la migration des lymphocytes T ne serait pas liée a un programme

intrinséque mais serait dictée par le microenvironnement.
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» Que permettent les phases d’arréts de migration des lymphocytes T ?

Les arréts de migration réalisés par les lymphocytes T corrélent avec un changement de
polarisation du cytosquelette d’actine permettant aux lymphocytes T de modifier ensuite la
direction de leur migration (Miller et al., 2003). L’implication du cytosquelette d’actine et de
ses molécules régulatrices dans la migration lymphocytaire sera détaillée dans le chapitre
suivant. Au cours de la migration des lymphocytes T, des pics de calcium intracellulaire ont
été mesurés, n’excédant pas 2 min (Asperti-Boursin et al., 2007; Wei et al., 2007). lls
correlent avec une diminution de la vitesse de migration ou avec un arrét de migration
lymphocytaire (Negulescu et al., 1996). Ces pics de calcium peuvent étre induits par contact
avec les cellules dendritiques, méme en absence d’antigéne spécifique. Les conséquences de
I’induction de flux calciques par les cellules dendritiques seront discutées dans le sous-

chapitre suivant.

c) Caractérisation de la rencontre avec les cellules dendritiques dans les organes
lymphoides secondaires

Les organes lymphoides secondaires sont peuplés par des cellules dendritiques et des
cellules de Langherhans résidentes mais aussi par des cellules dendritiques qui vont
immigrées dans les organes lymphoides secondaires. Les cellules dendritiques résidentes vont
capturer, processer et présenter les antigénes solubles périphériques convoyés par les conduits
réticulaires au niveau des organes lymphoides secondaires (Sixt et al., 2005). Les cellules
dendritiques résidentes sont en étroites relations avec les FRC (Bajenoff et al., 2006;
Lindquist et al., 2004). Les cellules dendritiques immigrantes transportent les antigenes
depuis les tissus non-lymphoides jusqu’aux organes lymphoides secondaires. Elles accédent
aux organes lymphoides secondaires via les vaisseaux lymphatiques afférents, puis se
localisent au niveau des zones T. La, elles présentent aux lymphocytes T, les antigénes
qu’elles auront apprétés, sur leurs molécules du CMH. En condition de non infection, les
cellules dendritiques présenteront des antigénes du soi alors qu’en condition d’infection elles
présenteront des antigénes étrangers. Nous verrons que la dynamique et les conséquences de
I’interaction avec les lymphocytes T seront différentes en fonction de la nature de 1’antigéne

présenté.
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» La rencontre entre les lymphocytes T et les cellules présentatrices de 1’antigéne reléve t-

elle du hasard ?

Dans les organes lymphoides secondaires, les lymphocytes T sont a la recherche d’antigénes
présentés par les cellules dendritiques. En fonction des études, il a été estimé qu’une cellule
dendritique peut contacter entre 2000 et 5000 lymphocytes T différents/ heure (Beltman et al.,
2007; Miller et al., 2004a). Ce taux rend les chances de rencontre, des cellules dendritiques
avec les rares (entre 100 et 1000 dans l’organe lymphoide secondaire) lymphocytes T
spécifiques de I’antigene, excellentes (Beltman et al., 2007). Au regard de ce bon résultat on
se demande alors si la rencontre entre un lymphocyte T et une cellule dendritique est
opportune ou si elle est contr6lée ? Nous avons vu que cette rencontre est favorisée par
I’organisation des organes lymphoides secondaires en zones spécialisées. De plus, le fort
pouvoir de mobilité basal des lymphocytes T augmente la probabilité pour un lymphocyte T
de rencontrer les cellules dendritiques. En revanche, bien que les cellules dendritiques soient
tres mobiles lors de leur entrée dans les organes lymphoides secondaires, elles établissent
ensuite une étroite relation avec les FRC et sont alors quasiment immobiles (Miller et al.,
2004a). Cette observation laisse a penser que les cellules dendritiques sont passives dans la
rencontre avec les lymphocytes T. Cependant, il a été observé que les cellules dendritiques
bien qu’immobiles, étendent et rétractent continuellement leurs dendrites (Lindquist et al.,
2004; Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004a). De cette maniere, elles augmentent la surface
membranaire susceptible d’étre scannée par les lymphocytes T. Enfin, il a également été
démontré que les cellules dendritiques sont capables d’attirer les lymphocytes T vers elles par
le biais de la sécréetion de chimiokines (Castellino et al., 2006; Friedman et al., 2006). Les
chimiokines sécrétées par les cellules dendritiques se lieraient a leur surface et formeraient
ainsi un gradient local.

Bien que les intégrines et notamment LFA-1 ne soit pas nécessaire a la migration des
lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires, il a été montré, in vivo, que LFA-1
joue un réle important dans la formation des contacts avec les cellules dendritiques. En effet,
la présence de LFA-1 permet de diminuer le seuil de sensibilité aux antigénes (Bachmann et
al., 1997; Schmits et al., 1996).

d) Rencontre avec les cellules dendritiques en condition de non-infection

En condition de non infection, dans les organes lymphoides secondaires, les cellules
dendritiques vont présenter aux lymphocytes T des antigénes du soi sur leurs molécules de
CMH (Scheinecker et al., 2002). La majorité des cellules dendritiques présentes dans les
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organes lymphoides secondaires sont immatures et ne possédent donc pas les molécules
(telles que les molécules de costimulation CD80/86) requises pour 1’activation lymphocytaire
(Wilson et al., 2003). Cependant, elles sont impliquées dans la tolérance périphérique et
pourront éliminer les lymphocytes T auto-réactifs qui auraient échappé a la tolérance
thymique (pour revue (Steinman et al., 2003)). Les cellules dendritiques immatures ont
également un role dans le maintien de la population de lymphocytes T régulateurs (Yamazaki
et al., 2003). Néanmoins, nous avons vu précédemment qu’en condition de non infection, les
lymphocytes T étaient tres mobiles dans les organes lymphoides secondaires. Ces
observations présagent que les interactions établies entre les lymphocytes T et les cellules
dendritiques présentant des antigénes du soi soient de courtes durées ou mobiles. Ces
interactions ont-elles d’autres fonctions que le maintien de la tolérance périphérique ? Ont-
elles des conséquences sur la rencontre avec l’antigene en condition d’infection et sur

’activation spécifique des lymphocytes T ?

» Interactions des lymphocytes T avec les cellules dendritiques en absence de pathogénes

Par microscopie électronique, il a été montré qu’en absence d’antigénes, les lymphocytes T
interagissent avec les cellules dendritiques mais pas avec les lymphocytes B (Delon et al.,
1998). La longueur de la zone de contact formée entre les lymphocytes T et les cellules
dendritiques est réduite en absence d’antigénes en comparaison avec une interaction réalisée
en présence d’antigenes spécifiques. Par microscopie biphotonique, il a été observé que les
lymphocytes T interagissent de maniére transitoire avec les cellules dendritiques présentant
des peptides du soi sur leurs molécules de CMH (Miller et al., 2004a). De plus, ces
interactions sont trés dynamiques. La durée moyenne des interactions est de 3,8 min, ce qui
permet aux lymphocytes T de rencontrer successivement plusieurs cellules dendritiques. De
maniére surprenante, il a été montré dans des expériences in vitro, conduites dans des
matrices de collagéne en 3-dimensions, que les lymphocytes T forment une synapse
immunologique dynamique (aire de contact privilégiée et organisée en zones enrichies en
différentes molécules membranaires et de signalisation) avec les cellules dendritiques qu’ils
rencontrent (Storim et al., 2010). Les lymphocytes T maintiennent leur migration amiboide
tout en se polarisant vers la cellule dendritique. L’organisation moléculaire de la synapse
immunologique dynamique formee (aussi appelée kinapse) a aussi été etudiée in vitro en 2-
dimensions (Revy et al., 2001) et sera détaillée dans le sous-chapitre suivant. Nous nous

intéresserons maintenant aux conséquences de cette interaction sur le lymphocyte T.
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» Conséguences de I’interaction sur la mobilité des lymphocytes T ?

Nous avons vu que la grande mobilité des lymphocytes T dans les organes lymphoides
secondaires est principalement conduite par les chimiokines et les FRC. Il a également été
démontré, dans des expériences in vivo et in vitro, que les cellules dendritiques sont, elles
aussi, responsables de cette mobilité (Fischer et al., 2007; Gunzer et al., 2000; Real et al.,
2004). In vivo, il a été montré par microscopie biphotonique, que la mobilité des lymphocytes
T CD4" naifs dans des explants d’organes lymphoides secondaires de souris déficientes en
CMH-II, est largement diminuée par rapport a la mobilité observée dans les explants de souris
sauvages (Fischer et al., 2007). De plus, en absence de CMH-II, les lymphocytes T CD4" ne
parviennent pas a rencontrer les rares cellules dendritiques présentant les antigénes pour
lesquels elles sont spécifiques. In vitro, alors que les lymphocytes T naifs sont immobiles
dans des matrices 3-dimensions de collagene, la présence de cellules dendritiques dans ces
mémes matrices induit la mobilité des lymphocytes T (Gunzer et al., 2000). Ces résultats ont
été confirmés dans des expériences conduites in vitro en 2-dimensions (Real et al., 2004).
Dans ces travaux, les auteurs ont également montré que 1’induction de la mobilité des
lymphocytes T CD4" par les cellules dendritiques immatures était dépendante d’un contact et
qu’elle impliquait la molécule d’adhésion ICAM-1 mais pas DC-SIGN (Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin). De plus, les auteurs ont
montré que les chimiokines et plus particulierement CCL17 et CCL22 jouaient également un
role dans I’induction de cette mobilité. Enfin, ces travaux ont aussi prouvé que le phénoméne
d’induction de la mobilité par les cellules dendritiques immatures était 2 a 3 fois plus
important pour les CD4" mémoires par rapport aux CD4" naifs. In vitro, il a aussi été montré
que les cellules dendritiques matures sont capables d’induire la mobilité des lymphocytes T
naifs (Kaiser et al., 2005). Enfin, I’induction de la mobilité des lymphocytes T n’est pas
restreinte aux cellules dendritiques, puisqu’il a été souligné que les monocytes et les
lymphocytes B étaient dotés de la méme propriété mais avec une efficacité nettement moindre
(Real et al., 2004).

En résumé, il a donc clairement été établi que les cellules dendritiques induisent la
mobilité des lymphocytes T de maniéere chimiokine et adhésion dépendante, cependant les
mécanismes moléculaires impliqués restent encore a étre explorés. Outre 1’amélioration de
I’exploration des organes lymphoides secondaires (Fischer et al., 2007), I’induction de la
mobilité des lymphocytes T par les cellules dendritiques a t-elle des consequences

fonctionnelles ?
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» Conséguences de I’interaction sur 1’état d’activation des lymphocytes T :

Afin d’étudier les conséquences fonctionnelles des interactions entre les cellules dendritiques
et les lymphocytes T réalisées en absence d’antigene, des souris transgéniques exprimant le
récepteur a la toxine diphtérique sous le contréle du promoteur CD11c ont été utilisées
(Hochweller et al., 2010). Le traitement de ces souris par la toxine diphtérique permet une
déplétion quasiment totale (90 & 97 %) des cellules dendritiques. Les lymphocytes T CD4" de
la rate de ces souris ont été purifiés apres traitement par la toxine diphtérique et leur capacité
proliférative a été testée ex vivo suite a une stimulation antigénique. Il est apparu que les
lymphocytes T CD4" et CD8" purifiés a partir des souris déficientes en cellules dendritiques,
présentent des défauts sévéres de prolifération en comparaison aux lymphocytes T CD4" et
CD8" purifiés chez les souris sauvages. Ce défaut de prolifération est & mettre en lien avec un
défaut de formation de la synapse immunologique et de phosphorylation de Zap-70, molécule
clef de la voie de signalisation du TCR. La cascade de signalisation du TCR ainsi que la
structure moléculaire de la synapse immunologique seront décrites en détail dans le sous-
chapitre suivant. De plus, dans cette méme étude, les auteurs ont montré qu’une déplétion
partielle en cellules dendritiques résulte en des défauts intermédiaires en termes de
prolifération lymphocytaire. Enfin, les auteurs montrent également que le défaut de
prolifération est réversible, puisque corrigé lorsque le nombre de cellules dendritiques revient
a la normale dans la rate des souris apres arrét du traitement a la toxine diphtérique. Ainsi, les
auteurs de ces travaux montrent de maniére élégante, qu’en condition de non infection, les
cellules dendritiques ont pour fonction de préparer les lymphocytes T a répondre a une
stimulation antigénique en les pré-activant.

Les auteurs d’une étude précédente avaient bati une conclusion similaire quant au role des
interactions entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques en absence d’antigénes
pathogenes, en utilisant une approche expérimentale opposée a celle décrite précédemment
(Stefanova et al., 2002). Dans cette étude, Stefanova et al. ont purifié des lymphocytes T
CD4" naifs & partir d’organes lymphoides secondaires de souris non infectées puis les ont
privés de contacts avec les complexes CMH-peptides du soi par une culture ex vivo de 30
min. lls ont ensuite mesuré la prolifération de ces cellules suite a une stimulation antigénique.
Les lymphocytes T CD4" naifs maintenus 30 min en culture présentent un défaut de
prolifération par rapport aux lymphocytes T qui ont été stimulés juste apres leur purification.
De méme, les lymphocytes T CD4" naifs maintenus 30 min en culture perdent la
phosphorylation de Zap-70 par rapport aux lymphocytes T CD4" naifs analysés juste aprés

purification. De plus, les lymphocytes T purifiés a partir du sang (ne sont pas en contact avec
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les cellules dendritiques) de souris sauvages répondent moins fortement a une stimulation
antigénique (prolifération et phosphorylation de Zap-70) que les lymphocytes T purifiés a
partir des organes lymphoides secondaires (sont en contact avec les cellules dendritiques) de
ces mémes souris.

Des études conduites in vitro, ont aussi confirmé qu’en absence d’antigénes pathogenes,
I’interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T permet de maintenir les
lymphocytes T dans un état de pré-activation, diminuant ainsi leur seuil d’activation pour une
stimulation successive par un antigene pathogéne (Kaiser et al., 2005; Real et al., 2004).

De plus, il a été montré qu’outre la faible induction de prolifération et d’activation des voies
de signalisation sous le TCR, les lymphocytes T au contact de cellules dendritiques présentant
des antigenes du soi, produisent des flux calciques de faible amplitude, augmentent
I’expression des marqueurs d’activation tels que CD69 et CD25 et produisent de faibles
quantités de cytokines (IL-2) (Delon et al., 1998; Kondo et al., 2001; Real et al., 2004; Revy
et al., 2001).

Ainsi, les travaux conduits in vivo et in vitro ont montré que I’interaction des lymphocytes T
avec les cellules dendritiques présentant des antigénes du soi diminue le seuil d’activation des
lymphocytes pour leur prochaine rencontre avec I’antigéne. Cet état de faible niveau

d’activation des lymphocytes T a été qualifi¢ d’activation homéostatique.

» Conséguences de I’interaction sur la survie des lymphocytes T ?

Bien que de nombreuses études réalisées in vitro et in vivo s’accordent sur I’implication des
interactions entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T en absence d’antigénes, dans
I’activation homéostasique des lymphocytes T, leur implication sur la survie des lymphocytes
T est controversée.

In vivo, la déplétion en cellules dendritiques n’a pas d’effet sur la survie des lymphocytes T
(Hochweller et al., 2010). En revanche, la présence de cellules dendritiques dans des cultures
in vitro de lymphocytes T CD4" ou CD8" améliore la survie de ces derniéres (Kondo et al.,
2001; Revy et al., 2001).

» Roéle des molécules du CMH sur P’interaction homéostatique des lymphocytes T avec les

cellules dendritiques

L’implication des molécules du CMH sur la mobilité, I’activation et la survie des
lymphocytes T en condition de non infection a pu étre investiguée chez des souris déficientes

pour les molécules de CMH-I et/ou CMH-II ou par I’utilisation d’anticorps anti-CMH
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bloquants. Cependant, nous verrons que les différentes études réalisées ne s’accordent pas sur
la nécessité de I’interaction CMH-TCR en condition d’homéostasie et cette question reste
donc ouverte. Dans les souris déficiente pour le CMH-II, les lymphocytes T CD4" sont privés
du contact CMH-II dépendant avec les cellules présentatrices de 1’antigene. Dans ces
conditions il a été observé par microscopie biphotonique que les lymphocytes T CD4" perdent
leur dynamisme dans les organes lymphoides secondaires et deviennent quasiment immobiles
(Fischer et al., 2007). Ainsi, les interactions entre lymphocytes T et cellules présentatrices de
I’antigéne sont réduites et ’activation subséquente des lymphocytes T en réponse a un
antigéne est défectueuse. Cependant, dans cette étude, il ne semblerait pas que le défaut de
mobilité des lymphocytes soit a 1’origine du défaut de pré-activation car, chronologiquement,
in vivo, le défaut de pré-activation des lymphocytes T précéde 1’arrét de mobilité. Hochweller
et al. montrent aussi que 1’état de pré-activation et la sensibilité a I’antigéne des lymphocytes
T sont diminués chez les souris pour lesquelles les cellules dendritiques sont déficientes en
CMH (Hochweller et al., 2010). Néanmoins, il apparait difficile de conclure clairement sur la
nécessité directe de I’engagement des molécules du CMH sur ’activation homéostatique et
sur la survie des lymphocytes T a partir d’expériences réalisées in vivo. La majorité des
expeériences in vitro, montrent un réle des molécules du CMH sur I’activation homéostatique
des lymphocytes T (Delon et al., 1998; Storim et al., 2010). De plus, une étude a montré que
les cellules dendritiques matures (qui expriment fortement le CMH-II) mais pas les cellules
dendritiques immatures (qui expriment trés faiblement le CMH-I11) induisent la mobilité et
’activation homéostatique de lymphocytes T CD4" naifs (Kaiser et al., 2005). Ces
observations sont en faveur d’un réle des molécules du CMH sur 1’activation homéostatique.
Néanmoins, une étude précédente, conduite par le méme groupe avait démontré que les
cellules dendritiques immatures pouvaient induire la mobilité ainsi que [I’activation
homéostatique des lymphocytes T CD4" mémoires avec une fréquence 2 a 3 fois plus élevée
que pour les lymphocytes T CD4" naifs (Real et al., 2004).

En revanche, Revy et al. montrent que les cellules dendritiques CMH-1"° ou CMH-11%°
n’affectent ni ’activation homéostatique (réponse calcique, prolifération, polarisation du CD3
a la synapse immunologique) ni la survie des lymphocytes T CD8" ou CD4" par rapport aux
cellules dendritiques sauvages (Revy et al., 2001). Les travaux de Storim et al. ont aussi
montré que les molécules de CMH ne seraient pas impliquées dans 1’augmentation de la

survie des lymphocytes T médiée par les cellules dendritiques (Storim et al., 2010).
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» Roble de LFA-1 sur l’interaction homéostatique des lymphocytes T avec les cellules

dendritiques :
De part sa fonction dans 1’adhésion cellulaire, le role de la molécule LFA-1 dans I’interaction

homéostatique entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques a également été étudié. Des
études réalisées in vitro, s’accordent sur I’implication de I’interaction LFA-1/ICAM-1 sur
I’induction de mobilité et d’activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques (Real et
al.,, 2004; Suzuki et al., 2007). Plus particulierement, Suzuki et al. montrent que
I’enrichissement de la molécule LFA-1 a la zone de contact cellulaire a lieu méme en absence
d’antigénes pathogénes et que cet enrichissement permet de diminuer le seuil d’activation des

lymphocytes.

En résumé, I’interaction entre les lymphocytes T et les cellules dendritiqgues matures
ou immatures présentant des antigénes du soi dans les organes lymphoides secondaires
induiraient 1) une mobilit¢ lymphocytaire qui favoriserait I’exploration des organes
lymphoides secondaires pour les rares antigenes spécifiques; 2) une pré-activation des
lymphocytes T qui favoriserait la stimulation antigénique consécutive et 3) la survie des
lymphocytes T. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’interaction et dans I’activation
cellulaire sont encore a confirmer concernant le CMH ou a découvrir. 1l est aussi important de
souligner ici que les interactions entre les cellules dendritiques immatures présentant des
antigenes du soi et les lymphocytes effecteurs ou mémoires ont également lieu dans la région
non inflammée des tissus périphériques. D’autre part, 1’observation d’une pré-activation des
lymphocytes T périphériques au contact des cellules dendritiques présentant des peptides du
soi apporte bien des interrogations sur I’interaction entre les thymocytes et les cellules
épithéliales thymiques lors de la sélection positive. En effet, on peut penser qu’au cours de la
sélection positive, I’interaction TCR-CMH-peptide du soi conduise & une pré-stimulation du

thymocyte permettant sa sélection (Stefanova et al., 2003).

e) Rencontre avec les cellules dendritiques en condition d’infection

En condition d’infection, le nombre de lymphocytes présents dans les organes
lymphoides secondaires augmente ce qui accroit la probabilité que les antigénes présentes
soient reconnus par les rares lymphocytes T qui en sont spécifiques (Cahill et al., 1976). Il a

6té estimé quentre 10 et 10° lymphocytes T présents dans les organes lymphoides
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secondaires étaient capables de reconnaitre les antigénes d’un pathogéne donné présentés a la

surface des cellules présentatrices de 1’antigene (Blattman et al., 2002).

» Les 3 phases de la rencontre :

Contrairement aux interactions entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques qui ont
lieu en absence d’infection, la rencontre des lymphocytes T avec les cellules dendritiques
présentant des antigénes pathogenes, est orchestrée par une succession de 3 étapes distinctes
(Mempel et al., 2004; Miller et al., 2004b). Ces 3 étapes ont été observées par microscopie
biphotonique intra-vitale, au niveau des organes lymphoides secondaires, a différents temps
aprés le transfert adoptif de lymphocytes T CD4" spécifiques de 1’ovalbumine et marqués par
une sonde fluorescente (Miller et al., 2004b) (Figure 5).

Moins de 2h apres le transfert adoptif, la mobilité des lymphocytes T dans les organes
lymphoides secondaires de souris immunisées avec 1’ovalbumine diminue par rapport aux
conditions de non infection. En effet, la vitesse de migration moyenne des lymphocytes T est
de 5,4um/min. Les lymphocytes interagissent préférentiellement avec les dendrites des
cellules dendritiques, établissant des contacts transitoires mais qui sont tout de méme 3,5 fois
plus longs que ceux observés en absence d’antigénes (11,4 min vs 3,2 min dans cette étude).
Les lymphocytes T réalisent une série de contact avec la méme cellule dendritique ou avec
plusieurs cellules dendritiques voisines, et n’explorent finalement qu’une zone restreinte des
organes lymphoides secondaires.

Entre 2h et 14h apreés le transfert adoptif, les lymphocytes T se regroupent (forment un
« cluster » dense) autour des cellules dendritiques. Leur vitesse de migration diminue
considérablement (2,6 um/min). La durée des contacts entre les lymphocytes T et les cellules
dendritiques est alors trés nettement augmentée. Elle est supérieure a la durée d’acquisition
c'est-a-dire supérieure a 60 min. Cependant ces « clusters » sont trés dynamiques : la position
relative des cellules change continuellement.

Entre 16h et 24h apres le transfert adoptif, les « clusters » formés entre les lymphocytes T
et les cellules dendritiques se dissocient. La vitesse de migration des lymphocytes augmente
(4,1 pum/min), le temps de contact moyen avec les cellules dendritiques est de 20 min et leur
volume cellulaire est important et caractéristique de cellules blastiques. La majorité des
contacts sont transitoires. En effet, les lymphocytes T scannent tour a tour la surface de

plusieurs cellules dendritiques environnantes.
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Plus de 24h apres le transfert adoptif, de nombreuses divisions lymphocytaires sont
observées, rendant compte d’une interaction lymphocyte T/ cellule dendritique productive en

termes d’activation lymphocytaire.
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Figure 5 : Vitesse de migration et interactions cellulaires des lymphocytes T.
Vitesse de migration des lymphocytes T et pourcentage de lymphocytes T en interaction avec les cellules
dendritiques dans les organes lymphoides secondaires a différents temps aprés le transfert adoptif des
lymphocytes T spécifiques de ’ovalbumine dans une souris immunisée OU pas avec 1’ovalbumine. D’apres
(Miller et al., 2004b).

Ces 3 étapes distinctes ont également été observées par microscopie biphotonique intra-vitale
par Mempel et al. au cours de I’interaction des lymphocytes T CD8" et des lymphocytes T
CD4" avec les cellules dendritiques présentant des antigénes dans les organes lymphoides
secondaires murins (Mempel et al., 2004). Cependant, dans certaines études, la premiére
phase d’interaction transitoire entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques n’a pas €té
observée, les cellules établissant dés leur entrée dans les organes lymphoides des contacts
longs (Shakhar et al., 2005; Wei et al., 2007). Ces désaccords entre les études peuvent
s’expliquer par une qualité de reconnaissance de 1’antigene différente (concentration en
antigene, affinité du TCR pour 1’antigéne). En effet, les contacts transitoires réalisés lors de la
premiere phase pourraient permettre aux lymphocytes T d’accumuler les signaux nécessaires
pour atteindre un seuil d’activation permettant d’établir des contacts longs. Cette hypothese
correle avec le fait qu’en premiere phase, 1I’expression des marqueurs d’activation précoce tel
que CD69 augmente a la surface des lymphocytes (Celli et al., 2005; Hugues et al., 2004;
Mempel et al., 2004). Le seuil d’activation pourrait étre atteint trés rapidement en cas de forte
stimulation antigénique et I’intégration de signaux multiples ne serait alors pas requise dans

Ce Cas.
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» Le signal stop :

Le signal qui va induire ’arrét de migration du lymphocyte T suite a sa rencontre avec un
antigéne pathogene n’a pas été clairement identifié. De plus, nous verrons dans le chapitre
suivant que, contrairement a ce qui a longtemps été pensé, les contacts formés entre les
lymphocytes T et les cellules présentatrices de ’antigéne peuvent étre mobiles sans pour
autant nuire a 1’issue de la rencontre en termes d’activation lymphocytaire. Le stop ne
correspond pas a une période de repos, au contraire c’est une phase tres active qui implique
une augmentation du métabolisme cellulaire (Beeson et al., 1996; Frauwirth and Thompson,
2004). Puisque la cellule dépense de 1’énergie pour le réaliser, il y a fort a penser que 1’arrét
de migration soit capital. Néanmoins, le mécanisme et I’importance physiologique du signal
stop sont loin d’étre totalement compris.

L’arrét de migration implique la reconnaissance spécifique par le TCR de 1’antigéne présenté
par les molécules du CMH. Il a été démontré que la molécule d’adhésion LFA-1 augmente la
sensibilité de cette reconnaissance (Bachmann et al., 1997). L’engagement du TCR avec son
ligand réoriente la polarisation du lymphocyte T. En effet, le MTOC (MicroTubule
Organizing Center) localis¢ au niveau de I'uropode dans les cellules en migration, va se
polariser a la zone de contact avec la cellule présentatrice de I’antigéne (Dustin et al., 1997).
L’engagement du TCR augmente également les propriétés adhésives des lymphocytes T par
activation de LFA-1 a travers la signalisation « inside-out » (Dustin et al., 1997; Raab et al.,
2010; Smith et al., 2005). Ces 2 changements, qui surviennent suite a 1’interaction du TCR
avec son ligand, semblent favoriser 1’arrét de migration des lymphocytes T. Cependant, ces
signaux ne seraient pas responsables du stop induit par ’antigéne. Il a aussi été montre que la
molécule ICAM-1 est nécessaire au stop des lymphocytes T CD8", de maniére antigéne
spécifique in vivo (Scholer et al., 2008).

En revanche, Negulescu et al. ont montré que la reconnaissance de 1’antigéne par les
lymphocytes T resulte en une augmentation du signal calcique qui est nécessaire et suffisante
pour induire I’arrét de migration des lymphocytes T (Negulescu et al., 1996). L’implication
du signal calcique a par la suite été¢ confirmée pour 1’arrét de migration des lymphocytes T
naifs dans les organes lymphoides secondaires (Skokos et al., 2007). Néanmoins, une autre
étude a démontré que le stop des cellules effectrices était indépendant du signal calcique
(Dustin et al., 1997). Les mécanismes par lesquels le calcium contribuerait a I’arrét de

migration ne sont pas connus a ce jour.
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» Les modéles de rencontres : unique ou en série (« single or _serial encounter ») :

L’issue d’une interaction spécifique de I’antigéne entre un lymphocyte T naif et une cellule
présentatrice de I’antigéne sera 1’activation du lymphocyte T. Deux modéles de rencontres
conduisant a I’activation du lymphocyte ont été proposes.

Selon le modéle d’une rencontre unique ou « single encounter » entre un lymphocyte T et une
cellule présentatrice de I’antigéne, le maintien d’une interaction stable sur une longue durée
(entre 6 et 20 h) est nécessaire a 1’activation lymphocytaire (lezzi et al., 1998). Le maintien de
I’interaction cellulaire implique I’interaction moléculaire ICAM-1/LFA-1 au site de contact.
Cette derniere favorise la reconnaissance spécifique du TCR pour les complexes CMH-
peptide et une signalisation soutenue en aval du TCR. Le second modéle propose qu’au lieu
de recevoir un signal d’activation complet a travers une interaction unique avec une cellule
présentatrice de I’antigéne, les lymphocytes T somment des signaux d’activations provenant
de rencontres successives, de courtes durées, avec les cellules présentatrices de I’antigéne. Ce
modele est appelé modéle de rencontres en série ou « serial encounter ». Les 2 modeles
imposent un seuil pour I’activation lymphocytaire dépendant de la durée de I’interaction dans
un cas ou de la fréquence des interactions dans 1’autre. Les interactions moléculaires et la
signalisation lymphocytaire résultante seront detaillées dans le sous-chapitre suivant (voir

synapse vs kinapse)

4. Activation des lymphocytes T CD4"

Vers I’Age adulte des lymphocytes T

L’interaction privilégiée entre un lymphocyte T et une cellule dendritique présentant un
pathogéne spécifique va conduire a [’activation du lymphocyte T. Celui va proliférer et
acquérir les armes nécessaires a ses fonctions de défense contre le pathogene reconnu. Alors
que les lymphocytes T CD8 (aussi appelés lymphocytes T tueurs) vont avoir pour fonction
d’éliminer les cellules infectées de notre organisme, les lymphocytes T CD4 vont aider les
lymphocytes B et les lymphocytes T CD8 dans leur lutte contre le pathogéne reconnu.

Le devenir de la rencontre entre un lymphocyte T et une cellule dendritique dans les
organes lymphoides secondaires dépend de I’intégration des signaux par les récepteurs
engagés a I’interface cellulaire. L’aire de contact privilégié¢e formée entre un lymphocyte T et
une cellule présentatrice de 1’antigéne est appelée synapse immunologique. Ce terme a été
utilisé, pour la premiere fois en 1984 par Norcross et al., pour décrire les interactions
spécifiques engagées entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de 1’antigéne, par

analogie a la synapse communicative formée entre 2 neurones ou entre un neurone et une
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autre cellule (Norcross, 1984). Bien que la structure moléculaire de la synapse
immunologique soit strictement établie, on sait aujourd’hui que celle-ci ne correspond pas une
structure figée. Au contraire, elle est dynamique. Ce dynamisme va permettre par exemple a
un lymphocyte d’interagir simultanément avec plusieurs cellules présentatrices de 1’antigéne
pour finalement se focaliser sur celle qui lui présentera le meilleur stimuli antigénique (Depoil
et al., 2005). D’autre part, un méme lymphocyte T peut également former plusieurs synapses
immunologiques de maniere successive afin d’accumuler les signaux qui permettront son
activation (Celli et al., 2005; Faroudi et al., 2003). Finalement, on ne parle plus aujourd’hui
de la synapse immunologique au singulier, mais des synapses immunologiques, du fait de leur

diversité dimensionnelle et fonctionnelle (Trautmann and Valitutti, 2003).

a) Architecture des synapses immunologiques

La formation de la synapse immunologique a lieu dans les 30 min qui suivent I’engagement
spécifique du récepteur aux lymphocytes T (TCR) avec les antigénes présentés par les
molécules de CMH a la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne. Les parties
extracellulaires du TCR et des molécules de CMH mesurent chacune 7,5 um de long, par
conséquent, 1’interaction entre ces molécules impose que les membranes des 2 cellules ne
soient pas éloignées de plus de 13 um (Garboczi et al., 1996; Garcia et al., 1996; Springer,
1990).

» La synapse immunologigue concentrigue :

En 1990, Springer et al. proposent que la synapse immunologique soit organisée en différents
domaines ségregés en fonction de la taille des complexes moléculaires formés entre le
lymphocyte T et la cellule présentatrice de I’antigéne (Springer, 1990). En 1998, Monks et al.
prouvent la réalité de cette hypothése par 1’observation structurale en 3-dimensions de I’aire
de contact entre un lymphocyte T et un lymphocyte B en présence d’antigeénes, apres
déconvolution d’une série d’images prises en z (Monks et al., 1998). L’aire synaptique est
formée de zones distinctes concentriques appelées SMAC (Supra Molecular Activation
Cluster) (Figure 6). Le cSMAC (central SMAC) désigne le coeur de la synapse
immunologique ou sont concentrés les TCR en interaction avec les molécules de CMH-
peptide. Tout autour du cSMAC, le pSMAC (peripheral SMAC) est enrichi en LFA-1, une
molécule d’adhésion de taille plus importante qui interagit avec ICAM-1. Puis, d’autres
travaux ont confirmé et étendu nos connaissances sur la structure de la synapse

immunologique concentrique. Aujourd’hui, il est établi qu’au niveau du cSMAC, se
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concentrent non seulement les molécules du TCR-CMH-peptide mais également le
corécepteur CD4 (ou CD8; en interaction avec les molécules du CMH), la molécule de
costimulation CD28 (en interaction avec CD80/86) et la molécule CD2 (en interaction avec
CD48/CD58). Ces molécules transmembranaires sont notamment associées, du c6té du
lymphocyte T, avec les kinases PKCO, Lck et Fyn au cSMAC. Au niveau du pSMAC, la
molécule d’adhésion LFA-1 est associée en intracellulaire & une molécule de liaison avec le
cytosquelette d’actine, la taline (Grakoui et al., 1999). Enfin, une troisieme zone, plus externe
et concentrique aux 2 premiéres, appelée dASMAC (distal SMAC), a également été observee.
Dans cette zone, de grosses protéines (exclues du cSMAC et du pSMAC) sont présentes telles
que les phosphatases CD45 et CD148, et la molécule de liaison avec le cytosquelette d’actine
CD43, via son interaction avec les molécules ERM en intracellulaire (Ezrine, Radixine,
Moésine) (Allenspach et al., 2001; Delon et al., 2001; Leupin et al., 2000). Cette organisation
de la synapse immunologique en SMAC favorise I’engagement simultané de nombreuses
molécules transmembranaires et le recrutement de molécules de signalisation a ’origine de
I’activation de différentes cascades de signalisation contrdlant ainsi 1’activation et la mise en

place des fonctions effectrices des lymphocytes T (van der Merwe, 2000).
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Figure 6 : Architecture moléculaire de la synapse immunologique concentrique.

_a synapse immunologique concentrique formée entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de I’antigene
est organisée en trois zones. La zone centrale ou cSMAC contient les molécules du TCR, CD4/8, CD28, les
molécules de signalisation Lck, PKCO... La zone périphérique ou pPSMAC contient LFA-1 et la taline. La zone
distale ou dSMAC contient CD45, CD43, CD148. Les appareils sécrétoires (golgi et MTOC) sont polarisés vers
la cellule présentatrice de I’antigéne. D’aprés Valitutti.S and Espagnolle.N, Immunological Synapse,
Encyclopedia of life science, 2006
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La signalisation débute avant méme que la synapse immunologique soit complétement formée
(Lee et al., 2002; Monks et al., 1998). En effet, la formation du cSMAC implique tout d’abord
un engagement du TCR avec les complexes CMH-peptide au niveau du pSMAC (Yokosuka
and Saito, 2009). Cet engagement est fonctionnel puisqu’il induit une augmentation de la
concentration calcique intracellulaire ainsi que la phosphorylation des molécules de
signalisation Zap-70 et Lck. La microscopie TIRF (Total Internal Reflexion Fluorescence) a
permis d’observer le TCR sous forme de microregroupements (« microclusteurs ») de
plusieurs molécules du TCR (Campi et al., 2005; Yokosuka et al., 2005). La formation de
microregroupements de TCR engendre par conséquent la concentration des molécules
intracellulaires qui Iui sont associées. Dans les 5 min qui suivent I’engagement du TCR en
périphérie, les microregroupements de TCR engagés se déplacent vers le cSMAC ce qui
permet ainsi leur accumulation au centre synaptique (Figure 7). Il est important de noter que
les microregroupements de TCR se forment continuellement en périphérie puis se déplacent
vers le centre de la synapse. Le déplacement des TCR vers le centre de la synapse serait
dépendant de I’actine et de la myosine ITA (llani et al., 2009; Kaizuka et al., 2007). Tres
récemment, il a été montré que le transport des microregroupements dépend de la dynéine,
une protéine motrice associée aux microtubules (Hashimoto-Tane et al., 2011). Enfin, au
niveau du cSMAC, les TCR sont internalisés et recyclés par le biais d’endosomes exprimant
le récepteur a la transferrine (Das et al., 2004).

La polarisation du cytosquelette d’actine est également impliquée dans la formation de la
synapse immunologique (Billadeau et al., 2007). L’organisation de I’actine a la synapse
immunologique ainsi que son implication sur 1’activation et sur les fonctions effectrices des
lymphocytes T seront détaillées dans le chapitre suivant.

Une autre caractéristique marquante de la structure de la synapse immunologique réside dans
la polarisation de la machinerie sécrétoire (appareil de golgi et MTOC) du lymphocyte T vers
la cellule présentatrice de I’antigéne (Kupfer et al., 1987). Enfin, a I’opposé de la synapse
immunologique, 1’anti-synapse ou pole distal est enrichi en CD43, CD44 et en PKC(, une
molécule ayant un role clef dans la polarité cellulaire (Cullinan et al., 2002; Ludford-Menting
et al., 2005).

La synapse immunologique concentrique (décrite ici) est la premiére a avoir été décrite en
termes d’organisation morphologique et signalétique. Elle correspond a une synapse
immunologique mature et est aujourd’hui la synapse immunologique de référence. Cependant,
nous verrons par la suite que d’autres synapses immunologiques ont été décrites, celles-ci

adoptant finalement rarement une structure concentrique.

53



Introduction : Les lymphocytes T : chefs d’orchestres de I’ immunité adaptative, une vie bien
rythmée

Etalement Contraction S| mature
0-2min 2-10 min 10 min — plusieurs heures

Microclusters _ Microclusters c-SMAC
p-SMAC

Peripheral edge

Microclusters TCR—CD28 microcluster Microclusters
TCR—Kinase—Adapter TCR—Kinase—Adapter
CD28—PKCH 50, cD28 CD28—PKCH

sl PKCH
Adaptor

Figure 7 : Dynamique des microregroupements de TCR au cours de la formation de la synapse
immunologique.

Lors du contact des lymphocytes T avec une cellule présentatrice de I’antigéne mimée ici par le contact avec une
bicouche lipidique contenant des peptides chargés sur des molécules du CMH, d’ICAM-1 et de CD80, les
lymphocytes T vont tout d’abord s’étaler sur la bicouche lipidique (Etalement), puis se contracter (Contraction)
pour enfin former une synapse immunologique mature (SI mature). Les microregroupements (microclusters) de
TCR auxquels s’associent les molécules de signalisation : Zap-70, SLP-76, PKCH et de costimulation CD28 sont
représentées. Les microregroupements sont formés dés I’initiation du contact, puis ils s’accumulent et fusionnent
entre eux au niveau de la région centrale via un mouvement centripete. Aprés 10 min d’interaction, le c-SMAC
est formé. En périphérie, de nouveaux microregroupements se forment continuellement et sont recrutés au c-
SMAC. D’apreés (Yokosuka and Saito, 2009).

» La synapse immunologigue multi-centrique :

Lors de I’interaction spécifique entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de
I’antigéne, il peut y avoir une interruption dans le processus de la formation d’une synapse
immunologique concentrique qui va conduire a la genération d’une synapse immunologique
dite multi-centrique. Cette synapse se caractérise par la formation de plusieurs agrégats
composés de molécules du cSMAC et du pSMAC (Brossard et al., 2005). Une colocalisation
entre les molécules CD3 et LFA-1 ainsi qu’entre la PKCO et de la taline sous forme de patchs
a été observée par microcopie a fluorescence lors du contact entre un lymphocyte T et une
cellule présentatrice de I’antigéne. Les agrégats formés sont tres dynamiques : ils peuvent
fusionner ou se fractionner au cours de 1’interaction cellulaire. Finalement, cette étude montre

qu’il apparait inapproprié de considérer, comme dans le passe, la synapse immunologique
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concentrique comme mature et la synapse immunologique multi-centriqgue comme immature.
En effet, en termes d’activation lymphocytaire et de fonctions effectrices, la synapse
immunologique multi-centrique s’avére productive (Brossard et al., 2005). De plus, il
semblerait que la génération d’une synapse immunologique multi-centrique soit plus
fréquente que la génération d’une synapse concentrique ; cette derniére nécessitant de tres
fortes concentrations en antigéne (Brossard et al., 2005). Il a aussi été démontré que la
formation d’une synapse immunologique multi-centrique est dictée par la présence sur les
cellules dendritiques de multiples petites protrusions d’actine au niveau desquelles les
molécules de CMH ainsi que les molécules de costimulation se concentrent (Fisher et al.,
2008). L’activation des lymphocytes T est favorisée par 1’agrégation des molécules
impliquées dans la présentation de 1’antigéne a la surface des cellules présentatrices de

I’antigéne (Giannoni et al., 2005).

» La synapse immunologique non ségrégée :

Dans le cas de la formation d’une synapse immunologique non ségrégée, le TCR et les
molécules de signalisation se polarisent a 1’aire de contact cellulaire, mais le processus est
stoppé avant méme que les molécules s’agreégent entre elles. Ce type de synapse a été décrit
dans la littérature dans 4 situations d’interactions différentes. Elle a tout d’abord été observée
dans le cas d’une interaction, non spécifique de 1’antigéne, entre un lymphocyte T et une
cellule présentatrice de 1’antigéne (Revy et al., 2001). La synapse immunologique non
ségrégeée a aussi été observee durant la phase initiale de contact avec une cellule présentatrice
de D’antigéne présentant de fortes concentrations en antigene et précédant 1’agrégation
moléculaire (Lee et al., 2002). Il a également été démontré que les lymphocytes T CD8" naifs
mais pas les CD8" effecteurs pouvaient former des synapses immunologiques non ségrégées
conduisant néanmoins a leur activation (O'Keefe et al., 2004). Enfin, il a été montré que
I’agrégation moléculaire, n’est pas non plus requise pour certaines fonctions effectrices des
lymphocytes T CD4" effecteurs, telle que la sécrétion cytokinique, dans le cas d’une

interaction avec des cellules dendritiques (Blanchard et al., 2004).

» La synapse immunologique sécrétrice :

La synapse immunologique sécrétrice correspond a une variante de la synapse
immunologique concentrique. Elle est formée entre les lymphocytes T CD4" ou CD8"
effecteurs et les cellules présentatrices de 1’antigeéne. Elle partage 1’organisation moléculaire

en SMAC de la synapse immunologique concentrique et a la particularité de sécréter des
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cytokines de maniére polarisée au niveau de 1’aire synaptique. Le cSMAC de la synapse
immunologique sécrétrice est partagé en 2 zones juxtaposees: la zone classique
d’enrichissement du TCR et une zone sécrétoire qui colocalise avec la machinerie sécrétoire
du lymphocyte T. Ainsi, les granules des lymphocytes T contenant des molécules solubles
telles que des cytokines ou des granzymes, mais également des protéines associées aux
membranes comme FasL ou CTLA-4, pourront étre sécrétées de maniére polarisée a la
synapse. La synapse immunologique sécrétrice formée entre un lymphocyte T CD8" effecteur
(CTL) et sa cible a regu beaucoup plus d’investigations que celle formée entre un lymphocyte
T CD4" et une cellule présentatrice de 1’antigéne. Chez les CTL, les granules libérées sont
connues sous le nom de granules lytiques et de lysosomes sécrétoires et ont pour fonction de
tuer la cellule cible avec laquelle elles interagissent (Bossi and Griffiths, 2005; Stinchcombe
and Griffiths, 2003). Pour les lymphocytes CD4, il a été montré qu’en réponse a
I’engagement du TCR, des cytokines telles que 1I’IL-2, I’IFN-y ou le TNF mais également des
chimiokines s’accumulent a la synapse immunologique dans un compartiment situé a
proximité de I’appareil de Golgi et du MTOC (Kupfer et al., 1991; Morales-Tirado et al.,
2004). 11 apparait également qu’il existe des voies de sécrétions distinctes pour les cytokines
et pour les chimiokines, impliquant différents régulateurs du cytosquelette d’actine, ce qui
permettrait une régulation plus fine de la sécrétion par les lymphocytes T CD4" (Huse et al.,
2006; Morales-Tirado et al., 2004). En effet, alors que I’'IL-2 et I’IFN-y sont sécrétés de
maniére polarisée a la synapse immunologique, le TNF et les chimiokines sont sécrétés de
maniére diffuse. De plus, les lymphocytes T CD4" sont capables de sécréter des vésicules
exprimant la molécule inhibitrice CTLA-4 suite a leur activation antigénique (lida et al.,
2000). Celle-ci entre ainsi en compétition avec la molécule de costimulation CD28 pour
I’interaction avec CD80/86 exprime a la surface de la cellule présentatrice de I’antigeéne et
permet I’arrét de 1’activation lymphocytaire (Krummel and Allison, 1995; Poo et al., 1988).
Comme pour I’expression de CTLA-4, I’expression de FasL est augmentée a la surface des
lymphocytes T CD4" par sécrétion de vésicules a la synapse immunologique suite a
I’activation lymphocytaire (Bossi and Griffiths, 2005). Une faible proportion de lymphocytes
T CD4" peut acquérir des fonctions cytotoxiques et a été qualifiée de CD4"™ CTL (Appay et
al., 2002). Ces cellules se développent sous des conditions particuliéres et leur relevance in

vivo reste & démontrer.
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» La synapse immunologigue dynamique ou Kinapse :

Jusque dans les années 2000, on pensait que I’interaction entre un lymphocyte T et une cellule
présentatrice de 1’antigeéne devait étre stable afin de permettre ’intégration des signaux
conduisant a I’activation lymphocytaire. Ce dogme est tombé lorsqu’il a ét¢ montré que les
lymphocytes T pouvent former des synapses immunologiques a la fois dynamiques et
productives (Friedl and Brocker, 2002). En 2008, M.Dustin a proposé le nom de kinapse pour
décrire I’interaction dynamique entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de
I’antigene (Dustin, 2008). Le choix du nom kinapse repose sur la définition du suffixe -apse
(rejoindre un endroit) et du préfixe kin- (mouvement), ce dernier s’opposant au suffixe syn-
(similaire ; c'est-a-dire rejoindre un méme endroit) retrouvé dans le mot synapse.

La formation de kinapses supporte la dynamique de la rencontre entre un lymphocyte T et une
cellule présentatrice de 1’antigéne, au niveau des organes lymphoides secondaires, ainsi que le
modele de la rencontre en série décrit dans le sous-chapitre précédent (Mempel et al., 2004).
Du fait de la mobilité¢ du lymphocyte T a la surface de la cellule présentatrice de 1’antigene,
celui-ci conserve une morphologie allongée acquise pour sa migration. En paralléle, le
lymphocyte T va se polariser vers la cellule dendritique (Storim et al., 2010). La zone de
contact comprend 3 zones distinctes qui sont comparables a I’organisation en SMAC de la
synapse immunologique concentrique (Figure 8) :

- le front de migration : Cette zone riche en actine va permettre la mobilité du lymphocyte T.
Elle est comparée au dSMAC de par sa concentration élevée en actine mais aussi parce
qu’elle est le lieu de la formation des microregroupements de TCR et de LFA-1.

- la zone centrale : Cette zone soutient I’engagement du TCR avec les complexes CMH-
peptide ainsi que leur translocation vers 1’uropode et est comparée au pPSMAC.

- uropode : C’est dans cette zone que les microregroupements de TCR et de LFA-1 vont
s’accumuler et étre internalisés. Il s’agit de la zone de terminaison de la signalisation, qui est
par conséquent comparable au cSMAC.

Ainsi, les microregroupements de TCR et de LFA-1 ainsi que des molécules qui leur sont
associées vont se former au niveau du front de migration du lymphocyte T puis étre
transportés via le flux rétrograde d’actine jusqu’a 1’uropode de la cellule, lieu ou les
interactions seront finalement inactivées (Storim et al., 2010). Contrairement aux synapses qui
ont une organisation moléculaire symétrique, les kinapses sont asymétriques. La PKC6 va
permettre la conversion des synapses en kinapses, alors que la protéine du syndrome de
Wiskott-Aldrich (WASP) est impliquée dans la conversion des kinapses en synapses (Sims et
al., 2007).
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Figure 8 : La kinapse : redistribution des microregroupements de TCR.

Schéma représentant une kinapse immunologique formée entre un lymphocyte T en migration et une cellule
présentatrice de I’antigéne. Les microregroupements de TCR se forment au niveau du front de migration du
lymphocyte T, s’engagent avec les complexes CMH-peptide au niveau de la zone centrale et sont internalisés au
niveau de ’uropode. Adaptée de (Friedl and Brocker, 2002)

b) Signalisation lymphocytaire

Jusqu’il y a 10 ans, on pensait que la formation de la synapse immunologique organisée en
SMAC permettait I’initiation de la signalisation lymphocytaire. On sait désormais que cette
derniére a lieu avant la formation des SMAC, dés que les molécules de TCR s’engagent avec
les complexes CMH-peptide en périphérie (Lee et al., 2002). L’engagement de 11 a 17
molécules de TCR est nécessaire pour induire une signalisation (Varma et al., 2006).

Suite a I’engagement du TCR, plusieurs voies de signalisation vont étre déclenchées :

- la voie calcique

- la voie de la protéine kinase C 6 (PKCO)

- la voie des MAPKinases

- la voie Vav-1/Jun
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Toutes ces voies auront pour finalité d’activer plusieurs facteurs de transcription qui
moduleront I’expression de génes impliqués dans ’activation et dans les fonctions effectrices
des lymphocytes T telles que la prolifération, la production de cytokines, la différentiation

cellulaire.

c) Terminaison de I’interaction cellulaire

Cette phase correspond a la dissolution de la synapse immunologique et au retour du
lymphocyte T a un phénotype exclusivement migratoire. Cette étape n’est a ce jour que tres
peu documentée. En effet, il n’a pas éte déterminé si la terminaison de la synapse
immunologique était une conséquence ou un pré-requis pour le détachement du lymphocyte T
(Friedl et al., 2005). Plusieurs mécanismes semblent étre impliqués dans le détachement du
lymphocyte T : I’internalisation et la dégradation des TCR ainsi que des molécules d’adhésion
LFA-1, l’augmentation de I’expression a la synapse immunologique des molécules
inhibitrices de I’activation de lymphocytes T, telles que CTLA-4 (lida et al., 2000; Lee et al.,
2003; Mazerolles et al., 1996). D’autres facteurs qui vont influencer la stabilité de la synapse
immunologique sont les chimiokines. En effet, il a été montré que certaines chimiokines
(CCL21, CCL19, CXCL10) sont capables de distraire les lymphocytes T de la cellule
présentatrice de 1’antigéne, en favorisant un retour du lymphocyte T a la migration (Bromley

et al., 2000).

5. Phase effectrice des lymphocytes T CD4"

La vie active des lymphocytes T

Une fois activés, les lymphocytes T CD4" deviennent effecteurs. Au moment de leur
activation, les cellules présentatrices de [’antigéne leur ont dicté leur destinée. Certains
lymphocytes T CD4™ vont exercer leurs fonctions dans les ganglions ou ils vont apporter leur
aide aux lymphocytes T CD8 tueurs ou aux lymphocytes B producteurs d’anticorps. D autres
sortiront des ganglions et seront recrutés sur les sites de [’infection pour y exercer leurs
fonctions effectrices.

a) Devenir des lymphocytes T CD4" dicté par les cellules présentatrices de
I’antigene
La rencontre entre les lymphocytes T CD4" et les cellules présentatrices de 1’antigéne
va dicter aux lymphocytes T CD4" leur devenir. Dans le cas ou les lymphocytes T n’auraient

pas trouvé d’antigene pour lequel ils sont spécifiques, dans les heures ou les jours qui suivent

leur entrée dans un organe lymphoide secondaire, ils retournent dans la circulation sanguine
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via la circulation efférente (Gowans and Knight, 1964). Une fois qu’ils ont rejoint la
circulation sanguine, les lymphocytes T naifs vont y rester en moyenne moins d’une demi-
heure avant de rejoindre un nouvel organe lymphoide secondaire, toujours a la recherche d’un
antigene spécifique (Pabst, 1988).

Dans le cas ou les lymphocytes T ont reconnu dans les organes lymphoides secondaires
I’antigéne pour lequel ils sont spécifiques, la rencontre avec les cellules présentatrices de
I’antigeéne a conduit a leur activation. Ces lymphocytes T sont alors effecteurs. Le devenir des
lymphocytes T effecteurs est aussi orienté par cette rencontre. En effet, il a été montré qu’au
moment de I’interaction cellulaire, les cellules dendritiques vont induire et contrdler la nature
de I’expression de molécules d’adhésion et de récepteurs aux chimiokines a la surface des
lymphocytes T effecteurs ainsi que la nature des chimiokines qu’ils vont sécréter (Agace,
2006; Sigmundsdottir and Butcher, 2008). Sur la base de I’expression différencielle de ces
molécules, différents lignages de différenciation des lymphocytes T CD4" effecteurs ont été
définis. Chaque lignage a des propriétés de localisation différentes dans 1’organisme et par

conséquent des propriétés effectrices distinctes.

b) Les lymphocytes T CD4" effecteurs dans les organes lymphoides secondaires

Des études de microscopie biphotonique ont montré qu’au moment du contact
productif entre cellules dendritiques et lymphocytes T CD4", les chimiokines CCL3 et CCL4
sont produites par les deux partenaires (Castellino et al., 2006). Ces chimiokines induisent le
recrutement de lymphocytes T CD8" naifs qui expriment CCR5, le récepteur de ces
chimiokines. Ainsi, des trios cellulaires se forment et conduisent a I’activation antigéne
spécifique des lymphocytes T CD8" avec 1’aide des lymphocytes T CD4" effecteurs, aussi
nommé Thl (T helper cells 1).

Un second exemple de Dactivité effectrice des lymphocytes T CD4" dans les organes
lymphoides secondaires a été décrit plus récemment. L’expression de CXCRS5, récepteur a la
chimiokine CXCL13 par une sous population de lymphocytes T CD4" effecteurs conduit a
leur recrutement au niveau des zones B des organes lymphoides secondaires (Breitfeld et al.,
2000). En effet, la chimiokine CXCL13 est exprimée par les FDC qui constituent le réseau de
fibres des zones B. Les lymphocytes T effecteurs CXCR5", nommés Tfh (follicular T helper
cells), apportent une aide aux lymphocytes B supportant leur activation, leur expansion, leur

différenciation et la formation des centres germinatifs.
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c) Les lymphocytes T CD4" effecteurs hors des organes lymphoides secondaires

Certains sous-types de lymphocytes T effecteurs vont quant a eux quitter les organes
lymphoides secondaires. Ces lymphocytes T vont perdre I’expression de CCR7 et de CD62L
au profil de récepteurs spécifiques des organes non-lymphoides (Agace, 2006). Des études
génétiques et pharmacologiques ont montré que le récepteur 1 a la Sphingosine 1-Phosphate
(S1P; ; Sphingosine 1-Phosphate receptor 1) est impliqué dans la sortie des lymphocytes T
des organes lymphoides secondaires (Mandala et al., 2002; Matloubian et al., 2004). De
maniere anecdotique, il a été observé chez le cochon que les lymphocytes T pouvaient
également quitter les organes lymphoides secondaires en empruntant la voie d’entrée de
I’organe, c'est-a-dire en traversant les HEV (Pabst, 1988). Chez le rat, il a également été
observé qu’un faible pourcentage (8 %) de lymphocytes T traversent les HEV en direction de
la lumiére de 1’endothélium plutét que vers le parenchyme des organes lymphoides
secondaires (Anderson and Anderson, 1976). L’existence et la fonction d’une migration
« inversée » reste a élucider chez ’Homme.

Pour exemple, les lymphocytes T CD4" qui vont exprimer CCR9 auront un tropisme pour
I’intestin, alors que ceux qui exprimeront CCR4 et CCR10 se localiseront dans la peau (Reiss
et al., 2001). L’entrée des lymphocytes T effecteurs depuis la circulation sanguine vers les
organes lymphoides tertiaires implique les 3 étapes précédemment décrites (Figure 2) pour
I’entrée des lymphocytes T naifs dans les organes lymphoides secondaires (Ley et al., 2007).
La différence majeure réside dans la nature des molécules d’adhésion et des chimiokines
impliquées. Trés récemment, il a aussi été montré que certains sous-types de lymphocytes T
effecteurs sont capables de traverser les HEV en absence de chimiokines présentées a la
surface des HEC ou d’une source de chimiokines extra-endothéliale (Shulman et al., 2012).
En revanche, il a été démontré que leur transmigration est guidée par des chimiokines
stockées dans des vésicules a I’intérieur des cellules endothéliales. Ces vésicules sont ancrées
aux fibres d’actine et relarguées au niveau des zones de contact étroit formées entre les
lymphocytes T et les cellules endothéliales. Les lymphocytes T effecteurs émettent des
extensions membranaires riches en actine, de type filopodes, préférentiellement & proximité

des vésicules enrichies en chimiokines.
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Il. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich : un régulateur

clef du cytosquelette d’actine des lymphocytes T

La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich modele le squelette des
lymphocytes T

Nous avons vu dans le chapitre précédent que pour bien défendre notre organisme, les
lymphocytes T CD4" sont en perpétuel mouvement dans le but de rejoindre différents sites de
["organisme et d’y établir des interactions avec d’autres cellules. Alors que les lymphocytes T
s’allongent pour se déplacer, ils s’ arrondissent pour interagir avec leurs partenaires. La
forme des cellules est définie par leur squelette - /e cytosquelette d’actine. Ce dernier est trés
malléable et est modelé principalement par la protéine du syndrome de Wiskott-Adrich
(WASP). L’absence de la protéine dans nos cellules (a cause de mutations génétiques)
conduit au Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). 1/ s’agit d'une maladie héréditaire sévere
caractérisée par l'incapacité des cellules du systéme immunitaire a défendre [’organisme
contre tous les types de pathogenes.

Dans le premier chapitre nous avons souligné que les lymphocytes T doivent étre de
trés bons migrateurs pour protéger notre organisme. Nous avons également décrit que ces
cellules ont la capacité d’infiltrer une grande diversité de tissus et de former des contacts
variés et dynamiques avec d’autres cellules de I’immunité ou avec les cellules stromales.
Dans ce second chapitre, nous verrons que la formation de protrusions membranaires riches
en actine permet aux lymphocytes T d’atteindre des vitesses de migration exceptionnelles par
rapport aux autres cellules, d’infiltrer des tissus de densités différentes et d’établir des
contacts cellulaires dynamiques. Nous comprendrons également 1’importance du dynamisme
du cytosquelette d’actine et de sa réoganisation continue dans la physiologie des lymphocytes
T. Un régulateur majeur du cytosquelette d’actine des lymphocytes T est la protéine du
syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) dont la fonction cruciale sera soulignée par la
description du tableau clinique sévére des patients atteints du Syndrome de Wiskott-Aldrich
(WAS) chez lesquels WASP est déficiente.
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1. Le cytosquelette d’actine

Un squelette malléable

Le cytosquelette d’actine est trés malléable car il est construit par I’assemblage de plusieurs
monomeres d’actine formant un réseau de longs filaments d’actine. Les filaments d’actine
sont sans cesse défaits d'un coté de la cellule pour étre recyclé d’un autre coté. Ceci permet a
la cellule de s’allonger pour se déplacer ou de s’arrondir pour intéragir stablement avec un
partenaire cellulaire. Finalement, sans une restructuration constante du réseau d’actine, les
lymphocytes T seraient incapables de se déplacer et de rencontrer les partenaires cellulaires
nécessaires a la défense de notre organisme.

a) Polymérisation et dépolymeérisation des filaments d’actine

Le cytosquelette d’actine est extrémement flexible, il est continuellement réorganisé
dans la cellule. Cette réorganisation est nécessaire pour la réalisation de I’ensemble des étapes
de vie du lymphocyte T décrites dans le chapitre précédent (pour revue (Samstag et al.,
2003)). Des filaments d’actine (ou actine-F) sont générés a partir de monomeres d’actine (0u
actine-G) a un site de la cellule (on parle alors de polymérisation de 1’actine), pendant que ces
filaments sont défaits a un autre site (on parle ici de dépolymérisation de 1’actine) (Figure 9
A-B). Un stock de monomeéres d’actine est maintenu dans la cellule par liaison avec des
molécules de séquestration telles que la thymosin-B4, la profiline ou encore la cofiline (Figure
9C). La génération de nouveaux filaments d’actine a partir de filaments existants est initiée
par le complexe Arp2/3, lui-méme activé par la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich
(WASP) (Figure 9E). Le complexe Arp2/3 branche de nouveaux filaments d’actine avec un
angle de 70° sur des filaments pré-existants. D’autre part, les filaments d’actine existants
peuvent étre allongés, en principe a chaque extrémité, mais il a été observé que 1’élongation
¢tait plus rapide a D’extrémité (+) ou « barbue » (barbed ends) qu’a I’extrémité (—) ou
« pointue » (pointed ends) du filament d’actine (Figure 9B). Cette différence de cinétique
permet a un filament d’actine de s’allonger a I’extrémité (+) et de se raccourcir a I’extrémité
(-). Cette élongation peut étre réalisée par les formines (Figure 9D). De nouvelles extrémités
de filaments peuvent aussi étre créées par clivage des filaments existants (Figure 9F). Le
clivage implique la cofiline et la gelsoline. Les filaments d’actine sont protégés de la
dépolymérisation par des protéines de coiffes (capping). La cofiline n’est pas seulement
impliquée dans la polymérisation de I’actine mais également dans sa dépolymérisation. Ce
serait sa localisation et les partenaires avec qui elle interagirait qui déterminerait si elle
favorise la polymérisation ou la dépolymérisation de 1’actine.

Finalement, la myosine s’associe aux filaments d’actine générés et glisse le long de ces

filaments depuis I’extrémité (—) vers I’extrémité (+) (Figure 9G).
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Figure 9 : Structure et régulation des filaments d'actine.

(A) Structure tridimensionnelle d’un monomére d’actine (B) Nucléation et élongation d’un filament d’actine a
son extrémité barbue (B) et son extrémité pointue (P). (C) Les ligands des monomeres d’actine : la thymosin-p4,
la profiline et la cofiline sont impliqués dans la maintenance d’un stock de monoméres d’actine (D) Nucléation
et élongation des filaments d’actine par les formines a I’extrémité barbue du filament. (E) Nucléation et
branchement d’un nouveau filament d’actine a un filament existant via WASP et le complexe Arp2/3 (F) Les
protéines de coiffes (capping) bloquent les réactions a I’extrémité barbue du filament, la cofiline et la gelsoline
sont impliquées dans le clivage des filaments, des protéines assemblent les filaments d’actine en un réseau. (G)
La myosine s’associe aux filaments d’actine et glisse le long des filaments. D’apres (Pollard and Cooper, 2009)

b) Molécules et modéles pour 1’étude du cytosquelette d’actine

L’implication du cytosquelette d’actine dans les fonctions cellulaires a tout d’abord été
mise en évidence par I’utilisation de 2 drogues bloquant la polymérisation du cytosquelette
d’actine. La cytochalasine D est une toxine fongique qui inhibe la polymérisation de 1’actine
en se liant aux extrémités (+) des filaments d’actine. La latrunculine A est une toxine
spongique qui en se liant a 1’actine-G inhibe également la polymérisation de 1’actine. Puis
d’autres outils ont été développés pour permettre sa visualisation. La phalloidine est une
toxine extraite de ’amanite phalloide qui a pour particularité de se lier a I’actine-F et d’ainsi
stabiliser le réseau. Couplée a une protéine fluorescente, la phalloidine permet de visualiser
les filaments d’actine. Puisque le cytosquelette d’actine est continuellement remanié dans les
cellules, il est apparu important de 1’observer en temps réel. Dans ce but, les cellules d’intérét
ont été transfectées avec des plamides codant pour de 1’actine couplé a une protéine
fluorescente. Les limites a cette technique sont la toxicité de 1’actine exogene et la possibilité
de ne travailler qu’avec des cellules transfectables. Récemment, la synthése d’un peptide : la

lifeAct a permis de visualiser la réorganisation du cytosquelette d’actine en temps réel dans
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des cellules difficilement transfectables (Riedl et al., 2008). La lifeAct est un peptide de 17
acides aminés, capable de se lier a I’actine. Ce peptide a été extrait de la protéine Abp140, un
ligand de I’actine chez la levure. Couplé a une protéine fluorescente, ce peptide marque les
filaments d’actine des cellules des mammiféres sans interférer avec la dynamique du
cytosquelette. Finalement, la déficience en molécule régulatrice du cytosquelette d’actine
représente également un modele de choix pour déterminer le role du cytosquelette d’actine
dans les fonctions cellulaires. Chez I’'Homme, la déficience naturelle la plus étudiée est celle
de la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP). Elle est le modéle choisi pour mon
travail de thése. Les déficiences naturelles en VAV1, coronine et DOCK8 chez I’ Homme
constituent également de bons modeles d’étude du cytosquelette d’actine. Ces déficiences ont
été découvertes plus récemment et sont par conséquent moins connues (Paccani et al., 2005;
Shiow et al., 2009; Shiow et al., 2008; Su et al., 2011).

c) Implication du cytosquelette d’actine dans les fonctions des lymphocytes T

L’ensemble des outils décrits précédemment ont permis de montrer que le
cytosquelette d’actine joue un rdle important dans de nombreuses fonctions du lymphocyte T.
Il est notamment impliqué dans le trafic membranaire, la division cellulaire, la survie ou
encore dans la formation de protrusions membranaires (Firat-Karalar and Welch, 2011).
Parmi les événements auxquels le cytosquelette d’actine participe dans le trafic membranaire,
on peut citer I’internalisation clathrine dépendente, 1’endocytose ou encore le transport
vésiculaire du réticulum endoplasmique (RE) au golgi. Le cytosquelette d’actine est aussi
impliqué dans la polarisation de la machinerie sécrétoire des lymphocytes T et par conséquent
dans la secrétion polarisee des cytokines et des granules lytiques (Kupfer et al., 1987). Le
cytosquelette d’actine est aussi impliqué dans la formation de différentes protrusions
membranaires (lamellipodes, podosomes,...) nécessaires a la migration, 1’adhésion et aux
interactions cellulaires (Le Clainche and Carlier, 2008). Le role du cytosquelette d’actine sera
détaillé ci-apres, dans la polarisation des lymphocytes T ainsi que dans leur migration, leur
rencontre avec les cellules présentatrices de 1’antigene et lors de la formation de la synapse

immunologique.

d) Organisation du cytosquelette d’actine lors de 1a migration amiboide

Les lymphocytes T utilisent le mode de migration amiboide pour se déplacer

rapidement dans les tissus. Ce type de migration cyclique est basé sur une succession de 3
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étapes : 1) extension membranaire, 2) traction du corps cellulaire, 3) rétraction de I’arriere de
la cellule. Les lymphocytes T en migration adoptent une morphologie polarisée caractérisee
par la formation de 3 zones aux propriétés distinctes. lls forment un front de migration riche
en actine (ou leading edge) qui va leur permettre de percevoir I’environnement, une région
centrale contenant le noyau qui va leur donner la force de migration et un uropode adhérant
au substrat (Ponti et al., 2004; Smith et al., 2005). Comme décrit précédemment, la migration
amiboide ne requiert pas nécessairement 1’adhésion des cellules a leurs substrats. En effet,
lorsque la densité de I’environnement peut fournir aux cellules le contact suffisant a la
génération de forces de traction, les intégrines sont alors dispensables a la migration cellulaire
(Friedl et al., 1998a; Lammermann and Sixt, 2009; Renkawitz and Sixt, 2010; Woolf et al.,
2007). Ce concept a été schématisé par Pinner et Sahai et est présenté en figure 10 (Pinner
and Sahai, 2009). Les auteurs comparent des cellules en migration dans différents
environnements a un Homme qui escaladerait des surfaces d’adhérences différentes. Tout
comme la migration cellulaire, I’escalade de ’Homme est permise par la présence de points
d’ancrage au support (intégrines vs barreaux de 1’échelle) ou par un environnement confiné
(fibres de I’environnement vs 2 murs rapprochés).
a) b c)

Figure 10 : En absence d’adhésion,
I’environnement peut offrir les forces

: : nécessaires a la mobilité.
C;)—»b (; (3 X% (@) Une forte adhésion au substrat permet aux
cellules de migrer en 2-dimensions, et a un
Homme de monter a une échelle.
(b) En absence d’adhésion au substrat, les cellules
ne peuvent pas migrer en 2-dimenseions et un
Homme ne peut pas escalader une surface lisse.
(c) Un environnement confiné offre aux cellules et
a un Homme la force de friction nécessaire a leurs
déplacements sur des surfaces non adhésives.
Adapté de (Pinner and Sahai, 2009).

Ainsi, les intégrines sont nécessaires a la migration cellulaire en 2-dimensions alors qu’elles
sont dispensables a la migration cellulaire en 3-dimensions. En 2-dimensions, il a aussi été
montré que les lymphocytes T sont capables d’adopter 2 modes de migrations amiboides
distincts (Jacobelli et al., 2009). Le mode « walking » ou « marche » permet aux lymphocytes
T de migrer tres rapidement sur des surfaces peu adhésives et implique de multiples contacts
de courte durée avec la surface. Ce mode de migration est dépendant de la force de
contractilité générée par la Myosine-Il1A. En revanche, le mode de migration « sliding » ou

« glisse » est utilisé par les lymphocytes T pour migrer sur des surfaces fortement adhésives et
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implique un contact continu avec la surface. Ce mode de migration est plus lent que le
précédent et est principalement conduit par polymérisation de I’actine. Par la suite, le méme
groupe a montré qu’en 3-dimensions, les lymphocytes adoptent le mode de migration
« marche », dépendant de la myosine-11A, ce qui leur permettraient d’atteindre des vitesses
de migration importantes et de passer rapidement d’une surface d’adhésion a une autre
(Jacobelli et al., 2010). Le mode de migration « glisse » correspond plut6t a une migration en

2-dimensions, le long des vaisseaux sanguins par exemple.

» Polarisation cellulaire pour la migration :

La migration amiboide implique une polarisation cellulaire qui peut étre induite par les
chimiokines et/ou par ICAM-1 (Dustin et al., 1997; Morin et al., 2008). La polarisation de la
cellule en migration correspond a un changement dans la distribution des filaments d’actine
qui passe d’une symétrie radiale dans la cellule non polarisée a une symétrie linéaire dans la
cellule polarisée. De plus, I'implication du cytosquelette d’actine dans la polarisation
cellulaire a été mise en évidence par I’utilisation des drogues bloquant la polymérisation de
I’actine (Lee et al., 2004; Verschueren et al., 1995). Il a été montré que les protéines de
polarité Scribble et Par sont impliquées dans la polarisation des lymphocytes T, puisqu’en
leur absence les lymphocytes T ne se polarisent pas et sont incapables de migrer (Gerard et
al., 2007; Ludford-Menting et al., 2005). Enfin, les rafts lipidiques ont aussi été impliqués
dans la polarisation de la cellule en migration (Gomez-Mouton et al., 2001; Millan et al.,
2002). Alors que les rafts lipidiques enrichis en gangliosides GM3 se localisent au front
cellulaire, ceux enrichis en gangliosides GM1 sont enrichis a I’uropode. Leur intégrité est non
seulement nécessaire a la polarisation cellulaire mais également a la distribution polarisée
d’autres protéines. Les rafts lipidiques sont connectés au cytosquelette d’actine puisque la
dépolymérisation de ce dernier par la latruncunline B abolit leur polarisation (Gomez-Mouton
etal., 2001).

» Extensions membranaires au front de migration : le lamellipode :

Au front de migration d’une cellule polarisée pour la migration se forme un lamellipode. 11 a
une épaisseur d’environ 0,1 a 0,2 um et contient des filaments d’actine courts et branchés
(Abraham et al., 1999; Welch and Mullins, 2002). La dynamique du cytosquelette d’actine
dans cette région a pu étre observée par microscopie a fluorescence en utilisant des
monomeéres d’actine marqués (Theriot and Mitchison, 1991). Cette étude a souligné que de

nouveaux filaments d’actine sont générés a proximité de la membrane plasmique, alors qu’a
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I’arriére du lamellipode les filaments d’actine formés précédemment sont dégradés. Les
monomeres d’actine relargués a I’arriére seront incorporés a 1’avant du lamellipode. Ainsi, le
flux rétrograde de I’actine au niveau du lamellipode génere une force de traction qui permet a
la cellule de se déplacer vers I’avant mais aussi de passer a travers les mailles formées
naturellement par la matrice extracellulaire. Néanmoins, il est pensé que la force de traction
générée a la membrane n’est pas induite par 1’élongation des filaments d’actine mais par
I’énergie thermique libérée au niveau des nouveaux filaments convertie en énergie élastique
(Pollard and Borisy, 2003). Outre les filaments d’actine, les récepteurs aux chimiokines
(CCR2, CCR5 et CXCR4) sont polarisés au front de migration ou ils permettent la migration
directionnelle des lymphocytes T (Gomez-Mouton et al., 2001; Nieto et al., 1997). La
molécule d’adhésion LFA-1 est aussi recrutée au front de migration et apparait sous sa
conformation d’affinité intermédiaire (Stanley et al., 2008). Son activation initie la formation
du lamellipode des lymphocytes T au contact de ICAM-1 (Porter et al., 2002). En concert
avec la taline, la vinculine, les FAK (Focal Adhesion Kinases) et 1’a-actinine; LFA-1
connecte le cytosquelette d’actine au substrat et permet ainsi la formation de nouveaux points
d’adhésion au substrat (Burbach et al., 2007; Gomez-Mouton et al., 2001; Volkov et al.,
1998). D’un point de vue signalétique, 1’activation de LFA-1 au front de migration induit
I’activité de la myosine a travers ’activation de MLCK (Smith et al., 2003). Le traitement par
des inhibiteurs de MLCK, de lymphocytes T en migration sur une surface coatée en ICAM-1,
conduit & la disparition des protrusions d’actine frontales, & la rétraction du corps cellulaire
ainsi qu’a I’arrét de migration. Ainsi, la signalisation LFA-1 au front cellulaire permet le lien

entre adhesion, contraction et migration.

» Contraction de la région centrale :

Derriére le lamellipode, une force de contraction est nécessaire a la traction du corps
cellulaire. Celle-ci est genérée par la myosine qui, en s’associant aux filaments d’actine,
induit leur contraction en consommant de I’ ATP. Ici aussi ¢’est la signalisation a travers LFA-
1 qui va induire I’activité de la myosine. Alors que la conformation d’affinité intermédiaire de
LFA-1 est enrichie au front de migration, la conformation de forte affinité de LFA-1 s’agrege
au niveau de la région centrale (Smith et al., 2005). L’engagement de la conformation de forte
affinite de LFA-1 avec ICAM-1 au niveau de la région centrale est tres stable. Il a été montré
que la taline était impliquée dans la formation et dans la stabilisation de cette zone. En effet,
I’inhibition de I’expression de la taline dans les lymphocytes T conduit & un défaut du

recrutement de la conformation de forte affinité de LFA-1 dans la région centrale mais aussi a
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un défaut de migration. Ainsi, ces résultats suggérent que la taline lierait la molécule LFA-1
au cytosquelette d’actine. La région centrale représenterait ainsi une plateforme adhésive
supportant les cycles d’extension et de rétraction du lamellipode mais aussi les cycles

d’attachement et de détachement de 1’uropode.

» Détachement de I’uropode

La fonction de I’uropode dans la migration cellulaire est encore assez mal connue. Il a été
observé que 1I’'uropode cyclait continuellement entre des phases d’accrochage au substrat, de
rétraction puis de décrochage du substrat, ce qui favoriserait la migration cellulaire. Les
molécules d’adhésion CD43, CD44, ICAM-1,-2 et -3 sont concentrées a 1’uropode (Sanchez-
Madrid and del Pozo, 1999). Il semblerait que la localisation de ces molécules a I’uropode
soit sous la dépendance du cytosquelette d’actine puisqu’elles s’associent a des molécules
d’ancrage au cytosquelette d’actine, les ERM (Lee et al., 2004). La myosine est également
exprimée a ’uropode ou elle permet le désengagement de LFA-1 de son ligand et par
consequent le décrochage de 1’uropode du substrat (Morin et al., 2008). L’activation de la
myosine a I’uropode est sous la dépendence de RHOK, dont I’absence d’expression empéche
la désadhésion de 1’'uropode au substrat (Smith et al., 2003). En accord avec cette observation,
il a été montré qu’a 1’'uropode, la molécule LFA-1 n’est pas engagée avec son lignad ICAM-1
(Smith et al., 2005).

e) Organisation du cytosquelette d’actine lors de la rencontre avec les cellules
présentatrices de 1’antigéne

Le lymphocyte T en migration va entrer en contact avec la cellule présentatrice de
I’antigéne via son front de migration. Il a été montré de maniere élégante, que le lamellipode
est la zone la plus sensible pour la reconnaissance de I’antigéne. En effet, il est 5 a 10 fois
plus sensible que 1’'uropode (Negulescu et al., 1996). Il englobe la cellule présentatrice de
I’antigéne ce qui fait que la surface de contact entre les 2 cellules est tres importante (Anton et
al., 2002; Tskvitaria-Fuller et al., 2003). Le lamellipode est une structure trés dynamique qui
va permettre aux lymphocytes T de scanner la surface des cellules présentatrices de
I’antigéne, a la recherche des complexes CMH-peptide spécifiques. Cette dynamique est
supportée par le flux rétrograde de 1’actine et par des oscillations contractiles contrélées par la
myosine (llani et al., 2009). A I’arriére du lamellipode, la région centrale de la cellule est une
zone riche en molécules d’adhésion. Au moment du contact, les premieres molécules a entrer

en interaction sont le couple LFA-1/ICAM-1. Cet engagement a lieu dans les cas
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d’interactions non-spécifiques et spécifiques de I’antigéne (Smith et al., 2003). La cellule peut
alors arréter sa migration pour former une synapse immunologique stable ou continuer de
migrer et intégrer les signaux percus sur son passage, comme décrit par le modéle de
I’engagement en série (Valitutti et al., 1995b). Comme décrit dans le chapitre précédent, il
semblerait que ce soit la qualité de I’interaction TCR-CMH-peptide (affinité, concentration)
mais également 1’environnement proximal des cellules en contact (chimiodistraction) qui soit
impliqgué dans la nature de la synapse immunologique formée (synapse vs kinapse)
(Henrickson et al., 2008; Skokos et al., 2007). Tres récemment, il a été montré que
I’interaction des lymphocytes T avec des cellules endothéliales présentant I’antigéne sur leurs
molécules de CMH, est facilitée par 1’émission par les lymphocytes T effecteurs/mémoires de
protrusions riches en actine, de type invadosome/podosome (Sage et al., 2012). L’existence de
telles protrusions reste a prouver au contact de cellules présentatrices de I’antigéne

conventionnelles.

f) Organisation du cytosquelette d’actine lors de la formation de la synapse
immunologique

L’arrét de migration du lymphocyte T au contact de la cellule présentatrice de
I’antigéne, s’accompagne par un changement de morphologie du lymphocyte T qui s’arrondi
alors. Ce changement de morphologie implique une rotation de 180° du flux rétrograde
d’actine, favorisée par ’engagement de la molécule de costimulation CD28 avec CD80/86
(Wulfing and Davis, 1998). La formation de la synapse immunologique ne peut avoir lieu
sans cette réorganisation du cytosquelette d’actine. En effet, le traitement des lymphocytes T
avec la cytochalasine D ou la latrunculine A empéche sa formation (Grakoui et al., 1999).
Plus précisément, il a été démontré que la formation des microregroupements de TCR (décrite
dans le chapitre précédent) en périphérie de la synapse immunologique ainsi que leur
transport au cSMAC est dépendant du flux rétrograde de I’actine observé a la synapse (Campi
et al., 2005; Ilani et al., 2009; Varma et al., 2006). En effet, le mouvement centripete des
microregroupements de TCR est plus rapide que s’il était gouverné par un simple mécanisme
de diffusion. Finalement, bien que le lymphocyte T arréte de migrer pour former une synapse
immunologique avec une cellule présentatrice de I’antigéne, il reste trés dynamique alternant

entre des phases d’extension et de rétraction (Dustin et al., 1997; Valitutti et al., 1995a).
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g) Les protéines régulatrices du cytosquelette d’actine

Il existe 3 protéines majeures de nucléation du cytosquelette d’actine : le complexe
Arp2/3 qui branche de nouveaux filaments d’actine sur des filaments existants (Figure 9E),
les formines qui allongent les filaments d’actine (Figure 9D) et les protéines de la famille de
spires (spires, cordon-bleu, leimodine et JMY) qui allongent et clivent les filaments d’actine
(Faix and Grosse, 2006; Goley and Welch, 2006; Qualmann and Kessels, 2009; Zuchero et
al., 2009). Dans les lymphocytes T, le complexe Arp2/3 joue un réle central dans la
nucléation de 1’actine (Goley and Welch, 2006). L’activation du complexe Arp2/3 est réalisée
par des protéines appartenant a deux familles : la famille de WASP, comprenant WASP et N-
WASP et la famille de WAVE, comprenant WAVE-1, 2 et 3. Alors que I’expression de
WASP est restreinte aux cellules hématopoiétiques, N-WASP (Neural-WASP) est exprimée
plus largement et doit son nom a son niveau d’expression élevé dans les neurones (Miki et al.,
1996). La famille de WAVE comprend 3 membres exprimés chez les mammiferes : WAVEL,
2 et 3. Alors que I’expression de WAVE-2 est ubiquitaire, WAVE-1 et 3 sont principalement
enrichis au niveau cérébral. Chez ’Homme, les lymphocytes T expriment WASP, N-WASP
et WAVE-2 (Nolz et al., 2006). Nous nous intéresserons plus précisément a la protéine
WASP qui a fait ’objet de mes travaux de thése et dont I’importance sera soulignée dans cette
introduction par la description de la sévérité de la maladie causée par sa déficience. La
structure de WASP, ses partenaires cellulaires et ses fonctions seront détaillés et comparés

aux membres de sa famille dans la sous-partie suivante.

2. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP)

La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) est impliquée dans le remaniement du
réseau d’actine qui constitue le squelette des lymphocytes T CD4". Lorsqu’ils vont recevoir
des signaux extérieurs leur indiquant de se déplacer ou d’interagir avec leurs partenaires
cellulaires, WASP va étre socillitée. Elle va restructurer le cytosquelette d’actine de maniére
a induire un changement de morphologie du lymphocyte T : celui-ci adoptera alors une forme
allongée pour se déplacer et s’arrondira pour interagir de maniere stable avec d’autres
cellules.

a) Structure et partenaires protéiques de WASP

WASP est codée par le gene WAS localisé en Xp11.22-p11.23. Ce sont des mutations
de WAS conduisant au syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) qui ont permis son identification
en 1987 (Peacocke and Siminovitch, 1987). WAS a ensuite été isolé en 1994 par clonage
positionnel (Derry et al., 1994). Les 12 exons de WAS codent pour WASP une protéine de 502
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acides aminés présentant de grandes similarités de structures avec les autres membres de sa
famille : N-WASP, WAVE 1-3 (Figure 11). La protéine WASP contient 5 domaines

fonctionnels, lui conférant une multitude de partenaires (Figure 11 et 12).

waAsP — wH1 |-[BIGBD] PRD Al 502 aa
N-wAsP —[ WH1 | [BIGED] PRD 505 aa
WAVE1 PRD | Vl-IC 559 aa
WAVE2 PRD 498 aa
WAVE3 [ WHD B PRD | {v}[c{A 502 aa

Figure 11 : Structure des protéines de la famille de WASP et de WAVE.

Représentation schématique des domaines protéiques WH1 (WASP Homology domain 1), WHD (WAVE
Homology Domain), B (Basic rich domain), GBD (GTPases Binding Domain), PRD (Prolin Rich
Domain), V (Verprolin homology domain), C (Cofilin homology domain) et A (Acidic domain) des
protéines de la famille de WASP et de WAVE. Adapté de(Padrick and Rosen, 2010).

» Domaines VCA :

La partie C-terminale de la protéine est composée d’un domaine d’homologie verproline (V)
aussi appelé WH2 (WASP homology domain 2), d’un domaine central d’homologie cofiline
(C) et d’une région acidique (A). Le domaine V de la protéine lie un monomeére d’actine
(actine globulaire) pendant que les domaines C et A interagissent avec le complexe Arp2/3
(Actin-related protein 2/3) permettant ainsi la nucléation de nouveaux filaments d’actine
(Symons et al., 1996). Trés récemment, il a été montré que I’activation du complexe Arp2/3
nécessite 1’engagement de 2 sites distincts du complexe Arp2/3 avec 2 domaines VCA
délivrant chacun 1 monomeére d’actine (Padrick et al.,, 2011). Ce mod¢le d’activation
d’Arp2/3 est en accord avec la précédente observation de WASP sous forme dimérique
(Padrick et al., 2008).

» Domaine PRD :
Le domaine riche en proline (Prolin Rich Domain ; PRD) de WASP contient des sites de

liaison aux protéines contenant des domaines SH3, telles que Hck, Grb2, Nckl et 2 (Cory et
al., 2002; She et al., 1997; Tomasevic et al., 2007). L’interaction de ces kinases avec WASP

conduit a I’activation de WASP de maniére indépendante de Cdc4z2.
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» Domaine GBD :
Le domaine de liaison aux GTPase (GTPase binding domain; GBD) est une séquence

d’environ 85 résidus. Les 20 premiers résidus de cette séquence contiennent un motif de
liaison pour les GTPases Cdc42 et Rac (Cdc42-Rac interactive binding ; CRIB) (Abdul-
Manan et al., 1999). L’interaction de Cdc42 1ié au GTP avec WASP léve I’auto-inhibition de
la protéine maintenue par liaison intramoléculaire entre ces domaines GBD et VCA (Kim et
al., 2000). Cette levée d’inhibition permet le recrutement du complexe Arp2/3 aux domaines
VCA. Rac-1 semble n’avoir d’effet que sur 1’activation de N-WASP mais pas sur celle de
WASP (Tomasevic et al., 2007).

» Domaine B :

Le domaine B de la protéine WASP est une séquence de résidus basiques. Contrairement au
domaine B de N-WASP qui lie le phophatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) et induit
I’activation de la protéine ; WASP ne répond pas au PIP2 présenté seul (Higgs and Pollard,
2000; Tomasevic et al., 2007). De plus, en présence de Cdc42 lié au GTP, le PIP2 fonctionne
en synergie sur I’activation de N-WASP et a I’opposé, inhibe 1’activation de WASP.

» Domaine WH1 :
La partie N-terminale de WASP contient un domaine WH1 (WASP homology domain 1)

aussi appelé Ena-VASP-homology-1 domain (EVH1) qui se lie a une séquence riche en
proline exprimée par les protéines de la famille de WIP (WASP interacting protein) (Ramesh
et al., 1997). Dans le cytoplasme, la majorité des molécules WASP sont en interaction avec
WIP (de la Fuente et al., 2007; Sasahara et al., 2002). Cette interaction stabilise la protéine
WASP en empéchant sa dégradation par la calpaine et par le protéasome (de la Fuente et al.,
2007; Konno et al., 2007). En effet, le niveau d’expression de WASP est dramatiquement
réduit dans les lymphocytes T inhibés pour WIP. De plus, tres récemment il a été montré que
I’introduction d’un peptide dérivé de WIP dans des lymphocytes T de patients exprimant des
mutations au niveau du domaine WH1 de WASP, restaure le niveau d’expression de WASP
ainsi que sa fonction (Massaad et al., 2011). Enfin, une étude récente a également rapporté le
cas d’une patiente présentant des mutations dans le géne codant pour WIP et qui n’exprime ni
WIP ni WASP (Lanzi et al., 2012). L’interaction de WIP avec WASP est également
importante pour la localisation de WASP aux sites de polymérisation de 1’actine (Chou et al.,
2006; Ramesh et al., 1997; Sasahara et al., 2002). Cependant, en interagissant avec WASP,
WIP empéche I’activation de WASP par Cdc42 (Sasahara et al., 2002). Suite a I’engagement
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du TCR a la synapse immunologique, WIP est phosphorylée par la PKCO et se désengage de
WASP levant ainsi son inhibition. Le mécanisme d’inhibition de WASP par WIP a plus
largement été décrit pour N-WASP et suggere que WIP stabilise les protéines de la famille de

WASP dans leur conformation inactive (Martinez-Quiles et al., 2001) .

Conformation : WASP auto-inhibée

Conformation : WASP activée et dimérisée

Sre kinases
Mucléation de nouveaux

GTP l filaments d'actines

GBD| PRD

— WH1

—{ wH1 BIGBD] PRD

@TP 6

Figure 12 : Changements conformationnels de WASP.
Représentation schématique de WASP sous ses conformations auto-inhibée, activée et dimérisée. L’auto-

inhibition de WASP résulte de I’interaction intramoléculaire entre ses domaines VCA et GDB. WIP stabilise
WASP. Le Cdc42 lié au GTP entre en compétition avec le domaine VCA, pour le domaine GBD levant ainsi
I’auto-inhibition de WASP et permettant au complexe Arp2/3 d’interagir avec le domaine VCA. WASP peut
également étre activé de maniére Cdc42 indépendante par les kinases de la famille de Scr. Un complexe Arp2/3
va interagir avec 2 protéines WASP conduisant ainsi a leur dimérisation. L’activation du complexe Arp2/3 par
WASP conduit & la nucléation de nouveaux filaments d’actine. Adapté de (Thrasher and Burns, 2010).

b) Expression et localisation de WASP dans les cellules hématopoiétiques

L’expression de WASP est restreinte aux cellules hématopoiétiques. Cette restriction
est dépendante d’une région de 137 paires de bases située en aval du site d’initiation de la
transcription (Petrella et al., 1998). Par fractionnement cellulaire, il a été montré que WASP
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est tres majoritairement exprimé dans le cytoplasme des cellules HL60, mais de maniére non
exclusive, puisque de faibles proportions de WASP ont également été observées dans les
fractions membranaires et nucléaires (Rivero-Lezcano et al., 1995). De plus, une séquence de
localisation nucléaire a été identifiee sur le géne WAS (Derry et al., 1994). L’expression
nucléaire de WASP rappelle que la premiere fonction qui a été attribuée a la protéine est celle
de facteur de transcription (Dingwall and Laskey, 1991). Puis, les études suivantes ont montré
que WASP régulait la polymérisation du cytosquelette d’actine dans le cytoplasme cellulaire
et sa fonction nucléaire a quelque peu été omise (Symons et al., 1996). Par la suite, il a été
montré que WASP avait également un rdle dans I’initiation de la transcription de NFAT et de
la translocation de NFAT2 et de NF-kappaB indépendamment de son action sur la
polymérisation de I’actine (Huang et al., 2005; Silvin et al., 2001). Ce n’est que trés
récemment que de nouveaux travaux ont montré que WASP était exprimé dans le noyau des
lymphocytes CD4" Th1 ol il participe a la régulation du promoteur du géne TBX21 (TBET)
impliqué dans la différenciation Thl (Taylor et al., 2010). Ce travail ouvre un grand champ

d’investigation pour la découverte de nouvelles fonctions nucléaires pour WASP.

3. Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS)

Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est une maladie génétique rare qui touche 1 a 10
naissance(s) sur 1 millions. Il est di a des défauts du gene de la protéine WASP qui
conduisent a l’absence de WASP dans toutes les cellules du systeme immunitaire (dont leS
lymphocytes T). Les patients atteints de WAS sont incapables de se protéger efficacement
contre les infections virales, bactériennes ou fongiques et ont une suceptibilité au
développement de cancers et de maladies auto-immunes augmentée. Sans traitement leur
espérance de vie ne dépasse pas 3 ans. Les traitements prophylactiques améliorent
légérement leur qualité et leur espérance de vie mais ils ne représentent pas une solution
thérapeutique. En revanche, la transplantation de moelle osseuse s avere étre le traitement de
choix lorsqu’un donneur de moelle osseuse compatible est trouvé ou lorsqu’elle est réalisée
au jeune age. Pour les autres cas, la thérapie génique a été développée ces dernieres années
et est aujourd’hui en phase d’essai clinique. Les études pré-cliniques ainsi que les premiers
résultats sont tres prometteurs, mais un suivi a long terme des patients traités est necessaire
pour valider les bénéfices pour les patients.

L’importance de la fonction de WASP dans 1’ensemble des cellules hématopoiétiques
s’est révélée chez I’'Homme par 3 maladies causées par des mutations dans le gene WAS : le
syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), la thrombopénie isolée liée au chromosome X (XLT ;
X-linked thrombocytopenia) et la neutropénie congénitale sévere liée au chromosome X
(XLN ; X-linked congénital neutropenia) (Devriendt et al., 2001; Zhu et al., 1995).

75




Introduction : La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich : un régulateur clef du
cytosquelette d’actine des lymphocytes T

a) Historique de la découverte de WAS

WAS a été découvert en 1937 par un pédiatre allemand Alfred Wiskott (Wiskott
1937). Il a rapporté le cas de 3 freres présentant peu aprés leur naissance une
thrombocytopénie, des diarrhées, de 1’eczéma ainsi que des infections auriculaires récurrentes.
Les 3 fréres ont succombé trés to6t aux hémorragies intestinales qui ont conduit au
développement d’une septicémie. A cette époque, Alfred Wiskott avait identifié le caractére
héréditaire de WAS et proposait pour origine a la maladie un dysfonctionnement des
plaquettes sanguines. 70 ans plus tard, une étude a identifié la mutation génique probablement
a ’origine de la maladie des 3 fréres, en étudiant le genome de patients atteints de WAS dans
leur descendance (Binder et al., 2006) (Figure 13). En 1954, Robert Aldrich établit le
pédigrée pour WAS d’une famille sur 6 générations et conclut que la maladie est récessive et

transmise par le chromosome X (Aldrich et al., 1954).

Figure 13 : Pedigree des 3 fréres décrits
par Wiskott en 1937.
Les symboles blancs et noirs représentent
respectivement les membres de la famille
non atteints et atteints par WAS. Les carrés
représentent les hommes, les ronds les
Y (Y0 femmes. L’astérisque désigne les membres
o de la famille testés génétiquement pour la
délétion 73-74AC sur le géne WAS. Les
symboles + et — indique le résultat du test
génétique. Les ronds contenants un point
représentent les femmes obligatoirement
porteuses de la délétion mais non testées
génétiqguement. Le triangle représente un
feetus avorté. L’age du décés des 3 fréres
est indiqué. D’apreés (Binder et al., 2006).

b) Pathologies
> WAS :

Aujourd’hui, WAS (OMIM 301000) est définie comme une immunodéficience primaire, liée
a des mutations dans WAS localisé sur le chromosome X. Ces mutations géniques conduisent
a I’absence totale d’expression de WASP ou a I’expression d’une protéine tronquée dans
I’ensemble des cellules hématopoiétiques des patients. L’incidence de la maladie est de 1 a 10
cas sur 1 million de naissances (Stray-Pedersen et al., 2000). WAS se caractérise par des
hémorragies entrainées par une micro-trombocytopénie (plaquettes de petite taille en faible

nombre), de I’eczéma, des diarrhées et des infections récurrentes causées par une
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immunodéficience (Sullivan et al., 1994). Les patients présentent également une incidence

accrue au développement de maladies auto-immunes et de cancers.

» XLT:

XLT (OMIM 313900) correspond a un phénotype atténué de la forme classique de WAS. Les
mutations dans WAS conduisent a 1I’expression d’une protéine WASP mutée, non stable et par
conséquent toujours faiblement exprimée. Les mutations conduisant au XLT sont tres
majoritairement des mutations non-sens (Zhu et al., 1997).

Les symptomes de XLT sont une thrombocytopénie congénitale, généralement sans présence
d’eczéma et d’ immunodéficience. L’incidence du développement de maladies auto-immunes
et de cancers est tres faible par rapport aux patients WAS (Albert et al., ; Canales and Mauer,
1967; Zhu et al., 1995). Plus récemment, des cas de XLT présentant une thrombocytopénie
intermittente (iXLT) associée a une diminution de la taille des plaquettes ont été rapportés
(Notarangelo et al., 2002).

» XLN:

XLN (OMIM 300299) est lié a des mutations gains de fonctions dans le géne WAS résultant
en l’activation constitutive de WASP. Les principaux symptomes de XLN sont le
développement d’infections bactériennes trés rapidement apres la naissance, un arrét de la
maturation myéloide au stade promyélocyte/myélocyte, une apoptose prématurée des
progéniteurs myeloides et un risque élevé de développer des leucémies. Plus récemment, il a
également été démontré des problemes d’activation et d’apoptose des lymphocytes T et B

(Westerberg et al., 2010).

» Score clinique :

La sévérité de WAS, de XLT et de XLN peut étre évaluée sur une échelle de 0 a 5 grace a un
systeme de score développé originellement par Zhu et al. et basé sur le développement ou non
de symptomes caractéristiques (Imai et al., 2003; Zhu et al., 1997) (Figure 14). En 2004, sur
une cohorte de 248 patients WAS/XLT, un score de 0 & 1 a été attribué a 4 patients présentant
une XLT intermittente, un score de 1 a 33 patients, un score de 2 a 73 patients, un score de 3 a

29 patients, un score de 4 a 47 patients et un score de 5 a 53 patients (Jin et al., 2004).
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ALT Classic YWAS
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Thrombocytopenia ! |
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Immunodeficency N+ H+)
Infections (+}
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Figure 14 : Score clinique pour les patients XLN, iXLT, XLT et WAS.
Le systeme de score est basé sur le développement (+) ou non (-) des symptdmes indiqués par les patients
WAS, XLT et XLN. D’apres (Albert et al., 2010)

» Corrélation Génotype-Phénotype :

Les mutations sur le géne WAS, I’expression de WASP ainsi que le phénotype de prés de 400
patients WAS (280 patients), XLT (118 patients) et XLN (2 patients) d’origine américaine et
européenne sont répertoriés et accessibles dans la base de données WASPbase datant de 2004
(Imai et al., 2003). Ces mutations couvrent I’ensemble du géne WAS bien que 5 régions
ou se concentrent un plus grand nombre de mutations aient été identifiées (Jin et al., 2004).
Généralement, les mutations responsables de 1’absence totale d’expression de WASP ou de
I’expression d’une forme tronquée de la protéine conduisent au phénotype WAS alors que les
mutations responsables de I’expression d’une protéine WASP de pleine taille mais en quantité
réduite corrélent avec le phénotype XLT (Imai et al., 2004; Imai et al., 2003; Jin et al., 2004).
Sur les 280 patients atteints de WAS, 159 ont des mutations non-sens, des délétions ou des
insertions avec décalage du cadre de lecture, 77 des mutations faux-sens et 44 des épissages
alternatifs (Imai et al., 2003). Trés récemment, les analyses d’une cohorte de 87 patients WAS
originaire d’Europe centrale et d’Europe de I’est et d’une cohorte de 24 patients WAS chinois
confirment la grande variabilité des types de mutations et de localisation sur le géne WAS
(Gulacsy et al., 2011; Zhang et al., 2010). Les mutations gains de fonctions dans le domaine
CRIB de WAS empéchent la protéine WASP d’établir sa conformation auto-inhibée et
résultent donc en une activation constitutive de la protéine WASP. Ces mutations sont

associées au XLN ou a des myélodysplasies (Ancliff et al., 2006; Beel et al., 2009).

» Mutations réverses :

Des mutations somatiques réverses ont été rapportées chez 10 % des patients WAS sans noter
aucune corrélation avec le score clinique (Stewart et al., 2007). Ces mutations ont été
observées majoritairement dans les lymphocytes T des patients mais également dans les
lymphocytes B et les NK (Ariga et al., 1998; Boztug et al., 2007; Davis et al., 2008; Konno et
al., 2004; Lutskiy et al., 2008; Trifari et al., 2010; Wada et al., 2004). Les mutations réverses
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conduisent a la réexpression d’une protéine WASP et présentent un avantage sélectif pour les
lymphocytes T et les NK mais pas pour les lymphocytes B. Néanmoins, une réexpression
partielle de WASP dans les lymphocytes T et/ou les NK n’apparait pas suffisante pour
I’amélioration clinique des patients. Nous avons rapporté le cas d’un patient WAS présentant
une mutation secondaire réverse conduisant a la réexpression de WASP (Cf. Annexe 1). Nous
avons caractérisé cette nouvelle mutation et suivi ses effets fonctionnels et cliniques pendant
plus de 18 ans (Trifari et al., 2010).

» Mutations WAS chez les femmes :

Les mutations récessives WAS sont héréditairement transmises par le chromosome X. Les
femmes porteuses de mutations sur le géne WAS ne sont généralement pas atteintes de la
maladie, car le chromosome X porteur de la mutation sera inactivé au profit de 1’autre
chromosome X (Fearon et al., 1988). Cependant, de trés rares cas de femmes WAS/XLT ont
été rapportés et sont liés a I’inactivation du chromosome sain (Andreu et al., 2003; Lutskiy et
al., 2002). Lorsque qu’une mere est porteuse d’une mutation WAS, elle transmettra,
statistiguement une fois sur deux, la mutation a ses enfants. Les fils qui hériteront de la
mutation seront obligatoirement atteints de la maladie alors que les filles en seront porteuses.
Les hommes atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich transmettront la maladie a leurs filles

mais pas a leurs fils.

» Diagnostic :
Le clonage et le séquengage du géne WAS ont permis le développement d’outils moléculaires

permettant de confirmer le diagnostic symptomatique des patients, d’identifier les femmes
porteuses de mutations et de diagnostiquer les feetus a risque. Ces techniques incluent le
« screening » des lymphocytes pour I’expression de WASP par cytométrie de flux ou par
Western-blot ainsi que le séquengage de I’ADN, ou de I’ADN génomique pour les mutations

dans le gene WAS.

c) Manifestations cliniques

» Hémorragies :

La majorité des patients WAS (80 %) développe des hémorragies plus ou moins severes allant
des épistaxis (saignements nasaux), des pétéchies (tdches rougeatres cutanée) et des
saignements buccaux pour les exemples les plus bénins jusqu’a des saignements intestinaux

ou intracraniens pour les exemples les plus sévéres (Sullivan et al., 1994). 21 % des déceés
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chez les patients WAS sont dus a des hémorragies. Ces hémorragies ont pour origine la
présence d’un nombre restreint de plaquettes de petite taille. Un seul cas de patient WAS
présentant des plaquettes de taille normale a été rapporté (Patel et al., 2011). L’origine de la
micro-thrombocytopénie n’est pas encore comprise. Le nombre de mégacaryocytes chez les
patients s’est révélé normal (Haddad et al., 1999; Ochs et al., 1980). Etant donné que la
splénectomie realisée chez les patients WAS restaure en partie le nombre et la taille des
plaquettes, un défaut dans la destruction des plaguettes est a considérer (Burns et al., 2004).
L’augmentation de cette destruction pourrait étre due a une exposition accrue des
phosphatidylsérines a la surface des plaquettes WASP déficientes favorisant ainsi leur
phagocytose par les macrophages présents dans la rate (Shcherbina et al., 1999). Il a été
montré que le défaut d’exposition des phosphatidylsérines a la surface des plaquettes est lié a
un défaut dans la signalisation « outside-in » des intégrines allbf3 (Shcherbina et al., 2010).
Il a également été démontré qu’en absence de WASP, les plaquettes murines sont plus
sensibles & I’opsonisation ce qui favorise également leur phagocytose (Prislovsky et al.,
2008). Une autre explication possible a 1’augmentation de la destruction plaquettaire réside
dans I’observation, chez la souris déficiente en WASP, d’auto-anticorps dirigés contre les
plaquettes (Marathe et al., 2009).

» Eczéma :

Les lésions de la peau observées chez les patients WAS se rapprochent en apparence et en
localisation a un eczéma atopique. 81 % des patients atteints de WAS développent de
I’eczéma de maniére transitoire ou chronique (Sullivan et al., 1994). Dans les cas les plus
séveres, I’eczéma résiste aux thérapies et persiste a [’adolescence. L’eczéma facilite le
développement d’infections opportunistes bactérienne, virale (virus de 1I’herpés simplex) ou
fongique (Molluscum contagiosum). Bien que l’origine atopique de 1’eczéma n’ai pas
clairement été établi, le niveau élevé d’IgE mesuré chez les patients ainsi que le défaut de
production de cytokines de type Thl (favorisant la présence de cytokines de type Th2),
soutiennent cette hypothese (Imai et al., 2004; Taylor et al., 2010; Trifari et al., 2006).

» Infections récurrentes :

La majorité des patients WAS a connu des épisodes d’infections récurrentes auxquels elle
peut succomber (Imai et al., 2004; Sullivan et al., 1994). Ces infections sont d’origines
bactérienne, virale et fongique. Les infections bactériennes sont généralement dues a des

bactéries encapsulées qui affectent 1’appareil respiratoire (causant des otites et des
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pneumononies), les intestins, la peau, le tractus urinaire ou le systéme nerveux central. Les
infections virales sont majoritairement dues aux virus de 1’herpés simplex, au
cytomégalovirus, a I’Epstein-Barr virus et a un poxvirus causant un Molluscum Contagiosum.
Les infections fongiques incluent les infections a Candida, Aspergillus et Pneumocystis

carinii.

» Manifestations auto-immunes :

Le développement de maladies auto-immunes est fréquemment observé chez les patients
WAS. En effet, il a été rapporté qu’entre 40 et 72 % des patients WAS européens et
américains (US) et 20 % des patients WAS japonais développent des maladies auto-immunes
(Dupuis-Girod et al., 2003; Imai et al., 2004; Sullivan et al., 1994). Les manifestations les
plus courantes sont I’anémie hémolytique auto-immune, la vasculite cutanée, ’arthrite et les
néphropathies. Moins couramment, des cas d’inflammation de [I’intestin (IBD), de
dermatomyosite, d’angioedéme, de vasculite cérébrale, d’uvéite et de
purpura thrombocytopénique idiopathique ont également été rapportés. Tres fréquemment, les
patients développent plusieurs manifestations auto-immunes en méme temps (Dupuis-Girod
et al., 2003). La prévalence au développement de maladies auto-immunes chez les patients
WAS n’est pas clairement établie. Il a été proposé que les problémes d’auto-immunité soient
dus aux dommages tissulaires infligés par une inflammation chronique résultant de la
clairance incompléte de pathogénes (Arkwright et al., 2002). Une autre explication au
développement de maladies auto-immunes chez les patients WAS est la perte de tolérance
périphérique au soi. En effet, il a été montré que les lymphocytes T régulateurs Foxp3® WASP
déficients présentent des défauts fonctionnels et de localisation (Adriani et al., 2007;
Humblet-Baron et al., 2007; Maillard et al., 2007; Marangoni et al., 2007). Le développement
de maladies auto-immunes est un facteur de risque au développement plus tardif de cancers
(Sullivan et al., 1994).

» Cancers :

Le développement de cancers chez les patients WAS peut se déclencher dés 1’enfance mais
apparait plus fréquemment a I’adolescence ou chez le jeune adulte. L’incidence rapportée est
de 13 a 22 % des patients selon les études (Imai et al., 2004; Sullivan et al., 1994). Etant
donné que I’espérance de vie des patients WAS augmente, il est raisonnable de penser que
I’incidence des cancers risque également d’augmenter. Les cancers les plus répandus chez les

patients WAS sont les lymphomes tel que: les myélodysplasies, les leucémies et les
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lymphomes B, toujours EBV positif. L’immunodéficience semble étre a 1’origine du

développement des lymphomes chez les patients.

d) Défauts cellulaires

WASP étant exprimée par toutes les cellules hématopoiétiques, 1’ensemble des
cellules du systéeme immunitaire des patients WAS présente des défauts liés a la déficience en
WASP. Les principaux défauts sont répertoriés ci-dessous et sont présentés sous forme de
schéma en Figure 15. Une section plus détaillée sera dédiée a la description de I’impact de la
déficience en WASP dans les différentes étapes de vie des lymphocytes T, décrite dans le

premier chapitre.
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Figure 15 : Réle de WASP dans les cellules du systéeme immunitaire.
Représentation schématique des principales fonctions cellulaires affectées par la déficience en WASP dans les
cellules de I’'immunité innée (neutrophiles, NK, macrophages, cellules dendritiques) et de I'immunité adaptative

(lymphocytes T et B). D’apres (Thrasher and Burns, 2010)

P Cellules de I’immunité innée :

Les cellules du lignage myéloide des patients WAS présentent des défauts de phagocytose liés
a une incapacité a former les protrusions riches en actine et nécessaires a 1’internalisation des
pathogenes (Leverrier et al., 2001; Lorenzi et al., 2000; Tsuboi and Meerloo, 2007). Ces

cellules ont également des défauts dans la formation des podosomes et du lamellipode requis
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pour la migration cellulaire (Linder et al., 1999). Il en résulte que le chimiotactisme de ces
cellules est affecté (Badolato et al., 1998; Binks et al., 1998; Zicha et al., 1998). En plus du
défaut dans la formation de protrusions riches en actine, les cellules myéloides déficientes en
WASP ont aussi une réponse aux intégrines anormale (Stabile et al., 2010; Zhang et al.,
2006). En conséquence, ces cellules présentent des défauts d’adhésion, de migration mais
aussi de dégranulation et de relargage de radicaux libres concernant les neutrophiles. Enfin,
des défauts d’interactions cellulaires liés a une mauvaise organisation des synapses
immunologiques ont également été décrits. Ceux-ci résultent en une activité cytotoxique
réduite des cellules NK des patients WAS (Gismondi et al., 2004). Plus récemment, il a été
montré chez la souris, que I’activation des lymphocytes T par des cellules dendritiques

déficientes en WASP est également défectueuse (Bouma et al., 2011).

» Cellules de I’'immunité adaptative :

Les lymphocytes B et T des patients WAS présentent également de nombreux défauts
fonctionnels.

Les patients atteints de WAS ont un nombre réduit de lymphocytes B circulants, des défauts
de formation des follicules B dans les organes lymphoides secondaires et une réponse
anticorps perturbée (faible taux IgM et fort taux IgA et IgE). Plus particulierement, la réponse
humorale anti-polysaccharides qui ne nécessite pas I’aide des lymphocytes T est affectée chez
les patients (Sullivan et al., 1994; Westerberg et al., 2005). Tout comme les cellules du
lignage myéloide, les lymphocytes B des patients WAS ont des défauts de migration,
d’adhésion et d’interactions cellulaires (Westerberg et al., 2005). La formation de protrusions
riches en actine s’avére également défectueuse (Andreu et al., 2007; Westerberg et al., 2001).
En revanche, I’activation n’est pas diminuée par la déficience en WASP (Henriquez et al.,
1994). Des résultats trés récents montrent pour la premiére fois une légére augmentation de
I’activation des lymphocytes B suite a la stimulation du BCR ou des TLR (Toll-Like
Receptor), chez les souris déficientes pour WASP (Becker-Herman et al., 2011).

Les lymphocytes T des patients WAS présentent des défauts d’activation suite a
I’engagement de leur TCR (Molina et al., 1993; Morales-Tirado et al., 2004). Les défauts
d’activation sont plus marqués lorsque le TCR est stimulé par des anticorps anti-CD3 plutot
que par son engagement avec les complexes CMH-peptide exprimés a la surface des cellules
présentatrices de ’antigéne (De Meester et al., 2010). Ils peuvent étre contrecarrés en

augmentant la concentration en antigene ainsi que la force de la costimulation in vitro
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(Cannon and Burkhardt, 2004). Ces défauts d’activation se traduisent par une diminution de la
prolifération et de la sécrétion de cytokines (De Meester et al., 2010; Trifari et al., 2006).
Alors qu’une étude montre un défaut de sécrétion restreint aux cytokines de type de Thl chez
les patients WAS, une seconde étude révele des défauts de type Th2 chez la souris WASP
déficiente (Morales-Tirado et al., 2009; Trifari et al., 2006). L ’hypo-activation lymphocytaire
est a relier a un défaut de formation de la synapse immunologique avec les cellules
présentatrices de 1’antigéne (Cannon and Burkhardt, 2004). En absence de WASP, la
formation et le recrutement des rafts lipidiques a la synapse immunologique sont compromis
(Dupre et al., 2002). Au niveau signalétique, des défauts de translocation du facteur de
transcription NFAT et d’induction de T-bet ont été décrits (Cianferoni et al., 2005; Trifari et
al., 2006). Outre son réle dans I’activation lymphocytaire, il a été montré que WASP est
impligué dans la migration des lymphocytes T humains, dirigée par la chimiokine CXCL12
(Haddad et al., 2001). En revanche, WASP ne serait pas impliqué dans la migration des
lymphocytes T murins vers la chimiokine CXCL12 in vitro, mais serait necessaire pour
I’entrée dans les organes lymphoides secondaires (Blundell et al., 2008; Gallego et al., 2006;
Snapper et al., 2005). La morphologie des lymphocytes T de patients est trés hétérogene :
certaines cellules sont anormalement allongées, d’autres ont une morphologie proéminente
(Gallego et al., 1997; Kenney et al., 1986). De plus, des cellules sont dépourvues de
protrusions membranaires alors qu’a la surface d’autres cellules les protrusions sont
protubérantes. Au contact d’anticorps anti-CD3, les lymphocytes T de patients ne sont pas
capables de s’étaler et apparaissent anormalement allongés formant des uropodes plutot que
des pseudopodes. Des protrusions membranaires anormales ont aussi été observées a la
surface des lymphocytes T murins WASP déficients aprés stimulation par la chimiokine
CXCL12 (Gallego et al., 2006). En effet, en abscence de WASP, une proportion de cellules
polarise I’actine a 2 poles ou plus de la cellule plutdt que de former un front cellulaire unique
enrichis en actine. L’adhésion des lymphocytes T aux anticorps anti-CD3, a la fibronectine ou
aux sélectines n’est pas affectée par la déficience en WASP chez la souris (Gallego et al.,
2006) et chez ’'Homme (Sara Trifari, résultats non publiés). Une réduction du nombre de
lymphocytes T circulant a également été rapportée chez les patients WAS (Park et al., 2004).
Ceci peut s’expliquer par I’augmentation de I’apoptose spontanée des lymphocytes T
déficients en WASP en comparaison a celle de donneurs sains, observeée in vitro (Rawlings et
al., 1999; Rengan et al., 2000). Le développement thymique n’apparait que faiblement affecté
par la déficience en WASP. Les patients WAS ne présentent pas de défauts de diversité du

répertoire VP jusqu’a 1I’4ge de 15 ans en moyenne puis celui-Ci Se restreint en comparaison a
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celui de donneurs sains du méme age (Wada et al., 2005). En accord avec ces résultats, le
developpement thymique de souris déficientes en WASP apparait relativement normal
(Marangoni et al., 2007). Cependant une autre étude a observé un défaut de dévelopement
thymique au stade DN3 chez la souris WASP déficiente (Zhang et al., 1999). Une seconde
étude a observé des défauts similaires chez les souris déficientes en WASP mais seulement
lorsque les souris étaient aussi déficientes pour N-WASP (Cotta-de-Almeida et al., 2007).
Concernant les lymphocytes T régulateurs, des défauts d’activation et d’inhibition de la
prolifération des lymphocytes T effecteurs ont été décrits en absence de WASP a la fois chez
la souris et chez ’Homme (Cotta-de-Almeida et al., 2007; Marangoni et al., 2007). Dans la
circulation, leur nombre est également réduit (Humblet-Baron et al., 2007; Maillard et al.,
2007).

e) Thérapie

» Traitements prophylactiques :

Sans aucun traitement, 1’espérance de vie des patients atteints de WAS est tres faible. En
effet, les 19 patients WAS rapportés par Wiskott et Aldrich n’ont pas atteint 1’age de 3 ans
(Aldrich et al., 1954). Depuis plus de 25 ans, une grande variété de traitements
prophylactiques a été proposée aux patients dans le but d’améliorer leur espérance et leur
qualité de vie. L’efficacité de ces traitements s’est avérée meilleure lorsque le diagnostic était
établi t6t. Etant donné que la réponse anticorps des patients souffrant de WAS est
défectueuse, une immunoglobulinothérapie est proposée a certains patients. Celle-ci ne
permet pas d’augmenter le taux de plaquettes des patients, mais elle permet de diminuer les
inflammations et par conséquent le risque de septisemie (Mathew and Conley, 1995). En cas
d’infections, des examens bactériologique, viral et fongique rapides sont nécessaires afin
d’administrer au patient les traitements anti-microbiens adequats. Alors que la vaccination
avec des vaccins atténués peut étre preconisée, la vaccination avec des vaccins vivants n’est
pas recommandée chez les patients. Contre 1’eczéma, des stéroides peuvent étre administrés.
Les manisfestations auto-immunes, souvent liées a une auto-réactivité des cellules B, peuvent
étre traitées par ’administration de rituximab (anticorps anti-CD20). En cas d’hémorrhagie
sévere, des transfusions sanguines de produits préalablement irradiés, CMV-négatifs et si
possible HLA-compatibles sont réalisées. D’autre part, la splenectomie s’avere efficace pour
augmenter le nombre de plaquettes sanguines et diminuer les désordres hémorrhagiques,

néanmoins elle augmente le risque de septisémie (Lum et al, 1980; Mullen et al, 1993;
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Litzman et al, 1996). Trés récemment, le cas d’un patient agé de 24 ans et ayant subi une
splénectomie a 1’dge de 9 ans a été rapporté (Syrigos et al.,, 2011). Ce patient est
asymptoématique et présente un taux de plaguettes stable. Sous traitement antibiotique
prophylactique, le patient n’a connu aucun épisode d’hémorrhagie ou de septicémie.
L’exemple de ce patient montre que la splénectomie, suivi d’un traitement prophylactique de
longue durée, peut représenter une solution thérapeutique pour certains patients WAS.

» Transplantation de moelle osseuse :

La premiére transplantation de moelle osseuse a été réalisée en 1968 pour traiter avec succes
un patient SCID (Severe Conbined Immunodefiency Diseases) puis pratiquement
simultanément pour traiter un patient WAS (Bach et al., 1968; Gatti et al., 1968; Good, 1987).
A T’heure actuelle, la transplantation de cellules souches hématopoiétiques est le seul
traitement thérapeutique pour les patients WAS. Lorsqu’elle est réalisée avec la moelle
osseuse d’un donneur HLA (Human Leukocyte Antigen) identique, son taux de survie moyen
a 5 ans est de 87 % (Filipovich et al., 2001). Cependant pour de nombreux patients des dons
de moelle osseuse HLA identique ne sont pas disponibles. La transplantation peut alors étre
réaliseée avec des donneurs HLA alternatifs : les taux de survie moyen a 5 ans atteignent 52 %
avec des donneurs HLA apparentés au patient et 70 % avec des donneurs HLA non
apparentés au patient. Le pourcentage de greffe survivant a 5 ans est augmenté lorsque la
transplantation est réalisée avant I’4ge de 5 ans et atteint alors 84 % avec des donneurs HLA
non apparentés. Cependant, dans le cas des transplantations HLA non identique, les risques de
développer un syndrome lymphoprolifératif EBV positif, des infections, des maladies auto-
immunes et une maladie du greffon contre 1’h6te sont largement augmentés. Lorsque la
transplantation est établie avec succes, 73 % des patients ayant recu une moelle osseuse HLA
identique ou HLA non identique provenant d’un donneur non apparenté sont guéris et 20 a 27
% des patients voient leur score clinique s’améliorer. Des rétrospectives plus récentes de
patients WAS ayant regu une transplantation de moelle osseuse ou de sang de cordon ont
confirmé ces résultats (Kobayashi et al., 2006; Munoz et al., 2007). Face a ’efficacité avérée
de la transplantation de cellules souches hématopoiétiques HLA identique pour les patients
WAS et a I’indisponibilit¢ de donneurs HLA identique pour 1’ensemble des patients, la
transplantation de cellules souches hématopoiétiques autologues corrigées génétiqguement est

apparue comme la solution a privilégier pour le futur.
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» Thérapie génique :

Ces dernieres années de nombreux efforts ont été fournis pour le développement de la
thérapie génique pour WAS. Par rapport a la transplantation de moelle osseuse, la thérapie
génique représenterait une possibilité de traitement pour les patients WAS n’ayant pas de
donneurs de moelle osseuse HLA compatibles. De plus, elle permettrait d’éviter le
développement de la maladie du greffon contre 1’hdte mais aussi 1’administration de
traitements immunosuppresseurs.

En plus de I’efficacité prouvée de la transplantation de cellules souches hématopoiétiques
pour guérir WAS, les études de cas cliniques soutiennent la pertinence du développement de
la thérapie génique pour cette maladie. En effet, par rapport aux patients WAS (qui
n’expriment pas WASP), les patients XLT (qui expriment en faible quantit¢ WASP) ont un
déficit immunologique moindre. Ceci suggere qu’un faible niveau de correction serait d’un
point de vue thérapeutique efficace. De plus, les exemples de mutations spontanées
secondaires chez les patients WAS ont montré que WASP conférait un avantage sélectif aux
lymphocytes (Konno et al., 2004; Trifari et al., 2010).

Les premiers essais :
Un vecteur dérivée du virus leucémique murin Moloney (MMLV) a été utilise dans les
premiers essais de thérapie génique afin de transférer le géne thérapeutiqgue WAS (Dewey et
al., 2006). Le MLV appartient a la famille des rétrovirus qui regroupe des virus a ARN
enveloppés. Les rétrovirus expriment la rétrotranscriptase qui leur permet de synthétiser a
partir du génome ARN, I’ADN. L’ADN viral s’integre alors a ’ADN de la cellule infectée et
pourra ainsi étre transmis aux cellules filles. Le génome des rétrovirus comprend 3 phases
ouvertes de lecture gag, pol et env codant pour les protéines de structure et de réplication. En
plus des séquences codantes, le génome des rétrovirus contient des séquences LTR (Long
Terminal Repeat), des signaux d’initiation et de terminaison de la transcription, une ségquence
d’encapsidation y, une séquence PBS (Primer Binding Site), les PPT (PolyPurine Tract) et les
CTS (Central Terminaison Sequence). Plus précisément, le vecteur utilisé dans le premier
essai de thérapie génique pour WAS a été construit de la facon suivante : I’ADNc¢ codant pour
WASP a été cloné dans le vecteur CMMP et GALV a été utilisé comme pseudotype
d’enveloppe (Dewey et al., 2006). Le vecteur CMMP deérive du MMLYV, par substitution des
régions LTR du MMLV par celles du MPSV (MyeloProliferative Sarcoma Virus) a
I’exception de la région U3 du 5’LTR du MPSV qui a été remplacée par la région promotrice
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IE (Immediate Early) du CMV. Ces modifications permettent d’augmenter 1’expression du
transgeéne.

Le premier essai de thérapie génique incluant 10 patients WAS a été mené en Allemagne. Cet
essai consistait a transfuser aux patients des cellules souches hématopoiétiques autologues
corrigées par le vecteur de thérapie génique. REcemment, une rétrospective a 2 ans et demi de
ce premier essai a rapporté les résultats des 2 premiers patients traités (Boztug et al., 2010).
Les auteurs ont observé une bonne correction de 1’expression de WASP dans les cellules
souches hématopoiétiques, dans les plaquettes et dans les cellules lymphoides et myéloides.
Les lymphocytes T, B et NK ainsi que les monocytes étaient fonctionnellement corrigés.
Apres le traitement, les patients ont vu leur état clinique s’améliorer avec une résolution des
problémes hémorragiques et des désordres auto-immuns. De plus, la fréquence et la sévérité
des infections avaient diminué. Un des deux patients a montré une amélioration de son
eczéma. Bien que le taux d’immunoglobulines mesuré chez les patients n’ait été que
partiellement amélioré, la vaccination contre le tétanos, la diphtérie et ’hémophilie a été un
succes. Les auteurs de ce rapport ont également montré que le vecteur de thérapie génique
s’était intégré a de multiples endroits dans le génome ; préférentiellement a proximité des
sites d’initiation de la transcription et au niveau des régions codantes. Une analyse
informatique plus poussée (utilisation de 1’outil : Inguenuity pathway analyses) montre que le
vecteur de thérapie génique cible des génes impliqués dans le développement, la prolifération
et la croissance cellulaire ainsi que dans les réponses immunes et auto-immunes. Malgré les
premiers résultats tres encourageants, ce premier essai de thérapie génique a du étre stoppé a
cause de la génotoxicité du vecteur. En effet, il a été révélé que 1'un des patients avait
développé une leucémie induite par D’insertion du vecteur au niveau du locus LMO?2.
Plusieurs cas de leucémies induites par des rétrovirus ont été précédemment rapportés chez
des patients SCID et CGD (Chronic Granulomatous Disease) traités par thérapie génique
(Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Howe et al.,, 2008; Ott et al., 2006). L’utilisation de
rétrovirus codant pour un transgene sous le contrdle des LTR viraux en thérapie genique a
prouvé D’efficacité de cette approche pour traiter les immunodéficiences primaires. Des
progrés doivent désormais étre réalisés en vectorologie pour développer des vecteurs de
thérapie génique plus siirs en limitant la transactivation génique et/ou en contrdlant I’insertion

du transgéne dans le génome.
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Développement de nouveaux vecteurs :
Les lentivirus sont moins génotoxiques que les gammaretrovirus (Montini et al., 2006). Ces
rétrovirus possédent en plus des séquences gag, pol et env, des génes de régulation (tat et Rev)
et des génes accessoires (nef, vif, vpr, vpu). Des vecteurs de thérapie génique pour WASP ont
été développés a partir d’un vecteur lentiviral dérivé du HIV-1 et codant pour 2 copies de
I’ADNc de WASP sous le contréle du promoteur endogene de WAS : wl1.6W (Dupre et al.,
2004; Galy et al., 2008). Les génes de régulation et accessoires : tat, nef, vif, vpr, vpu du
lentivirus HIV-1 ont été délétés et la glycoprotéine du VSVg a été choisie pour pseudotype
d’enveloppe. Les séquences enhancers et promotrices du vecteur lentiviral ont été délétées de
maniére a avoir un promoteur unique endogene pour WAS. Outre, la réduction du risque
d’activation oncongénique, cette technologie (appelée SIN : Self-INactivating) présente
I’avantage d’une régulation de WAS plus physiologique. Enfin, une séquence WPRE
(Woodchuck Post transcriptional Regulatory Element) a été ajoutée a la construction afin
d’augmenter 1’expression du transgene.
Il a tout d’abord été démontré in vitro que le lentivirus généré restaure efficacement
I’expression de WASP dans les cellules souches hématopoictiques, les lymphocytes T et B et
les cellules dendritiques de patients WAS (Charrier et al., 2007; Dupre et al., 2004). Puis, des
études in vivo réalisées sur 2 souches de souris déficientes en WASP différentes ont montré
une restauration a long terme de 1’expression de WASP dans les cellules hématopoiétiques
ainsi que la correction des fonctions des lymphocytes T et B (Dupre et al., 2006; Marangoni et
al., 2009). Tres recemment, une étude a également souligné une amélioration des fonctions
des cellules dendritiques murines déficientes en WASP par le vecteur de thérapie génique
(Catucci et al.). Les études a long terme n’ont pas révélé de génotoxicité pour le lentivirus
utilisé (Marangoni et al., 2009). En effet, le profil d’insertion génomique du vecteur est
apparu conforme au profil attendu pour les lentivirus et aucune évidence de mutagénese
insertionnelle n’a été observée in vitro et in vivo (Mantovani et al., 2009; Marangoni et al.,
2009; Modlich et al., 2009).
La preuve de concept étant établie, les premiers essais en phase I/11 de thérapie génique basés
sur I’utilisation du vecteur lentiviral de 3°™ génération ont débuté a la fin de I’année 2009 a
Londres, puis en parallele a Paris et a Milan en 2010 ainsi qu’a Boston en 2011 (Galy and
Thrasher, 2011).

Une alternative a 1’utilisation des lentivirus dérivés du HIV-1 comme vecteur de thérapie

génique réside dans I’emploi de vecteurs dérivés du foamy virus. Le foamy virus simien
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présente I’avantage de ne pas étre pathogeéne pour ’homme et son intégration dans le génome
des primates n’a pas été associée a des oncogénes (Falcone et al., 2003; Heneine et al., 2003).

Tres récemment, un vecteur de transfert génique de WASP dérivé du foamy virus a été
développé. Les souris déficientes en WASP ayant recu des cellules souches hématopoiétiques
préalablement corrigées par le vecteur développé, présentent une restauration de I’expression
de WASP dans les lymphocytes T et B, les plaquettes et les cellules dendritiques. De plus, il a
¢t¢ montré que les fonctions de ces cellules dtaient restaurées. L’analyse des sites
d’intégration du vecteur a montré une faible préférence d’insertion aux sites d’initiation de la
transcription (~ 35 %) et une faible incidence de I’intégration a proximité des oncogénes (5%)

par rapport aux vecteurs gamma-rétroviraux et aux lentiviraux (Uchiyama et al., 2012).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

La mise en place de la réponse immunitaire adaptative est contrélée par les lymphocytes T
CD4". Ces cellules circulent dans 1’organisme entre leur site de production, le thymus ; leur
site d’activation, les organes lymphoides secondaires et les sites ou elles exerceront leurs
fonctions effectrices qui sont les organes lymphoides secondaires et le lieu de I’infection.
C’est I’incroyable plasticité du cytosquelette d’actine qui permet aux lymphocytes T de
migrer d’un site a 1’autre, de pénétrer des tissus denses, de rencontrer et d’établir des
interactions plus ou moins stables avec leurs partenaires cellulaires. Dans le passé, le role
majeur du cytosquelette d’actine des lymphocytes T a clairement été établi dans les fonctions
de migration ainsi qu’a la synapse immunologique. Cependant, de maniére paradoxale, le role
du cytosquelette d’actine a majoritairement été étudié dans des situations figées. L’objectif
de ce travail était de définir le role du cytosquelette d’actine sur la mobilité des
lymphocytes T en dynamique. Notre modele d’étude a été la déficience en un régulateur
majeur du cytosquelette d’actine des lymphocytes T : la protéine du syndrome de Wiskott-
Aldrich (WASP). L’implication de cette protéine sur la mobilité des lymphocytes T a
également été étudiée par le passé, mais uniquement dans des systemes figés. Ce travail
permettra aussi de mieux comprendre le réle de WASP en dynamique. La déficience en
WASP conduit au syndrome de Wiskott-Aldrich dont le tableau clinique sévére souligne
I’importance de la protéine dans le contrdle de la réponse immunitaire. L’objectif secondaire
de ce projet était de mieux déchiffrer la physiopathologie de WAS et plus particuliérement
de tenter d’apporter des explications au co-développement paradoxal
d’immunodéficience (infections récurrentes, cancers) et d’exacerbation de la réponse

immunitaire (auto-immunité) observé chez les patients.
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WASP Controls APC-Driven CD4" T Cell Motility
by Regulating Adhesion to ICAM-1

Fanny Lafouresse, Vinicius Cotta-de-Almeida, Gema Malet-Engra, Anne Galy,

Salvatore Valitutti, and Loic Dupré

IMMUNOLOGY, accepté pour publication

La mobilité des lymphocytes T dans I’organisme est permise par la formation d’un
front cellulaire dont la dynamique est soutenue par une réorganisation continuelle des
filaments d’actine. Le rdle du régulateur du cytosquelette d’actine, WASP, dans la migration
des lymphocytes T dirigée par les chimiokines est controversé. D’autre part son implication
dans la mobilité induite par les cellules présentatrices de I’antigéne non chargées en antigéne
exogene n’a jamais été étudiée.

L’objectif de ce travail était donc de déterminer le role de WASP sur la mobilité des
lymphocytes T au contact de cellules présentatrices de I’antigéne en condition de non
infection.

Pour réaliser cette étude, nous avons produit des lignées de lymphocytes T CD4"
primaires pour lesquelles I’expression de WASP a été inhibée par transduction avec un
shRNA ciblant WASP. En controle, les lymphocytes T CD4" ont été transduits avec un
shRNA codant pour une séquence identique en nucléotides a celle ciblant WASP mais
assembée dans le désordre. Ce modele d’étude présente 1’avantage, par rapport aux
lymphocytes T de patients WAS, de prévenir les effets secondaires d’une réponse
immunitaire non contrblée, liés a 1’absence de WASP. De plus, il nous a permis d’etudier la
rencontre des lymphocytes T avec des cellules présentatrices de 1’antigéne autologues.

De maniere tres surprenante, nous avons montré qu’en absence de WASP, les
lymphocytes T CD4" ont une mobilité exacerbée au contact des cellules présentatrices de
I’antigeéne. En effet, leur vitesse moyenne de migration est augmentée. Nous avons montré
que cette augmentation est due & une réduction de la durée des phases d’arrét de migration des
lymphocytes T déficients pour WASP. En effet, au contact des cellules présentatrices de
I’antigéne, une plus grande proportion de lymphocytes T conserve une morphologie allongéee
nécessaire a la migration et s’arrondie moins fréquement pour stopper la migration et interagir

avec leurs partenaires.
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Nous avons ensuite montré que 1’exacerbation de la mobilité des lymphocytes T
n’¢tait pas liée a une réponse anormale aux chimiokines mais qu’elle était due a une
augmentation du pourcentage de lymphocytes T capables d’adhérer, de s’allonger et de migrer
en réponse a la stimulation de LFA-1 par ICAM-1. Moléculairement, ces défauts sont
attribués a une distribution cellulaire de la forme de forte affinité de LFA-1 anormale.

En conséquence de cet excés de mobilité, nous avons observé un maintien favorisé de
la survie homéostatique des lymphocytes T en absence de WASP, ainsi qu’une augmentation
du seuil de détection des antigenes exogenes présentés par les cellules présentatrices de
I’antigene.

Finalement nos résultats indiquent que WASP agit comme un frein sur la mobilité des
lymphocytes T CD4" au contact des cellules présentatrices de 1’antigéne pour permettre une

interaction optimale avec ces cellules dans le contexte de la rencontre avec le soi.
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Introduction

Summary

T-cell scanning for antigen-presenting cells (APC) is a finely tuned pro-
cess, Whereas non-cognate APC trigger T-cell motility via chemokines
and intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), cognate APC deliver a
stop signal resulting from antigen recognition. We tested in vitro the con-
tribution of the actin cytoskeleton regulator Wiskott-Aldrich syndrome
protein (WASP) to the scanning activity of primary human CD4" T cells.
WASP knock-down resulted in increased T-cell motility upon encounter
with non-cognate dendritic cells or B cells and reduced capacity to stop
following antigen recognition. The high motility of WASP-deficient T cells
was accompanied by a diminished ability to round up and to stabilize
pauses. WASP-deficient T cells migrated in a normal proportion towards
CXCL12, CCL19 and CCL21, but displayed an increased adhesion and
clongation on ICAM-1. The elongated morphology of WASP-deficiem
T cells was related to a reduced confinement of high-affinity lympho-
cyte function-associated antigen 1 to the mid-cell zone. Our data there-
fore indicate that WASP controls CD4' T-cell motility upon APC
encounter by regulating lvmphocyte function-associated antigen 1 spatial
distribution.

Keywords: antigen-presenting cell scanning; lymphocyte function-associ-
ated antigen 13 T-cell maotility; Wiskott-Aldrich syndrome protein,

motility during scanning may appear as a random behav-
iour, it is controlled by adhesive and chemotactic signals

Efficacious and controlled adaptive immune responses
depend on fine tuning of the motility behaviour of
T cells, during their search for antigen-presenting cells
{APC) in lymphoid organs and peripheral tissues.' Intra-
vilal microscopy analysis has revealed that, in the absence
of antigen, T cells crawl in an amoeboid manner within
lymph nodes, cycling between highly motile and non-
motile states.” In the presence of antigen, the recognition
of cognate APC by the engagement of the T-cell receptor
delivers a stop signal through lvimphocyte-function-asso-
ciated antigen 1 (LFA-1) -driven adhesion strengthening.”
This allows sustained T-cellAPC interactions 1o take
place* in the form of immunological synapses that will
orchestrate the antigenic activation.®  Although  T-cell

provided by both cellular and extracellular components of
the tissue environment,” In addition to the fibroblastic
reticular cell network that guides T-cell trajectories,* APC
themselves are key regulators of T-cell motility. Indeed,
non-cognate APC trigger T-cell motility, a step required
for efficient exploration of cognate APC.” Morcover,
non-cognate dendritic cells (DC) presenting sell-antigen
deliver homeostatic signals 1o CD4™ T cells that promote
!ﬂ.ln’i"l':!] .'I.I'I.LI 'il'l\,.'rL'LI.HL' rll'hl.‘L'II'l.‘ii.'-'l,'l'll,'#h 1 3”11.‘;&.‘[[“1,'“'
encounters with cognate APC."™ " The DC-driven CD4*
T-cell matility can be recapitulated in vitro with speed
and motility behaviour comparable to those observed in
lymph nodes, " Experiments in vitro have shown that
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and chemo-

Abbreviations: shRNA short hairpin RNA; WAS Wiskott-Aldrich syndrome; WASP Wiskott-Aldrich syndrome protein; iDC

immature dendritic cells

© 2012 The Authors. immunology © 2012 Blackwell Publishing Ltd, immunclogy, 137, 183-196 183
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kines produced by immature DC (GDC) are responsible
for the induction of T-cell motility,"

Although the motility signals delivered by APC contrib-
ute to setting the pulse to CD4* T-cell scanning, it
remains o be investigated which molecules integrate
these signals from the T-cell side. Actin cytoskeleton
remodelling proteins are known to be of central impor-
tance for the control of T-cell motility in response to
chemokines and in complex tissue environments.™ A
regulator of actin cvioskeleton in haematopoietic cells is
the Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP), which
deficiency causes the Wiskott-Aldrich syndrome [WAS).
A combination of defects affecting T-cell activation is
believed 1o contribute 1o the abnormal immune responses
accounting for the high susceptibility of WAS patients 1o
develop infections, malignancies and autoimmune disor-
ders. In the context of WAS, T-cell encounter with APC
may be reduced or delayed because WASP has been
reported 1o regulate T-cell chemotaxis™ and homing to
sccondary  lymphoid  organs.'™"  Furthermore, upon
encounter with cognate APC, WASP appears to tune
T-cell activation by regulating immunological synapse
assembly through local actin polymerization,”™ ™ Recent
studies based on live imaging have further defined the
role of WASP as a molecule promoting symmetry and
focused T-cell receptor engagement at the immunological
synapse. 1122

Given the evidence of a functional comtribution of
WASPE 1o T-cell migration and immunological synapse
dynamics, we investigated whether WASP could regulate
T-cell scanning. In particular, we focused on the phase of
T-cell motility driven by non-cognate  APC. Primary
human CD47 T cells in which WASP was knocked-down
with a short hairpin RNA (shRNA) -encoding lentiviral
vector elongated abnormally and  displayed a reduced
propensity to pause at the contact with autologous iDC,
The abnormal scanning behaviour of WASP-deficient
T cells was linked 1o a spatial dispersion of high-affinity
LFA-1. Our study therefore unravels a new role of
WASP as a brake that controls T-cell motility during
APC scanning,

Materials and methods

Cell lines

Blood samples from patients with WAS and  healthy
donors were obtained following standard ethical proce-
dures and as per French Bioethics law and with the
approval of the local ethics committee. Patients WAS,
and WAS; were reported by Calvez et al® and are
known 1o have defective WASP expression. Patient WAS,
was reported by Trifari e al™ and is known to express
WASP in half of his CD4™ T cells as a result of spontane-
ous corrective mutation. CD4* T cells were directly

isolated from the blood of healthy donors by negative
depletion using Rosette Sep (StemCell Technologies, Van-
couver, BC, Canada). Vfi;" CD4™ T cells were then posi-
tively selected by incubating the CD4* T cells with a
phycoerythrin  (PE) -labelled  anti-T-cell receptor Vi,
monoclonal antibody (mAb; Beckman Coulter, Fullerton,
CA) followed by magnetic sorting (StemCell Technolo-
gies). Freshly isolated V" CD4" T cells were expanded
with  anti-CD3/CD28-coated  Dynabeads  (Invitrogen,
Carlsbad, CA) in RPMI-1640 containing 5% human
serum and 100 U/ml intedeukin-2. The V" CD4™ T cell
lines  were restimulated as  described above  every
19-21 days, V" CD4" T cells from a WAS patient and
a contral healthy donor were generated as previously
described®™ The V" CD4Y T cells were used for
functional assays when they had regained a resting state
(14-21 days after activation), Epstein-Barr virus-trans-
formed B cells (1Y cell line) were cultured in complete
medium (RPMI-1640 containing 10% fetal call serum).
CDI4" cells were oblained by positive magnetic cell puri-
fication (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
and differentiated into iDC by a 6-day cullure in com-
plete medium  supplemented  with  interleukin-4  and
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (R&D
Systems, Minneapolis, MN). The phenotype of the differ-
ent cell types was assessed by FACS analysis { FACSCali-
bur; BD Bioscicnces, San Jose, CA) using PE-labelled
anti-TCRVfH; mAb (Beckman Coulter), PE-CY5-labelled
anti-CD4 mAb, FITC-labelled anti-CD14 mAb, PE-Cy5-
labelled anti-CD11c mAb, FITC-labelled anti-HLA-DR,
DP, DO mAb, PE-labelled anti-CD83 mab and FITC-
labelled anti-CD86 mAb (all from BD  Biosciences).
Results were analysed with the Frowio software (Tree
Star, Ashland, OR). Purity of Vfi;" CD4™ T cells and iDC
was routinely between 95 and 99%,

Transduction with shRNA-encoding lentiviral vectors

Al day 3 after stimulation with anti-CD3/CD28-coated
beads, Vfi," CD4* T cells were transduced with previ-
ously optimized lentiviral vectors encoding green fluores-
cent protein (GFP) and two copies of the shRNA
sequences largeting WAS or an irrelevant control (scram-
ble).** Transduction was performed at a multiplicity of
infection of 30 over 6 h in RPMI-1640 containing 5%
human serum, interleukin-2 (100 Uiml) and polyvbrene
(4 pgfmlh, At day 10 afier transduction, GFP-positive
CI4® T cells were sorted on a FACSAria Il sorter
(BD Biosciences). Transduced cells were analysed for
GFP and WASP expression by FACS. Cells were fixed/
permeabilized, labelled with anti-WASP mAb (5A5; BD
Biosciences)  followed by A84T7-labelled GAM-1gG2a
mAb  (Invitrogen}) and subsequently acquired on a
FACSCalibur cytometer and analysed wvsing the Fuowo
software, The inhibition of WASP expression  was

184 © 2012 The Authors. Immunology © 2012 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 137, 183-196
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assessed  in paralled by Western blot, as previously
described™  Proliferation of transduced T cells was
measured by liquid scintillation counting of |[*H|thymi-
dine incorporation following stimulation for 72 hr with
immobilized anti-CD3 maAb (OKT3; cbiosciences, San
Diego, CA).

Expression analysis of chemokines, chemokine
receptors and ICAM-1/LFA-1

The 1Y cells and iDC were fixed with 1% paralormalde-
hyde, then stained with anti-CXCL12 mAb (K15C, kindly
provided by F. Arenzana-Seisdedos) or an anti-CCL19
mAb (R&D systems) followed by Ad88-labelled GAM
IgG2a or Ad88-labelled GAM 1gG2h mAb, respectively
{Invitrogen) or with PE-labelled anti-ICAM-1 Ab (BD
Biosciences). CD4% T eells were  incubated  with
PE-labelled  anti-CXCR4  antibody or with an A647-
labelled anti-CCRT antibody (both from BD Pharmingen,
San Jose, CA) Expression of LFA-1 conformation was
measured by a 3-min incubation with the following anti-
bodies: HILIL (Biolegend, San Diego, CA), KIMI27
(kindly provided by N. Hoggl, 24 (Abcam, Cambridge,
UK), then incubated for an additional 5 min with 1 g/
ml CXCLI2 (Peprotech, London, UK), washed and incu-
bated with A647-labelled anti-1Ggl mAb (Invitrogen). All
samples were subsequently acquired on a FASCScan or
FACSCalibur cvtometer (BD Biosciences) and analysed
using the Flowio software.

Survival assay

Vil* CD4™ T cells (1 x 10°) were cultured alone or in
the presence of iDC (0:5 = 10°) in serum-free medium.
After 2, 4 and 6 days of culture, cells were harvested
and stained with 7-AAD (BD Biosciences), Expression of
7-AAD was subsequently measured on a FACSCalibur
cytometer (BD Biosciences) and analysed with the Fuowio
software, Cell survival was determined as the percentage
of 7-AAD-positive T cells over total T cells,

Transwell assay

Migration assays were performed in 24-chamber plates
using Transwell inserts with 5-pm pores (Costar, Cam-
bridge, MAL V" CD4* T eells (5 = 10°) were placed
onto the upper chamber in serum-free medium  while
the lower chamber was filled with serum-free medium
supplemented or not with CXCL12, CCL19 or CCL21
(Peprotech) at the indicated concentration. After 2 hr of
incubation at 377 in 3% COy, cells that migrated into the
lower chamber were harvested and counted with reference
beads (Calibration beads; BD Biosciences) on a FACSCali-
bur cytometer (B Biosciences), The percentage of
migrating cells was determined as follows: number of

WASP controls T-cell scanning

migrating cells (lower chamber)/total number of cells
linput) = 100. To measure Y cell-driven V" CD4?
T-cell transmigration, PFA-fixed JY cells loaded or not
with TSST-1 superantigen (Toxin Technology, Sarasota,
FL} were incubated for 8 min with T cells at the
IY : T-cell ratio indicated and then transferred onto the
upper chamber of a Transwell. Following 3-hr incubation
at 37 in 5% €Oy the percentage of transmigrating
T cells was determined as above,

Video microscopy

V" CD4Y T cells (02 x 10°) and APC (0-1 x 10°)
were incubated for 8 min and transferred to  poly-
p-lysine-coated Lab-Tek chambers (Nunc, Rochester,
NY). Under some conditions, T cells were pre-treated
overnight with pertussis toxin (Calbiochem, Darmstadt,
Germany) or for | hr with anti-LFA-1 blocking antibody
(HIIT1). Cells were recorded at 37° in 5% CO; on an
LSM 510 confocal microscope equipped with a = 40-1-3
oil immersion Plan-Apochromat objective (CarlZeiss AG,
Jena, Germany), Using the multi-position macro of the
Zeiss LSM Imace Browser, the different cell tvpes were
recorded in parallel for 2 hr. For cach film, 20 cells were
tracked with the Masuar Trackmc plugin of the Isace
software (U5 National Institutes of Health, Bethesda,
MD]}. Tracks were plotted by fixing the stanting location
of each cell a1 the x-y graph origin using the Chemoraxs
Toms or Imm ( Martinsried, Germany), Motility parame-
ters, including mean velocity, accumulated distance, max-
imal distance from origin, instantaneous velocity, pause
frequency and pause duration were calculated using Imm
chemotaxis tools and a macro developed by D, Sapeéde
(INSERM). For the measurement of adhesion to 1CAM-1,
CD4* T cells were incubated for 10 min on Lab-Tek
chambers coated with recombinant 1CAM-1/Fe chimera
(10 pg/ml; R&D Systems). Cells were recorded over
5 min at 37% in 5% COy on an LSM 510 confocal micro-
scope equipped with a = 40-1-3 oil immersion Plan-Apo-
chromat  objective, Adhesion was  calculated as  the
fraction of cells adhering 1o the coated surface in relation
to the total number of cells, Adherent cells were identified
by the emission of various protrusions over the 1CAM-1-
coated surface, whereas non-adherent cells were identified
as inert cells floating above the bottom of the chambers.
The roundness coefficient of the cells was measured after
10-min incubation on ICAM-1 by drawing the outline of
each cell using the LveWme 2D plugin of Imace and
applying the Roundness Coefficient of Imacer

Immunofluorescence staining

To investigate the spatial distribution of LFA-1 under its
intermediate-affinity and  high-affinity conformations,
Vi CDAY T cells were seeded for 30 min at 37° onto

@ 2012 The Authors. Immunology © 2012 Blackwell Publishing Ltd, mmunology, 137, 183-196 185
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glass slides {(Erie Scientific, Portsmouth, NH) coated with
10 peg/ml recombinant 1CAM-1/Fc chimera, then fixed
with 3% paraformaldehyde and permeabilized with 0-1%
saponin and 3% BSA. Cells were stained with anti-WASP
antibody (H-250; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA) and with either KIM127 or 24 antibody, followed by
Apd7-labelled  anti-rabbit  antibody  and  A546-labelled
anti-lgGl antibody (both from Invitrogen). F-actin was
stained with A350-labelled phalloidin (Molecular Probes,
Eugene, OR). Slides were mounted with in 90% glycerol-

Geneva, Switzerland) and examined with an LSM 710
confocal microscope equipped with a = 63-1-4 wil
immersion  Plan-Apochromat objective (CarlZeiss AG).
The profile of 24 and KIM-127 antibody staining inten-
sity was measured on Imace by tracing a line along the
longitudinal T-cell axis, from the leading edge 1o the tp
of the vropod. To compare the distribution of the high-
affinity and intermediate-affinity LFA-1 in WASP-positive
and WASP-depleted cells, the arca under the curve lor
the 24 antibody staining was calculated at the mid-body
(10-14 jim) and the area under the curve for the KIM127
antibody  staining  was  calculated . the cell  from
(1-3 pm) and at the cell rear (12-22 um). To investigate
local actin polarization and cell morphology, V" CD4*
T cells were incubated with latex beads pre-coated with
10 peg/ml recombinant [CAM-1/Fe chimera at a 2 : 1 cell
to bead ratio for 30 min. Cell-bead conjugates were
seeded on poly-p-lysine-coated  glass slides, then fixed
with 3% paraformaldehyde and permeabilized with 0:1%
saponin and 3% BSA. Cells were stained with anti-WASP
antibody (H-250; Santa Cruz Biotechnology) followed by
Ab33-labelled anti-rabbit antibody {Invitrogen) and with
ASd6-labelled phalloidin (Molecular Probes). Slides were
mounted with 90% glycerol-PBS comaining 2:5% 14-
dizzabicyclo]2-2-2|octane and examined with an LSM 710
confocal microscope equipped with a = 6314 woil
immersion Plan-Apochromat objective (CarlZeiss AG).

Results

Generation of WASP-deficient primary human CD4°
T cells

To investigate the role of WASP in the scanning behav-
iour of human CD4™ T cells, its expression was knocked-
down in V2" CD4" T cells purified from the blood of
healthy donors, For that purpose, CIM™ T cells were
transduced with a lentiviral vector encoding two copies of
a WASP-specific shRNA (shWASP) and expressing GFP
as a reporter gene, allowing purification of transduced
cells by Mow cell sorting. WASP expression was elficiently
inhibited in transduced cells as shown by flow cvtometry
and confirmed by Western blot analysis (Fig. la,b). In
comparison, the transduction of primary human CD4"

T cells with a control vector encading a control scramble
shRNA and GFP (shControl) had no effect on WASP
expression. In shWASP CD4™ T cells, WASP cxpression
remained at undetectable levels following several stimula-
tion cycles, indicating that a stable inhibition of WASP
expression was achieved (data not shown), The shRNA-
mediated WASP knock-down approach was then vali-
dated at a functional level because shWASP CD4™ T cells
harboured a proliferation defect following TCR stimula-
tion (Fig. 1¢), as previously described for CDM™ T cells
from WAS patients,” Therefore, primary human CD4*
T cells transduced with the shWASP lentiviral vector can
be used as a relevant model 1o study the role of WASP in
T-cell scanning,

Increased motility of WASP-deficient CD4" T eells
upon contact with non-cognate APC

To first investigate the role of WASP in non-cognale
APC-induced T-cell motility, live CD4" T cells and fixed
Epstein-Barr virus-transformed B cells (1Y cell line) were
seeded in the upper chamber of a Transwell. T-cell motil-
ity was assessed as the capacity of T cells 1o transmigrate
o the lower Transwell chamber within 3 hr. In the
absence of JY cells, approximately 10% of control and
WASP-deficient CD4™ T cells were able 10 transmigrate
{Fig. 2a). In the presence of |Y cells, the transmigration
of control CIM* T cells was increased, thereby revealing
IY cell-induced T-cell motility. Reproducibly, the JY cell-
induced motility of shWASP T cells was higher than that
of control T cells (+ 41% on average). The increased
motility of WASP-deficient T cells was confirmed when
titrating down the number of JY cells and therehy reduc-
ing the IY:T ratio (see Supplementary material,
Fig. Sla). Given the increased motility of WASP-deficient
CD4Y T eells upon encounter with non-cognate 1Y cells,
we next assessed their capacity o stop upon encounter
with Y cells presenting increasing concentrations of
TSST-1 superantigen (Fig. 2b). At high superantigen
doses (1 and 10 ng/ml), the JY cell-induced transmigra-
tion of both shControl and shWASP CD4™ T cells was
prevented, indicating that WASP deficiency did not alter
the sensing of the superantigen-driven stop signal, Never-
theless, shWASP CD4™ T cells remained more mobile
than shControl cells in the presence of Y cells presenting
a lower dose of TSST-1 (01 ng/ml). To investigate the
functional consequence of the increased maotility of
shWASP CD4* T cells, cell survival promoted by APC
was measured over 6 days of culture (Fig. 2c). In the
absence of APC, the mortality rate of shWASP CD4°
T cells was slightly increased compared with shControl
CDA™ T cells. As expected, the presence of APC (iDC)
strongly diminished the mortality of shControl CD47
T cells. Interestingly, iDC reduced spontancous death of
shWASE CD4™ T cells to a level comparable 10 that of
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Figure 1. Short hairpin (sh) RNA-mediated Wiskot-Aldrich syndrome protein (WASP) knock-down in primary human CD4™ T cells. Bepresen-
Lative |::u|||:|1||.' afl CIDAT T cells transduced with lentivical vectors z'lhl.ulinlq freen iluorescent prl:m'ill (GFP) and either shContral or shWASE, (a)

Untransduced and GFP-sorted shControl and shWASP CIM™ T cells were analysed for GFP and WASP expression by flow ovtometry, (b)
Untransduced and GFP-sorted shControl and shWASE CIM° T cells were analysed for WASP expression by Western blot (¢} Anti-CD3-induced
proliferation of untransduced and GFP-sorted shControl and shWASP CIM* T cells was measured by ["H|thymidine incorporation, Data

correspond 1o the mean £ SEM of three replicales, *P -

shControl CD4* T cells. Collectively, these data reveal
that the abnormally high APC-driven T-cell motility
observed in WASP-deficient T cells may counteract their
capacity 1o stop following antigen  recognition and
neutralize their increased spontaneous death.

WASP-deficient CD4" T cells pause less upon contact
with non-cognate APC

To better characterize the high motility behaviour of
WASP-deficient CD4™ T cells in the presence of non-cog-
nate APC, we tracked shControl and shwASP CDq*
T cells by real-time microscopy as they encountered
autologous iDC (Fig. 3a) or JY cells (see Supplementary
material, Fig. S1b). In the presence of non-cognate APC,
C4™ T cells acquired a random motile behaviour as
illustrated by their multidirectional migratory  paths,
Notably, the proportion of fast-migrating CD4" T cells
(= 1-8 pmimin, red tracks) was higher for shWASP
CD4" T cells than for shControl CIM™ T cells. WASP-
deficient T cells were very motile within a confined area
relatively close 1o their starting position (Fig. 3a and
Supplementary  material, Fig. 51b).  Accordingly, the
analysis of APC-induced motility parameters (Fig. 3b and
Supplementary material, Fig. S1¢) showed that, compared
with shControl CI4™ T cells, shWASP CD4™ T cells
acquired a  higher mean velocity and an  increased

& 2012 The Authors, Immunology © 2012 Blackwell Publishing Lid, fmmunology, 137, 183-196
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accumulated distance, without moving further away from
their origin. We then investigated whether the increased
motility of shWASP CD4™ T cells was related 1o a higher
instantaneous speed. The speed of both shControl and
shWASP CD4™ T cells fuctuated over time within a
comparable range of 0 - 25 ym/min. However, when
considering the alternation of motile phases (while areas)
and pauses (grey areas), shWASP CD47 T cells spent less
time in pause than control cells over the observation
period (Figs. 3¢ and Supplementary material, Fig. 52a).
This was linked to a decreased pause length rather than
to a reduced pause frequency (see Supplementary mate-
rial, Fig. 52b). Together, these data show that in the
context of non-cognate iDC encounter, WASP-deficient
T cells harbour a restless scanning behaviour because of a
reduced ability o pause,

WASP-deficiency promotes CD4" T-cell adhesion to
1CAM-1

T-cell motility induced by pon-cognate APC  has
been shown to depend on both chemokines and [CAM-1
present at the APC surface.'® Using pertussis toxin, we
first confirmed in our model that signalling through
chemokine receptors was contributing 1o APC-induced
T-cell motility (Fig. 4a). Blocking the stimulation through
chemokine receptors affected  APC-induced maotility of
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Figure 2. Wikott-Aldrich syndrome protein (WASP) <deficient CP4T T cells are hyper-motibe at the contact with 1Y cells. (a) shon hairpin (sh)
Control or shWASP CIM™ T cells were seeded in the upper chamber of a Transwell with or without fixed 1Y cells in the absence of antigen at a
142 1Y cell o T-cell ratio, Percentage of transmigrating cells was caloulated as the fraction of CD4" T cells that migrated 1o the lower chambers,
filled with serum-free medium, within 3 hr. The figure represents the mean £ SEM of 13 independent experiments performed with a total of six
donors, (b) The shContra] or shWASP CIM" T cells were incubated with fixed 1Y cells |Iu|v..'d with ermang concentralions of TSST-1 AU rn-
tigen. Percentage of transmigrating cells was caloulated as in (a). Data comrespond 10 the mean £ SEM of three independent experiments per-
formed with two donors. () Either shControl or shWASP CD4" T celbs were cultured in serum-free medium over & days with or without
immature dendritic cells, T-cell maortality was assessed by measuring 7-AAD-positive cells. Data correspond to the mean £ SEM of five indepen-

dent experiments performed with four dopors, *P < 0:05; **P < (01 paired £ test,

WASP-deficient T cells, indicating that the increased
maotility of these cells may be driven by an abnormal
response 1o chemokines. We investigated in our mode]
whether the main chemokines recognized by CD4* T cells
were present at the surface of APC, Whereas CCL1Y was
hound at the surface of both iDC and JY cells, CXCLI2
was detected only at the surface of iDC (Fig. 4b). The
basal expression of the corresponding chemokine recep-
tors CXCR4 and CCR7 was not altered in shWASP CD4*
T cells compared with shComrol CD4™ T cells (Fig. 4c).
Moreover, WASP deficiency did not  interfere  with
CXCR4  internalization following CXCLI2 stimulation
(data not shown), Using a Transwell assay, we unexpect-
edly observed that shWASP CID4™ T cells migrated
toward CXCL12, in a dose-response manner, as efhiciently
as shControl and untransduced CD4™ T cells (Fig. 4d).
The shWASE CD4™ T cells also migrated normally woward
CCL19 and CCL21 (Fig. 4d). To confirm that WASP
deficiency did not alter human CD4Y T-cell migration

toward chemokines in vitro, the chemotactic responses of
CDa* T cells isolated from patients with WAS and from
healthy donors were compared, The WAS CIM™ T cells
expressed normal levels of CXCR4 and CCR7 (see Sup-
plementary material, Fig. 53a) and were able 1o migrate
toward CXCLI12, CCL19 and CCL21, as efficiently as con-
trol CD4™ T cells (see Supplementary material, Fig. S3b,
¢). Among the patients studied here, WASy patient had
the particularity of being able to express WASP in
approximately half of his CD4™ T cells as the result of a
spontancous corrective mutation in the WAS gene (see
Supplementary material, Fig. S3d). The proportion of
WASP-positive and WASP-negative CIM™ T cells from
WAS, patient was preserved in those cells that had
migrated toward CXCLI2 at the two concentrations
tested. This reveals that neither WASP-positive  nor
WASP-negative CD4Y T cells had a  chemotactic
advantage in this assay. Together, these results clearly
demonstrate that in primary human CD4" T cells, WASP

188 © 2012 The Authors. Immunology © 2012 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 137, 183-196
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Figure 3. Upon contact with non-cognate immature dendritic cells (iDC), Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) -deficient CDA™ T cells
adopt a hyper-motile behaviour with reduced pause. Short hairpin (sh) Control and shWASP CD4* T cells alone or with autologous iDC were
recorded during 120 min with a time lapse of 46-5 seconds. (a) Motility tracks of 20 individual T cells and corresponding zooms centred around
the starting location. Tracks of fast (mean velocity > 18 gm/min) and slow (mean velocity < 1:8 pm/min) migrating T cells are shown in red
and black, respectively. (b) Mean velocity, accumulated distance and maximum distance from origin of 20 individual shControl and shWASP T
cells are shown, (¢) Fluctuation of instantancous velocity over 120 min of one representative shControl T cell and one representative shWASP T
cell. Corresponding analysis of total time spent in pause over 120 min of 20 individual shControl and shWASP T cells. Data are from one repre-
sentative experiment out of four experiments performed with two donors. ***P < 0:001 unpaired 1 test,
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CIM™ T cells. Stain-
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Mo statistical difference was revealed by paired r-test.

is dispensable for in vitre migration toward CXCL12,
CCL19 and CCL21.

We then examined whether WASP may rather be
involved in adhesion to ICAM-1 in our model. Using
anti-LFA-1 blocking antibody, we confirmed that signal-
ling through LFA-1 was alse contributing to APC-
induced T-cell motility (Fig. 3a). Blocking the stimulation
through LFA-1 inhibited the increased APC-induced
motility of WASP-deficient T cells, indicating that this
dysfunction may be induced by an abnormal response to
ICAM-1. As expected, 1CAM-1 was present at the surface
of both iDC and JY cells (Fig. 5b). Total LFA-1 as well as
LEA-1  under  intermediate-affinity and  high-affinity
conformation was  expressed at comparable levels in
shWASP and shControl CIM® T cells (Fig. Sc.d). Further-
more, intermediate-allinity and high-aflinity LFA-1 levels
increased similarly in shWASP and shControl CD4*
T cells upon CXCL12 stimulation. Clearly however, a
higher percentage of WASP-deficient CD4™ T cells
adhered on 1CAM-1-coated slides compared with control

190

cells (Fig. 5¢). These results show that in the absence of
WASP, CD4" T cells were more prone to adhere on
TCAM-1, even il they expressed normal levels of LFA-)
under its different conformations. This implies that
the abnormally high APC-driven motility of WASP-
deficient T cells may be related to an abnormal adhesion
o ICAM-1, rather than o an abnormal chemotactic
ability,

Increased 1CAM-1-driven elongation in WASP-
deficient T cells

How to reconcile the increased 1CAM-1 adhesion with
the enhanced motility observed in WASP-deficient
T cells? To answer this question, we first analysed the
morphology of these cells upon ICAM-1 stimulation.
The proportion of WASP-deficient T cells that elongated
on ICAM-1-coated slides was increased compared with
control cells (Fig. 6a). This was further illustrated by the
measurement of cell roundness showing that in the

i© 2012 The Authors, Immunology © 2012 Blackwell Publishing Lid, immunology, 137, 183-196
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Figure 5. Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) ~deficient CDa™ T cells display an increased adhesion on intercellular adhesion molecule |
(ICAM-11. (a) Short hairpin (sh) Control and shWASP CD4* T cells treated or not with blocking anti-lymphocyte function-associated antigen 1
(LFA-1) antibody were video recorded, during 120 min with a time lapse of 46-5 seconds, upon contact with 1Y cells and the mean velocity of
20 individual T cells was measured. Results show the mean of three experiments performead with three donors, (b) ICAM-1 expression on imma-
ture dendritic cells (iDC) and Y cells, Stining with corresponding isotvpe control is shown in grev. (c) LFA-1 expression under its total
(HIN, intermediate-affinity (KIM127) and high-affinity (24) conformations on shControl and shWASE CIM™ T cells either unstimulated or
stimulated with CXCLI2, Staining with corresponding isotvpe controls is shown in grey. (d) KIM127 and 24 basal geometric mean fuorescence
intenaity (MFL) values and MFI fold increase upon CXCLL2 stimulation of three independent experiments. performed with five donors are shown.,
Mo satistical difference was reveabed by paired f-test. (e} Percentage of adhesive shControl and shWASE CDM* T cells on 1CAM-1-coated slides.
Data correspond 1o the mean + SEM of four independent experiments performed with three donors. A total number of 265 shControl and 265
shWasE CD4* T cells were counted. *F < 005 Mann-Whitney U-test,

absence of WASP the fraction of round cells diminished.
CDA" T cells were then incubated with [CAM-1-coated
latex beads, to investigate F-actin polymerization at the
site of [CAM-1 stimulmtion. As shown in Fig. 6(b}, most
of the control T cells establishing contacts with beads
remained relatively spherical (morphology ‘type 1'). In
accordance with the data above, a higher percentage of
WASP-deficiemt T cells elongated upon contact  with
ICAM-1-coated latex beads (morphology ‘tvpe 2'). Both
shControl and shWASP CD4™ T cells displayed polarized
actin cytoskeleton surrounding the beads. However, in
contrast to control cells, a substantial proportion of
WASP-deficiemt CD4™ T cells establishing contacts with
beads protruded  actin-rich structures away from  the
bead-contact sites (morphology “type 3°). Finally, we used
real-time microscopy 1o study morphology dynamics of
shControl and shWASP CIM™ T cells upon encounter

with non-cognate iDC (Fig. 6¢ and Supplementary mate-
rial, Videos 51 and 52). In agreement with their elonga-
tion on [CAM-1, WASP-deficient CD4™ T cells coming
into contact with iDC stretched extensively. This mor-
phology was associated 1o motility. Interestingly, actively
scanning WASP-deficient CD4* T cells remained in close
contact with APC, occasionally losing contact for a short
time when crawling from one APC to another. Indeed,
their clongated shape was characterized by a uropod that
appeared 1o stick to iDC (red arrows) and a dynamic
leading edge. Compared with control T cells, WASP-
deficient T cells in contact with iDC displayed a reduced
propensity to round up (white arrows). These results
therefore link the increased adhesiveness of WASP-
deficient T cells to a higher propensity to elongate and to
actively scan an APC-rich environment. Moreover, these
data corroborate the notion that the increased propensity
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Figure 6, Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) -deficient CD4™ T cells elongate on intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and
immature dendritic cells (iDC). (a) Representative images of green fluorescent protein-positive (GFP®) short hairpin (sh) Control and shWASP
CDA™ T cells adbering to ICAM-1. Roundness coeflicient of 83 shControl and 83 shWASP CD4™ T cells upon adhesion to ICAM-1. Data are
from two independent experiments performed with two donors. ***P < 0001 unpaired t-test. (b) Representative images of GFP™ shControl and
shWASP CD4" T cells in conjugation with ICAM-1-coated beads and immunostained for WASP and F-actin, Percentage of T cells displaying
three distinct morphological types defined as follows are represented: type 1@ spherical cells with polymerized actin surrounding the bead; type 2:
clongated cells; type 3: protruded actin-rich structures away from the bead contact site, Data represent mean + SEM of two experiments per-
formed with three donors, (¢) Movie sequences of shControl and shWASP T cells at the contact of iDC: white arrows indicate cells that round

up and red arrows indicate adherent uropods. Results are representative of four expeniments performed.
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of WASP-deficiemt T cells to congate is driven by
abnormal integration of 1CAM-1 stimulation,

Dispersed high-affinity LEA-1 localization in WASP-
deficient T cells

The precise localization of LFA-1 under its intermediate-
alfinity and high-affinity conformations is key to the tun-
ing of T-cell adhesive properties,”™ so the staining with
KIM127 and 24 antibodies (revealing intermediate-affinity
and high-affinity LFA-1, respectively) was compared in
WASP-deficient and control T cells. Both WASP-deficient
and control T cells that adhered to ICAM-1 adopted a
polarized morphology with a from enriched in F-actin
and a wropod at the rear (Fig. 7a). KIMI127 staining
showed comparable distribution in both cell types with a
narrow enrichment at the front and a wide distribution
towards the rear (Fig, 7ab). Staining with 24 in control
T cells was concentrated at the mid-body. However, in
WASP-deficient T cells the intensity of the 24 staining at
the mid-body was significantly  diminished.  Instead,
WASP-deficient T cells displayed an abnormally broad
pattern  of  high-affinity  LFA-1  distribution,  which
extended along the uropod. These data therelore strongly
suggest that the increased propensity of WASP-deficient
T cells to adhere 1o ICAM-1 was a consequence of a
defect in restricting high-affinity LFA-1 1o the mid-cell
region. Altogether, our data suggest that the restless scan-
ning behaviour of WASP-deficient CD4™ T cells might
be, at least in part, consecutive to an inability to restrict
high-alfinity LFA-1 and 1o stabilize arrest phases at the
contact with APC.

Discussion

The function of APC is generally viewed through the
restricted angle of cognate interactions with T cells. How-
ever, most APC T-cell encounters in vive are non-cog-
nate. Interactions between steady-state iDC and T cells
are expected 1o take place frequently, cither in secondary
lymphoid organs or in peripheral tissues, In this context,
a key function of DC is o activate T-cell motility to pro-
mole  elficient scanning. The present study  provides
insight imto the molecular mechanisms regulating the
motility programme acquired by effector CD4Y T cells
upon encounter with iDC and B cells,

Here, we identify the actin cytoskeleton  regulator
WASP as a key controller of APC-driven T-cell monility.
Our study shows that WASP deficiency in primary
human CD4" T cells enhanced APC-induced motility in
vitri, The cauwse of the enhanced motility of WASP-defi-
cient CD4™ T cells was directly related to a decreased
length of time spent under arrest. In contrast to control
CI4™ T cells, WASP-deficient CD4™ T cells did not tran-
siently round up upon APC encounter, a phase of

WASP controls T-cell scanning

scanning normally  associated o speed  reduction,™
Instead, at the contact with APC, WASP-deficient CD4”
T cells displayed an abnormally sustained migrating mor-
phology characterized by an active leading edge and an
elongated uropod. It has been shown that DC-mediated
T-cell survival is dependent on cell-to-cell contact and
that it may be driven by signalling originating from the
uropod.” It would therefore be interesting 1o test
whether the elongated uropod observed in WASP-defi-
cient T cells contributes to their high propensity to sur-
vive al the contact with iDC. In our in vitro setting, the
enhanced motility and the elongated morphology of
WASP-deficient T cells did not permit them to reach fur-
ther distances and to contact more DC. Indeed, the
motility of WASP-deficient T cells was restricted 1o a
confined arca and this appeared 10 be related to the fact
that WASP-deficient T cells were sticking to APC through
their wropod. In apparent contrast, WASP-deficiem T
cells transmigrated at an increased rate in our Transwell
assay. This might be explained by an enhanced scanning
activity leading these cells o contact membrane pores
more [requently. Moreover, the clongated morphology of
WASP-deficient T cells may have facilitated their transmi-
gration. It remains to be tested how the abnormal mor-
phology and the restless scanning of WASP-deficient T
cells, observed here i vitro, could impact scanning in
dense matrices and in natural tissue environments.

The APC-driven T-cell motility is known to be driven
by chemokines and ICAM-1." Both chemotaxis in
response to various chemokines'™ ™ * and adhesion to
ICAM-1"" have been reported, in different cell types,
to depend on the presence of WASP, Therefore, how
could WASP deficiency exacerbate APC-driven T-cell
motility? In agreement with previous studies reporting
that WASP is dispensable for murine T-cell chemotaxis
in vitro,"™'"* we cleardy show that WASP-deficiency,
both in shWASP and WAS patient T cells, does not alter
chemotaxis o CXCL12, This finding was reinforced by
the direct comparison of the chemotaxis of WASP-posi-
tive and WASP-negative CIDM* T cells originating from a
revertant patient. The discrepancy with a previous study
reporting defective CXCLI2-driven chemotaxis in CD3%
T cells from WAS patients'® may be linked to differences
in the nature and the maturation stage ol the T cells
studied. Furthermore, our data indicate that WASP is dis-
pensable to chemotaxis towards CCLI9 and CCL21,
although the migratory response towards these chemokin-
es was low, as expected for effector T cells expressing low
levels of CCRT.

In contrast to their normal ability to migrate in
response to chemokines, WASP-deficient T cells adhered
at an abnormally high rate on ICAM-1. This result is in
accordance with the increased ability of CD4* T cells
from WAS patients to form conjugates with non-cognate
APC.H The increased adhesion of WASP-deficient T cells
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immunostained for WASP, F-actin, and KIMI127 (upper

ovie function-associated antigen 1 (LFA-1)
and shWASP CIM*® T cells adherent to intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),

panel) or 24 (lower panel). (b) KIMI27 and 24 monoclonal antibody fluorescence intensity profiles, from the leading edge to the tip of the

uropod, Mcan fluorescence intensity of 9-13 individual T cells is represented in red. The black bars define the cell regions that were considered

for arca under the curve calculations. No statistical difference was found between the KIM127 staining of shControl and shWASP CD4™ T cells
The 24 staining at the mid-body was reduced in shWASP CDA™ T cells compared with shControl CDA™ T cells (P = 04025 unpaired t-test). Data

are from one representative experiment out of three experiments performed with three donors

mirrored an increased proportion of elongated cells that in a loose confinement of high-affinity LFA-1 to the mid

were prompt to move. The exacerbated response of cell focal zone and a dispersion towards the uropod. Dur

WASP-deficient T cells to ICAM-1 was neither the result ing T-cell scanning of DC surfaces, LFA-1 is dynamically
of an abnormal expression level of LFA-1 nor of an redistributed from the leading edge to the mid-cell zone
abnormal conformational activation of LFA-1 following where it forms a signalling platform.*” WASP deficiency
ICAM-1 engagement. However, WASP deficiency resulted might therefore affect the spatial organization of LFA-I
194 2012 The Authors, Immunology © 2012 Blackwell Publishing Ltd, Immunology, 137, 183-196

106



Résultats : WASP controls T cell scanning

signalling. Previous studies have brought to light the con-
cept that the spatial confinement and the dynamics of
intermediate-affinity and  high-affinity LFA-1 pools are
controlled by physical links with the actin cytoskele-
ton. ™ Intermediate-affinity LFA-1 linked to z-actinin-1
permits new adhesions at the leading edge, whereas high-
affinity LFA-1 linked 10 talin provides a central adhesive
platform at the mid-cell region. It can be assumed that
the widening of the high-affinity LFA-1 spatial distribu-
tion in WASP-deficient T cells is the result of a defective
anchorage to the actin network. In favour of this hypoth-
esis is the observation in natural killer cells that WASP is
recruited by talin to the site of LEA-1 engagement 1o pro-
mote localized actin polymerization.” However, in con-
trast to our data, WASP-deficient natural killer cells fail
to adhere to ICAM-1 and fail 10 polymerize actin at the
site of LFA-1 engagement. T cells may therefore have a
molecular control of integrin anchorage o the cytoskele-
ton less strictly dependent on WASP than natural killer
cells, The experiments based on the incubation of WASP-
deficient T cells with ICAM-1-coated beads show that
WASP is dispensable 1o actin polymerization at the site
of LFA-1 engagement, although a mild defect could not
be excluded. Interestingly, the comtact with ICAM-1-
coated  beads promoted the formation of actin-rich
protrusions away [rom the contact site, suggesting a
decoupling between LFA-1 engagement and actin poly-
merization. We therefore propose that, in the absence of
WASP, both abnormal anchorage of high-affinity LFA-I
to the actin cytoskeleton and LFA-1 signalling into aber-
rant actin remodelling lead to elongated restless cells.

Our results indicate that during the scanning of APC,
WASP favours T-cell stability rather than motility. The
role of WASP as a gatekeeper of APC-driven T-cell maotil-
ity may, at least in part, account for the combination of
exacerbated  response 1o sell-antigen  and  defective
response Lo certain pathogens observed in WAS™ On
the one hand, the restless scanning of APC presenling
sell-antigen might favour the activation of auto-reactive
T-cell precursors, OF interest, the morphology of WASP-
deficient T cells sticking to iDC via their wropod is
reminiscent of the previously described [CAM-1/LFA-1-
dependent tethered adhesion on chemokine-bearing APC,
a mechanism shown to prepare T cells for antigenic
stimulation.” The exacerbation of tethered adhesion in
the context of WASP deficiency may lead to increased
sensitivity to sell-antigen. On the other hand, our data
indicate that the reduced ability of WASP-deficient T cells
to stabilize pauses upon inspection of APC s impacling
on their capacity to stop in the context of cognate anti-
gen presentation. An increased threshold for antigen-
driven stop in WASP-deficient T cells would reduce the
capacity of these cells 1o respond optimally to low affinity
antigen or 1o antigen present al low concentrations. In
congclusion, the present study highlights the fact thar APC

WASP controls T-cell scanning

are endowed with the capacity to activate a WASP-
controlled maotility programme in effector T cells. Tt will
be interesting to address the contribution of the abnormal
T-cell scanning identificd here in the physiopathology of
WAS, using in vive imaging in WASP knockout mice,
Moreover, the murine model would permit the study the
role of WASP in the scanning activity of naive T cells,
Another open question is whether WASP regulation of
T-cell scanning also applies to regulatory T cells because
Foxp3* regulatory T cells are functionally impaired in
WAS patients and in WASP-deficient mice.™* "
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Supplementary Figure Legends

Figure S1. WASP-deficient CD4" T cells are hyper-motile at the contact with JY cells. (a)
Percentage of transmigrating shControl or sShWASP CD4" T cells following incubation with
fixed JY cells in the absence of Ag at the indicated JY cell/T cell ratio. Data represent the
results of one representative experiment out of 9. (b) ShControl and sShWASP CD4" T cells
alone or with JY cells were recorded during 120 min with a time lapse of 46.5 s. Motility
tracks of 20 individual T cells and corresponding zooms centered around the starting location.
Tracks of fast (mean velocity > 1.8 um/min) and slow (mean velocity < 1.8 pm/min)
migrating T cells are shown in red and black, respectively. (c) Mean velocity of the T cells
analyzed in B. Data are from 1 representative experiment out of 10 experiments performed

with 4 donors. * p < 0.05 unpaired t test.

Figure S2. WASP-deficient CD4™ T cells are hyper-motile at the contact with iDC.
ShControl and sShWASP CD4" T cells incubated with autologous iDC were recorded during
120 min with a time lapse of 46.5 s. (a) Instantaneous velocity of 3 representative shControl T
cells and 3 representative sShWASP T cells. (b) Number of pauses and pause duration,
represented as mean £ SEM of 20 individual shControl and shWASP T cells. Results are

representative of 4 experiments performed with 2 donors. ***p < 0.001 unpaired t test.

Figure S3. CD4" T cells isolated from WAS patients migrate normally toward CXCL12,
CCL19 and CCL21. (8) CXCR4 and CCR7 expression on CD4" T cells from a healthy donor
and a WAS patient (WAS,). Stainings with corresponding isotype controls are shown in grey.
(b) CD4" T cells from a healthy donor and a WAS patient (WAS,) were seeded in the upper

chamber of a Transwell and the lower chambers were filled with the indicated chemokines.
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The percentage of transmigrating cells was calculated as the fraction of CD4™ T cells that had
migrated to the lower chambers within 2 h. Data correspond to the mean + SEM of 3
independent experiments. No statistical difference was revealed by a paired t test. (c) CD4" T
cells from 4 healthy donors and from 3 WAS patients (WAS;, WAS,, WAS,) were seeded in
the upper chamber of a Transwell and the lower chambers were filled with the indicated
concentration of CXCL12. The percentage of transmigrating cells was calculated as the
fraction of CD4" T cells that had migrated to the lower chambers within 2 h. Note that each
individual healthy donor or WAS patient is represented by a symbol (A: WAS; ; @ : WAS; ;
m : WAS,) and was tested once or twice. Mean + SEM are shown. No statistical difference
was revealed by a paired t test. (d) WASP expression analysis showing the proportion of
WASP-expressing revertant CD4" T cells in WAS, patient before migration (input). The
proportion of WASP-expressing CD4" T cells was assessed in parallel in cells that had

migrated toward the indicated concentration of CXCL12.

Video 1. Scanning of iDC by control T cells. GFP* shControl CD4" T cells were imaged at
the contact with iDC by confocal microscopy (LSM 510, Carl Zeiss) during 61.28 min with a

time-lapse of 43.8 s. Results are representative of 4 experiments performed.

Video 2. Scanning of iDC by WASP-deficient T cells. GFP* sShWASP CD4" T cells were

imaged at the contact with iDC by confocal microscopy (LSM 510, Carl Zeiss) during 61.28

min with a time-lapse of 43.8 s. Results are representative of 4 experiments performed.
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Supplementary Figure 51 Lafouresse et al.
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Supplementary Figure 52

(a) shCantral ShASP
Tu::lElI pausa = 6510 min TnlElJ pause = 42.62 min

N':
151

.rJ.LLLL MM

Tnmpmw:ﬁgﬁmm Total pause = 48.82 min

:MM bl

Tulul pause = 73.62 min Total pause = 38.75 min

M'Lm mlvhwﬂ

Tm 1r|'||n]

]

H

Valocity urrru'mln]

Number of pauses

shControl shWASP

10
28
15 e
10
B5
o

Pause duration (min)
el
=

shControl shWASF

Lafouresse et al.

112



Résultats : WASP controls T cell scanning

Supplementary Figure 53
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The Wiskott-Aldrich syndrome protein permits assembly of a focused

immunological synapse enabling sustained T-cell receptor signaling

Ronan Calvez, Fanny Lafouresse, Julie De Meester, Anne Galy, Salvatore Valitutti, and Loic
Dupré

Haematologica (Calvez et al., 2011)

La reconnaissance a la surface d’une cellule présentatrice de 1’antigéne du complexe
CMH-I1-peptide, par un lymphocyte T CD4" conduit & une interaction prolongée entre les 2
cellules et a la formation de la synapse immunologique (Grakoui et al., 1999; Monks et al.,
1998). Cette derniére nécessite le bon assemblage du cytosquelette d’actine (Valitutti et al.,
1995a). Il a été démontré que WASP était recruté a la synapse immunologique au niveau des
rafts lipiques et était nécessaire a sa formation (Cannon and Burkhardt, 2004; Dupre et al.,
2002). En conséquence les lymphocytes T déficients pour WASP présentent des défauts de
prolifération et de sécrétion de cytokines (Trifari et al., 2006). En revanche, le réle particulier
de WASP dans la formation dynamique de la synapse immunologique ainsi que dans son
organisation moléculaire n’est pas connu.

Pour étudier cette question, nous avons purifié et produit des lignées primaires de
lymphocytes T CD4" VB2 de patients WAS et de donneurs sains. Puis, nous avons observé
par microscopie en 3-dimensions les synapses immunologiques formées au contact de cellules
présentatrices de I’antigene (lymphocytes B transformés par le virus de ’EBV) chargées en
TSST-1 (superantigéne reconnus par le TCR V[32).

Nous avons montré que les lymphocytes T CD4" déficients pour WASP ont une
morphologie anormalement allongée au contact des cellules présentatrices de 1’antigéne. De
plus, P’actine des lymphocytes T de patients WAS n’est pas polarisée a la synapse
immunologique mais les lymphocytes émettent des protrusions riches en actine en dehors de
I’aire de contact cellulaire. Plus précisement, nous avons montré que les synapses
immunologiques formées sont plus longues, que le MTOC n’est pas correctement polarisé a la
synapse et que les phopho-tyrosines ne sont pas confinées a la synapse. La restauration de
I’expression de WASP dans les lymphocytes T de patients par transduction avec un vecteur de
thérapie génique corrige les défauts observés. Nous avons également étudié la dynamique de
la formation de la synapse immunologique par microscopie confocale en temps réel. Nous

avons observés que les synapses immunologiques formées par les lymphocytes T de patients
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WAS ne sont pas stables. En effet, en accord avec leur morphologie allongée, les
lymphocytes T de patients WAS sont tres mobiles a la surface des cellules présentatrices de
I’antigéne. En paralléle, nous avons montré que le signal calcique résultant de cette interaction

était erratique, plutét que soutenu comme observés chez les lymphocytes T de donneurs sains.
Finalement nos analyses dynamiques en temps réel et moléculaires en 3-dimensions

montrent que suite a ’activation du TCR, WASP est nécessaire a la stabilisation du contact

cellulaire ainsi qu’a I’organisation moléculaire de la synapse immunologique.
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ABSTRACT

Background

T-cell activation relies on the assembly of the immunological synapse, a structure tightly regu-
lated by the actin cytoskeleton. The precise role of the Wiskott-Aldrich syndrome protein, an
actin cytoskeleton regulator, in linking immunological synapse structure to downstream signal-
ing remains to be clanified.

Design and Methods

To address this point, CD4* T cells from patients with Wiskott-Aldrich syndrome were stimu-
lated with antigen-presenting cells. The structure and dynamics of the immunological synapse
were studied by confocal and video-microscopy.

Results

Upon stimulation by antigen-presenting cells, Wiskott-Aldrich syndrome protein-deficient T
cells displayed reduced cytokine production and proliferation. Although Wiskott-Aldrich syn-
drome T cells formed conjugates with antigen-presenting cells at normal frequency and exhib-
ited nommal T-cell receptor down-regulation, they emitted actin-rich protrusions away from the
immunological synapse area and their microtubule organizing center failed to polanze fully
towards the center of the immunological synapse. In parallel, abnomally dispersed phospho-
tyrosine staining revealed unfocused synaptic signaling in Wiskott-Aldrich syndrome T cells.
Time-lapse microscopy confirmed the anomalous morphology of Wiskott- Aldrich syndrome T-
cell immunological synapses and showed erratic calcium mobilization at the single-cell level.

Conclusions

Taken together, our data show that the Wiskott-Aldrich syndrome protein is required for the
assembly of focused immunological synapse structures allowing optimal signal integration and
sustained calcium signaling.
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Introduction

Adaptive immunity relies on specific antigen recognition
by T cells. Rapidly moving T cells scan secondary lymphoid
organs in search for antigen-presenting cells (APC). Upon
cognate antigen encounters through their T-cell receptors
(TCR), T ce_lfs stop and spread on the APC to form a pro-
longed contact known as the immunological synapse (IS)."”
The molecular organization at the IS regulates TCR signal
integration and subsequent T-cell activation.” Imponantly,
integrity of the actin cytoskeleton is necessary for IS assem-
bly and sustained signal integration.”” However, it remains
poory understood how the actin cytoskeleton regulates IS
architecture and stability precisely, as well as eady signaling
events.

Multiple actin-regulatory proteins control specific actin
remodeling pattems and dynamics at the 1S. Among them,
the hematopoietic-specific actin regulator Wiskott-Aldrich
syndrome protein (WASP) is of particular interest because its
deficiency results in severe immunodeficiency as a conse-
quence of multiple cellular defects.” WASP is known to reg-
ulate T-cell activation, as revealed by reduced proliferation
and cytokine production in T cells from Wiskott-Aldrich
syndrome (WAS) patients following TCR triggering.® The
protein is nomally rapidly recruited to the plasma mem-
brane in association with lipid rafts” and is activated by GTP-
bound Cdc42 at the site of TCR stimulation.'” WASP nucle-
ates actin through the Ap2/3 complex, which forms new
actin branches on the sides of existing actin filaments. The
assembly of a branched actin network allows the formation
of lamellipodial membrane extensions that build the leading
edge of migrating T cells and the peripheral ring of T cells
that spread on the APC surface during IS formation.”'* The
WASP-family protein WAVE2, rather than WASP itself,
appears essential for the assembly of the T-cell lamellipodi-
um and the IS, thereby putting in question the precise func-
tion of WASP during T-cell morphology remodeling in the
context of antigen recognition.” The role of WASP at the IS
has been studied using naive T cells from different TCR
transgenic WASP-KO mice. Conflicting results have been
obtained conceming whether WASP regulates actin poly-
merization at the IS and whether it is required for conjugate
formation and correct [S assembly.’** Real-time observation
of WASP-KO T cells on lipid bilayers prescmin% peptide-
MHC complexes has recently revealed that WASP acts as a
stabilizer of IS symmetry.’* However, the role of WASP at
the IS has been further challenged by the discovery that this
protein can also be present in the nucleus, where it partici-
pates in the regulation of cytokine gene transcription.” In
this context, the real-time observation of WASP-deficient T
cells contacting APC is still missing and would help to eluci-
date whether WASP links IS dynamics and architecture to
downstream T-cell signaling and activation.

In this study we employed time-lapse and 3-dimensional
(3-D) microscopy approaches to study CD4'V32* T-cell lines
derived from WAS patients, following stimulation with
Epstein-Barr virus (EBV)-transformed B cells loaded with the
superantigen TSST-1. This allowed us to define how WASP
deficiency affects IS structure and eady T-cell acavation.

Design and methods

CD4'VR2 T-cell lines
CD4VP2 T-cell lines were established from blood samples of
two WAS patients known to have defective WASP expression

(patient WAS1 was reported by De Meester ¢t al'® and patient
WAS2 by Dupre e al”). Blood samples from healthy donors were
used as controls, Blood samples from patdents and healthy donors
were obtained following standard ethical procedures (Helsinki pro-
tocol) and with the approval of the relevant Internal Review Boards.
Details on the CD4VPE2* T-cell lines and the JY cells used as APC
are provided in the Online Supplementary Design and Methods.

Analysis of Wiskott-Aldrich syndrome protein
expression by western blot

T lymphocytes were lysed for 30 min on ice in a modified RIPA
buffer containing 50 mM Tris-HClL, pH 8, 150 mM NaCl, 1%
IGEPAL, 1% sodium deoxycholate, | mM EDTA, 0.2 mM AEBSE,
1 mM NasVOu, 1 mM NaF and a protease inhibitor cockrail (Sigma
Aldrich). After clearirg the superatants by centrifugation, lysates
were boiled in reducing sample buffer, separated through 7.5%
SDS-polyacrylamide and transferred onto nitrocellulose mem-
branes. Membranes were blocked with Odyssey blocking buffer
(LI-COR Biosciences, Nebraska, USA) and incubated overnight at
4°C with anti-WASP (H250, Santa Cruz) and ant-}-actin (AC15,
Sigma) antibodies. After washing, goat anti-rabbit IgG-IR Dye
800CW (LI-COR Biosciences) and goat anti-mouse-Alexa Fluor680
monodonal antibodies (Molecular Probes) were added. WASP and
-actin expression was visualized and recorded on an Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).

Proliferation

T cells 2x10%ml) were incubated with 2.5 uM CFSE in serum-
free medium for 8 min at 37°C. Labeling was then quenched with
ice-cold RPMI/5% HS before washing the cells by centrifugation.
CFSE-labeled T cells (1x107) were then mixed with JY cells (1<107),
preloaded or not with the indicated concentrationof TSST-1,in 96-
well plates. Alternatively, CFSE-labeled T cells were stimulated
with phytehemagglutinin (1 pg/mL) and human interdeukin-2 (100
IU/mL). Proliferation was assessed after 3 days by analysis of the
CFSE diluton on a BD FACScalibur and data were analyzed using
Flow]o software.

Confocal microscopy analysis of immunological synapse
assembly

CD4* T cells (1x10") were mixed with JY cells (1x10°) which
were either unpulsed or pulsed with 10 ng/mL TSST-1, cenmifuged
for 2 min at 1500 rpm and incubated for 10 min at 37°C to allow
conjugate formation. Cell conjugates were then allowed to sedi-
ment onto poly-L-lysine coated slides (Erie Scientific). After a total
incubation time of 10, 25 or 60 min, cells were fixed for 15 min at
room temperature with 3% paraformaldelyde and subsequentdy
permeabilized with 0.1% saponin, 3% bovine serum albumin.
One part of the cell conjugates was stained with phalloidin-
AlexaFluor-488 (Molecular Probes) and with anti- WASP antibodies
(H-250; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) followed by donkey anti-
rabbit- AlexaFluor-555 antibodies (Invitrogen). Another part of the
cell conjugates was stained with anti-a-tubulin 1gG1 monoclonal
antibodies (Sigma) followed by goat anti-mouse IgG1-AlexaFluor-
488 antibodies (Invirogen), anti-phosphotyrosine IgG2b mono-
clonal antibodies (clone pY99 from Santa Cruz Biotechnology) fol-
lowed by goat anti-mouse IgG2b-AlexaFluor-633 antibodies
(Inviorogen) and anti-CD45 1gG2a monoclonal antibodics (clone
9.4 produced from an hybridoma from the ATCC, Manassas, VA,
USA) followed by goat anti-mouse IgG2a- AlexaFluor-546 antibod-
ies. Slides were mounted with Vectashield mounting medium
(Vector Laboratories). Randomly selected conjugates were exam-
ined with a LSM 710 confocal microscope equipped with a x63-1.4
oil immersion Plan-Apochromat objectve (Carl Zeiss AG, Jena,
Germany).
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Analysis of calcium mobilization

B-EBV cells (IY) were loaded with 10 ng/mL TSST-1 for 1 h ac
87°C and then stained with 2 pM DDAO. Washed DDAO-
labeled JY cells were then seeded onto poly-L-lysine-coated
LabTek glass slides and incubated for 1 h at 37°C. In the mean
ume, T cells were labeled with 1 pM Fluo-4-AM (Molecular
Probes) for 45 min at 37°C, washed and then dropped onto the
JY-coated slides. Huorescence measurements were done at
87°C/i5% COs, on a Zeiss LSM-510 confocal microscope
equipped with a x63-1.4 oil immersion Plan-Apochromat objec-
tive (Carl Zeiss AG). Images were collected with a zoom of 0.7,
recorded every 17.9 sec and processed using the LSM software.
The stability of T-cell’APC contacts was assessed by counting the
proportion of T cells staying for 25 min within one cell diameter
of their initial position, relative to the APC. To quantify changes
in intracellular calcium concentration ([Ca™]) at the single cell
level, T cells were incubated with 2.5 uM Fura 2-AM (Molecular
Probes) for 45 min at 37°C in Hepes-buffered RPMI supplement-
ed with 5% fetal calf serum. TSST-1-pulsed JY cells (10 ng/mL)
were allowed to adhere to poly-L-lysine-coated LabTek glass
slides for 1 h at 37°C, before the addition of the Fura-2-loaded T
cells. Fluorescence measurements were done at 37°C/5% CO: on
a Zeiss axiovert 200M inverted microscope equipped with a
charge-coupled device camera (Princeton Instruments, Trenton,
NJ, USA), an arc-xenon lamp, a computer-controlled monochro-
mator (TILL Photonics, Planegg, Germany) and a 40x oil-objec-
tive at 37°C, 5% COx. Cells were sequentially excited at 340 and
380 nm every 5 sec by the monochromator. The 510 nm-emis-
sion was collected with the charge-coupled device camera and
analyzed with the calcium-imaging software, Metafluor
(Universal Imaging, West Chester, PA, USA). Calculaton of the
340 nm to 380 nm ratios corresponding to [Ca™) rises was done
on T cells forming prolonged conjugates with APC,

Results

Human CD4' T cells require Wiskott-Aldrich syndrome
protein for optimal activation by superantigen-loaded
antigen-presenting cells

Untransformed CD4*VB2* T cells from a healthy donor
and a WASP-deficient WAS patient (Figure 1A-B) were com-
pared for their ability to lexfemu: and produce cytokines
in response to EBV-transtormed B cells loaded with differ-
ent concentrations of TSST-1, a superantigen known to
stimulate CD4*VpR2* T cells. In contrast to control CD4* T
cells, WASP-deficient CD4* T cells failed to proliferate in
response to a dose of 1 ng/mL TSST-1 (Figure 1C). Although
they did proliferate at higher doses (10 and 100 ng/mL),
both the proportion and the number of cell divisions were
reduced when compared to control cells (Figure 1C and
Omdine Supplementary Figure S1A). The intrinsic ability of
WAS T cells to proliferate was not affected since they pro-
liferated nomally in response to phytohemagglutinin plus
intedeukin-2 (Fi re 1C). It is noteworthy that the prolifer-
ative capacity of WAS VB2 CD4" T cells upon APC stimu-
lation was found to be less severely affected than that
observed following stimulation with immobilized anti-
CD3/CD28 monoclonal antibodies (Owdine Supplementary
Figure S1A-E). The reduced proliferative capacity of WAS
Vp2' CD4' T cells was directly attributable to the lack of
WASP expression since re-expression of WASP by means of
a lentiviral vector led to improved APC- and anti-
CD3/CD28 monoclonal antibody-evoked proliferation
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(Oslisee Supplementary Figure S2A-E). In line with the prolif-
erative defect, when compared to T cells from healthy
donors, only half of the WAS T cells produced intedeukin-
2 at all the TSST-1 doses tested (Ownline Supplementary Figure
§3). The proportion of WAS cells that produced interferon-
v following TSST-1 stimulation was only moderately affect-
ed. More imponantly, the amount of cytokines (intedeukin-
2 and interferon-y) produced per cell, as assessed by mean
fluorescence intensity, was strongly reduced in the WAS T
cells at each dose of TSST-1 (Owline Supplememary Figure
53). The intrinsic ability of the WAS T cells to produce inter-
leukin-2 and interferon-y did not, however, appear to be
compromised, since PMA/ionomycin stimulation resulted
in similar percentages of healthy donors’ cells and WAS T
cells producing cytokines. These data extend previous find-
ings in the murine model of WAS* by showing that, in the
context of APC stimulation, human CD4* T cells require
WASP for optimal activation.

Aberrant morphology of Wiskott-Aldrich syndrome
protein-deficient T cells upon contact with
antigen-presenting cells

Given the actin reorganization activity of WASP, we stud-
ied the morphology of WAS CD4" T cells at contact with
APC, following staining of fixed conjugates with Auores-
cent phalloidin. A majority of control T cells entering in
contact with unpulsed APC had a round m;\g)hology and F-
actin was distributed as comical actin within shornt
filopodia (morphological category “inen”, Figure 2A-B). In
contrast, a majority of WAS T cells contacting unpulsed
APC displayed activated morphological appearances,
including either distoned shapes with actin protrusions
away from the APC (morphological category “distorted”) or
elongated shapes wrapping the APC with one pole enriched
in actin (morphological category “kinapse”) (Figure 2A-B).
As expected, upon contact with TSST-1-loaded APC, most
control T cells displayed a round or slightly Hattened shape
with short actin-rich pmu'uuons contacting the APC (mor-
phological category “synapse”, Figure 2A-B). In contrast
again, the majority of WAS T cells contacting TSST-1-
loaded APC belonged to the morphological categonies “dis-
torted” or “kinapse” (Figure 2A-B). The aberrant morpholo-
gy of WAS Tcerlssedxd not, howcver, result in a reduced abil-
ity to form conjugates with APC (Owdive Supplemerary
Figure 54). Together, these data suggest that in the context
of WASP deficiency, actin reorganization and cell shape
remodeling upon APC encounter do not proceed in a tightly
controlled or focused way.

Wiskott-Aldrich syndrome protein-deficient CD4" T cells
fail to assemble focused immunological synapses

We then tested the hypothesis that aberrant actin reor-
ganization and morphology of WAS CD4* T cells may
result in the assembly of an IS with abnormal structure and
altered signaling capabilities. The size of the mature IS
formed after 25 min of conjugation and the distribution of
markers of T-cell polanzation (MTOC), molecular segrega-
tion (CD45) and TCR engagement (phosphorylated tyro-
sine, pTyr) were investigated by analyzing confocal planes
spanning the center of conjugate contact areas and by visu-
alizing 3-D reconstructions of z-stack series. In agreement
with the propensity of WAS T cells to adopt a kinapse-type
morphology, WAS CD4' T cells in contact with TSST-1-
loaded APC appeared to have a slightly increased IS len
as compared to control cells (Figures 3 and 4A). IS length
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retumed to normmal following lentiviral vector-mediated cor-
rection of WASP expression. In both healthy donors’ cells
and WAS CD4* T cells, contact with TSST-1-loaded APC
induced polarization of the MTOC towards the contact
area (Figure 3). However, measurement of the distance
between the MTOC and IS center showed that WAS CD4*
T cells did not fully polanze their MTOC toward the IS cen-
ter (Figure 4A). This defect was directly linked to WASP
deficiency since transfer of WAS gene led to full MTOC
polarization (Figure 4A). Stimulation of healthy donors’
cells and WAS CD4" T cells with TSST-1-loaded APC
induced similardy high CD45 exclusion from the synaptic
area (Figures 3 and 4A). We did, however, note that wﬁen
in contact with unpulsed APC, WAS CD4* T cells displayed
a significant level of CD45 exclusion, which was not
observed in control cells. Intense phosphorylation of tyro-
sine residues was induced in most of the healthy donors’
cells and WAS CD4* T cells upon conjugation with TSST-1-
loaded APC (Figure 3). However, tyrosine phosphorylation
in WAS T cells appeared to be more dispersed than that in
control T cells and could be detected both inside and out-
side the confinements of the contact areas (Figure 3). When
comparing the ratio of pTyr intensity at the IS and that out-
side the IS, WAS T cells were cleady less efficient than con-
trol T cells in enriching pTyr specifically at the IS (Figure
4A). The defect in focusing pTyr at the IS was directly
attributed to WASP deficiency since WAS gene transfer cor-
rected this defect. Analysis of the pTyr staining fluorescence
intensity along the perimeter of WAS CD4* T cells indicated
that, in contrast to control cells, pTyr activation occurred at
dispersed islands, both inside and outside the confinements
of the IS area (one representative cell is shown in Figure 4B
and three additional cells are shown in Osline Supplemerntary
Figure S5A). The dispersed pTyr activation of WAS T cells
can also be well appreciated in 3-D animations from addi-
tional conjugates (Owline Supplementary Videos 1-6).
Following stimulation with superantigen-pulsed APC, nor-
mal T cells displayed a phosphorylated CD3¢ (pCD3E) sig-
nal at the IS appearing as dots coincident with the pTyr
staining (Owlive Supplemestary Figure S5B-C), thereby indi-
cating a productive engagement of the TCR activation com-
plex. In WAS T cells, although the signal for pCD3¢
appeared weaker, it was observed in association with the
p I'yr staining both inside and outside the confinements of
the IS (Owulive Supplementary Figure S5B-C). These data sug-
gest that the sites of TCR signaling follow an abnormal?y
dispersed pattem in WAS T cells. However, this abnormal
localization of TCR activation did not result in an abnormal
rate of TCR down-regulation (Oslie Supplemestary Figure
56). The above-mentioned data revealing incomplete polar-
ization and unfocused activation of WAS T cells were
obtained from the study of T cells engaged in conjugates
with APC for the intermediate period of 25 min. To provide
a kinetic assessment of the WAS T cell phenotype, MTOC
polarization and pTyr activation were measured in parallel
in WAS and healthy donors’ T cells after 10, 25 and 60 min
of APC contact. The mability of WAS T cells to fully
polarise the MTOC was already present at 10 min and
extended over 60 min (Owlive Supplemestary Figure S7).
Interestingly, WAS T cells appeared to have a faidy normal
capacity to induce pTyr at the IS after 10 min of contact
with superantigen-pulsed APC, but failed to maintain this
marker of activation at later time points. Collectively, this
spatio-temporal analysis of the IS architecture indicates that
WAS T cells fail to propedy polarize the MTOC towards
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the IS center and that although they initially activate pTyr
in the confinement of the IS, they gil to sustain active sig-
naling at the IS.

Abnormal behavior and erratic intracellular calcium
mobilization in Wiskott-Aldrich syndrome CD4"
T cells upon encounter with superantigen-loaded
antigen-presenting cells

Using time-lapse microscopy, we then evaluated the
dynamic behavior of WAS CD4* T cells at contact with
APC, In parllel, the ability of these cells to be efficiently
activated was assessed by single-cell [Ca*} measurements.
Upon encounter with a TSST-1-loaded APC, control CD4*
T cells rapidly stopped their locomotion to form prolonged
and relatively stable conjugates with the APC (Figure 5A). A
limited scanning activity was observed in the form of cycles
of membrane protrusions and retractions at the edges of the
T-celll APC contact (Owlive Supplementary Vidzo 7). In conr
trast, most WAS CD4* T cells displayed an abnormal behav-
ior, in agreement with the aberrant momphologies observed
in fixed cells. WAS CD4" T cells appeared prone to adopt an
elongated morphology associatcmidﬁ prolonged migrato-
ry activity along the APC surface (Figure 5A and Omlive
Supplementary Video 8). A quantitative analysis comparing
50 healthy donors’ cells and 50 WAS T cells revealed that
although WAS CD4" T cells established prolonged contacts
with APC, a reduced proportion of these cells was able to
engage in stable contacts (Figure 5B). Since T cells had been
pre-loaded with the Fluo-4 dye, we could investigate
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Figure 1. WASP |s required for optimal APC-induced T cell activa-
tion. (A) CD4'V[i2' T-cell lines generated from a healthy donor (HD)
and a WAS patient (WAS) were assessed for their purity. (8) WASP
expression levels were confirmed in these lines by western blot
analysis. (C) CFSE-labeled HD and WAS T celis were stimulated with
EBV-B cells (APC) loaded with the indicated concentrations of the
super-antigen TSST-1 (or PHA/IL-2, 1 ug/mL/100 IU/mL). Dilution
of CFSE in dividing cells was assessed by flow cytometry 3 days
after stimulation.
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whether the abnomnal behavior of WAS T cells on contact
with APC was associated with a reduced ability to mobilize
intracellular calcium. Whereas control CD4* T cells dis

played a rapid and prolonged nise in calcium as they formed
a stable contact with APC, WAS CD4* T cells showed only
intenmittent increases in ¢ aluum as they were scanning dw
APC (Figure 5A and C
assess calcium :slkumhng in WAS CD4* T cells more prtax'

ly, [Ca*}i luxes were measured at the single-cell level using
the Fura-2 dye. CD4* T cells interacting with unpulsed APC
exhibited either no or only very transient pattems of calci-
um mobilization (data sot skows). As shown by the repre-
sentative examples depicted in Figure 5C, most control T
cells exhibited a rapid and steady burst of calcium mobiliza-
tion upon encountering a 1S5T-1-loaded APC. In contrast,
WAS CD4* T cells displayed irregular and very unstable cal-
cium mobilization pattems, with intermittent spikes occur-

! 1/ -
"c' "L mentary v .u"‘ / 5 lﬂ

A DIC WASP

phalloidin

ring periodically. A quantitative analysis comparing 13
healthy donors’ cells and 16 WAS T cells revealed that the
maximum [Ca™)s (usually corresponding to the rapid initial
calcium rnise) reached comparable values in both types of
cells (Figure 5D), indicating that WAS T cells were nommally
sensitive to TSST-1 at the surface of the APC. However, fur
ther analysis confirmed that the calcium levels in WAS T
cells were less stable than in T cells from healthy donors
since the time spent above a theoretical 50% threshold (half
way between maximum Fura-2 ratio and the minimum
ratio) was lower in WAS T cells than in healthy donors’ cells
overa fixed period of time after the initial peak (Figure 5D).
Furthermore, measurement of the time before a cell reached
the 50% threshold after the initial burst of calcium deady
showed that WAS T cells were not able to maintain a sus-
tained intracellular calcium level following APC contact
(Figure 5F). In conclusion, our data cleady indicate that WAS

3D Figure 2, Abnormal morphology of

WASP-deficient T cells. (A) Healthy donor
(HD) and WAS CD4'V[32" T cells were incu-
bated for 30 min with APC pulsed with 10
ng/mL TSST-1 (+SAg) or not (-SAg). Cells
were then fixed and stained for F-actin
(green) and WASP (red). One representa-
tive T-cell/APC conjugate per condition is
shown as a 3-D reconstruction from con-
focal sections. (B) HD and WAS T cells
were classified Into four morphological
categories: round shape without actin-rich
protrusions (inert); round or slightly fiat-
tened shape with actin-rich protrusions in
contact with the APC (synapse); round to
distorted shape with diverse actin protru-
sions away from the APC (distorted); elon-
gated shape wrapping the APC with one
pole enriched in actin (kinapse). Seventy-
three T cells of each type were considered
for the morphology evaluation. The pre-
sented data are representative of three
experiments with one patient and three
additional experiments with another
patient,
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T cells can undergzo an initial rise in [Ca™}i similary to con
trol cells, but that they fail to maintain a sustained calcium
flux, necessary for optimal T-cell activation.

Discussion

By providing a comprehensive view on the contribution
of the actin regulator WASP to IS assembly, this study con
tributes to a better understanding of the complex interplay
between actin dynamics and the regulation of TCR-driven
signaling. Time-lapse and 3-D microscopy analysis of pri
mary T-cell lines derived from WAS patients showed that
WASP is required for the morphological stabilization of 1
cells upon APC encounter. In association with their aberrant
morphology, WASP-deficient T cells assemble a poory
focused 1S, characterized by incomplete polarization, spa-
tially dispersed TCR signaling and erratic calcium mobiliza
tion. These defects may undedine, at least in pan, the func-
tional defect of WAS T cells which are characterized by
reduced proliferation and cytokine production.

The elongated morphology of WAS T cells upon APC
conjugation supports the notion that WASP is not necessary
for the formation of the lamellipodium during IS assembly,
a step that appears to be under the control of the WASP
family protein WAVE2.” Murine models have yielded con
tradictory results on whether WASP panticipates in the
cytoskeletal architecture of the 1S.** Our live and 3-D
microscopy data on T cells from WAS patients strongly sup
port a major role of WASP in shaping the T-cell cytoskeletal
architecture during an APC encounter and IS assembly.
Indeed, WAS T cells display an aberrant morphology, form
abnormmal actin-rich protrusions and polarize their MTOC

Figure 3 Structural and
molecular defects at the
WAST cell IS. Healthy donor
(HD) and WAS CD4'Vp2' T
cells were incubated for 30
min with APC pulsed with 10
ng/mL TSST-1 (+SAg) or not
(-SAg). Cells were then fixed
and stained for «etubulin
(green), CD45 (red) and
phosphotyrosine (blue).
Representative T-cell/APC
conjugates are shown as
transmission light (DIC), con-
focal sections through the IS
plane and 3-D reconstruc-
tion (overlay of «e-tubulin,
CD45 and phosphotyrosine).
The presented data are from
one experiment representa-
tive of six experiments.
Similar data were obtained
with T-cell lines from a dis-
tinct WAS patient and
healthy donor.

incompletely. This phenotype is consistent with the disor
ganized cytoskeleton polanzation of WASP-dehicient T cells
in response to immobilized anti-CD3 monclonal antibody™
and chemokines.™ It is also in line with the finding that
Arp2/3 knocked-down T cells produce disorganized actin
rich protrusions over the APC surface™ The incomplete
polarization of the MTOC is also in agreement with the
reduced ability of cytotoxic T lymphocytes from WAS
patients to fully p« larize their lytic granules towards the IS
center.” The observation that a substantial proportion of
WAS T cells is abnomnally elongated and motile at the con
tact with APC is reminiscent of the recently described
motile synapse, termed kinapse and characterized as a
moving adhesive junction, with a leading lamellipodium.”
A role for WASP in setting a synapse behavior, rather than
a kinapse behavior, is supported by the finding that WASP
promotes IS symmetry to counteract PKC-6-mediated IS
destabilization, in a model of naive WASP-KO T cells inter
acting with lipid bilayers presenting peptide-MHC com-
plexes.’® However, the aberant actin structures observed in
a number of WAS T cells suggest that WASP deficiency
does not simply result in the formation of physiological
Lumpux as an altemative to classical synapses, but rather
results in the formation of non-physiological unstable
synapses.

Our data show that even if WAS T cells assemble unsta
ble synapses, they maintain the ability to form prolonged
conjugates with APC, as previously reported,”* and to
engage their TCR. Activation defects in WAS T cells are,
therefore, most likely related to the abnomnal IS structure
and molecular organization. Our study strongly suggests
that WASP links controlled remodeling of actin-rich struc
tures at the IS and positioning of the MTOC to the distribu
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six. Similar data were obtained with T-cell lines from a distinct WAS patient and healthy

donor.

Postion along cell penimeter (um)

tion of signaling complexes during TCR activation. This is
in part supported by the fact that the WAS T-cell polariza-
tion defect appears to precede the activation defect.
Indeed, our kinetic study indicates that the reduced ability
to polarize the MTOC towards the APC is already present
cady after conjugate formation, while pTyr activation is
nomally focused within the eady IS, but then becomes
abnormally spread at later times. The distribution of pTyr
staining outside the IS confinement in WAS T cells is in
accordance with the role of Arp2/3-dependent actin
remodeling in promoting central TCR/MHC accumula-
tion.” Very interestingly, the actin cytoskeleton has recent-
ly been proposed to play a key role in the formation and
motility of TCR microclusters observed in T cells contact-
ing planar membrane bilayers as surrogate APC.**
Although we could not assess whether WASP panticipates
in actin-driven TCR microcluster dynamics in T-cell/APC
conjugates, we did verify that the dots of pTyr activation
were coincident with the activation of the TCR/CD3 com-
plex, as revealed by specific staining for pCD3E. It remains
to be investigated whether the abnormal spatial activation
of WAS T cells applies to other key signaling molecules of

haematologica | 2011; 86(10) 14

the TCR activation complex. The dispersed distribution of
TCR-driven activation may prevent coordinated signal
integration, thereby resulting in the erratic pattem of calci-
um mobilization observed in WAS T cells. Indeed, the flux
of [Ca™) has been shown to result from the collection of
individual TCR stimulation events occurring at the 1S If,
in addition, one considers the high motility of WAS T cells
on APC, it is possible that the dispersed foci of pTyr are
transient and only deliver short shots of activation. Such a
dispersed and transient activation pattem could prove suf-
ficient to induce efficient TCR intemalization, similady to
the situation described for motile naive T cells in lymph
nodes.” However, it may not enable sustained calcium
mobilization. This hypothesis is supported by the finding
that recently activated T cells forming kinapses i vivo
engage their TCR efficiently but fail to accumulate the sig-
naling molecule LAT at the IS and emit only shont calcium
spikes.” Since an initial wave of [Ca™}: is required for the
stop signal™ and since the [Ca™]i signaling pattem rcgulalcs
the shape and stability of T cells contacting APC,” it may
be argued that a primary defect in calcium mobilization is
responsible for the phenotype of WAS T cells, However,
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the fact that WAS T cells show no defect in the intensity of
the initial wave of [Ca*}, but fail to maintain sustained
[Ca*) strongly indicates that the abnomal calcium mobi-
lization pattem is a consequence rather than a cause of the
disorganized WAS T-cell IS. Previous studies have failed to
detect major TCR proximal signaling defects in WASP-defi-
cient T cells, apart from a parially reduced calcium mobi-
lization.”” Our data stmngr;l suggest that this global reduc-
tion is due to erratic calcium mobilization at the single cell
level. It is conceivable that this abnommal pattem of calcium
mobilization plays a major role in the reduced activation of
WASP-deficient T cells following antigen stimulaton. In
the context of APC, the proliferation and cytokine produc-
tion defects of WASP-deficient CD4* T-cell lines appeared
less pronounced than those previously observed after stim-
ulation with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies
(Owline Supplementary Figure 1A-B), and would, therefore,
be compatible with the observed calcium mobilization
defect. In agreement, studies conducted in WASP-KO mice
have shown only parially reduced to even nommal T-cell
proliferation or intedeukin-2 production in response to
APC stimulation.** Furthermore, reduction in prolifera-
tion and production of cytokines has been attributed to, at
least in pant, compromised TCR-mediated NFAT-transcrip-

422 haamatologica | 2011; 96(10)
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Figure 5. Erratic calcium mobilization in WAS
T cells, (A) Movie sequences over 28 min 34
sec of CD4'Vi2' T cells from a healthy donor
(HD) and a WAS patient Interacting with B-
EBV B cells (blue) pulsed with 10 ng/mL
TSST-1. T cells were loaded with Fluo4 to
visualize the rise in intracellular calkcium con-
centration (green). The represantative HD T
cell forms a relatively stable contact with the
APC and displays a sustained rise in intraced
lular calcium, wh the rep tative
WAST cell forms an unstable contact with the
APC and displays intermittent rises in intraced
lular calcium. (B) The relative proportion of
stable T/APC contacts was assessed by con-
sidering 50 HD and 50 WAS T cells contacting
an APC for at least 25 min. A stable contact
was defined as a T cell staying for 25 min
within one cell diameter of its initial position,

relative to the APC. The data shown were

02 obtained from 18 video sequences and corre-
spond to the mean £ SEM of three independ-

04 ent experiments. P values were calculated
) using a two-tailed Mann-Whitney test. (C)

Measurements of the 340 nm to 380 nm
ratios corresponding to [Ca™) mobilization in
six representative Fura 2-AM-labeled HD and
WAS T cells forming prolonged conjugates
with TSST-1-pulsed APC. (D) The relative max-
imum calcium variation (Amax) per cell was
calculated by subtracting the median value of
the ten lowest 340/380 (Imin) ratio values to
the median of the ten highest ratio values
(Imax) observed in individual cells over a fixed
period of time of 30 min. (E) The 50% thresh-
old value was calculated for each individual
s cell over a fixed period of time (30 min) as

g 8
H

_}

1500) —— (Imax-imin)/2. The percent of time spent over
that threshold value was then determined on

1000 a single cell basis over the same fixed period
of time. (F) The initial peak duration corre-

sponds to the amount of time the intracellular

500 calcium ratio stayed over the 50% threshold

after the initial calcium peak. Values repre-
sented in the analysis (D-F) correspond to 13
(HD) and 16 (WAS) individual T cells analyzed
in a total of three independent experiments. P
value were calculated using o two-tailed
Mann and Whitney test.

A,

HD

Z

tional activation,** a pathway highly sensitive to fluctua-
tions in [Ca™}.*

In conclusion, our study shows that, following an APC
encounter, the actin regulator WASP controls spatial con-
finement of TCR activation at the IS. Our data turther link
focused TCR activation to sustained calcium flux and
downstream activation. In apparent contrast with our find-
ings, a role for WASP in the nucleus of T cells has been
recently established, showing that it controls the transcrip-
tional regulation of T-bet at the chromatin level.” We,
therefore, need to consider that WASP may play parallel but
non-redundant roles in distinct intracellular companments,
converging towards a fine-tuning of key signaling pathways
and transcoptional programs.
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Supplementary Design and Methods

Cell lines

CD4* T cells were isolated by negative depletion using Rosette Sep
(StemCell Technologies). CD4*Vi2* T cells were then positively select-
ed by incubating the CD4* T cells with an anti- T-cell receptor (TCR) Vi
monoclonal antibody (Beckman Coulter) followed by magnetic sorting
using beads coated with GAM-antibody (Miltenyi). CD4VR2* T cells
were cultured in RPMI 1640, 5% human serum and 100 U/mL human
interleukin-2. They were expanded by repeated stimulation every 19-21
days with either anti-CD3/CD28 coated beads’ or feeder cells? Cell
purity was assessed by flow cytometry (FACScan, Becton Dickinson)
using fHuorescein isothiocyanate-labeled ant-CD4 monodonal antibody
(Becton Dickinson) and phycoerythrin-labeled anti-T-cell receptor Ve
(Beckman Coulter) and was routinely between 95% and 99% pure. To
restore WASP expression stably in WAS CD4*VE2' T cells, a single trans-
duction was performed as previously described” with the wi1.6W
lentiviral vector (VSVg-pseudotyped self-inactivating lentiviral vector
containing human WAS promoter/cDNA in its clinical configuration:
pCCL backbone and mutated WPRE sequence’). Epstein-Barr virus
(EBV)-transformed B cells (IY) were cultured in RPMI 1640, supplement-
ed with 10% fetal calf serum, non-essential amino acids, sodium pyru-
vate, penicillin, streptomycin and 50 M 2-mercaptoethanol. For super-
antigen loading, JY cells were incubated with the indicated concentra-
tion of TSST-1 for 1 h at 37°/5% CO» in complete medium and washed
twice to remove unbound TSST-1.

Intracytoplasmic cytokine staining

T cells (1x107) were stimulated with an equal number of CMFDA.-
labeled B-EBV cells (Y) preloaded with the indicated concentration of
TSST-1, or with PMA (0.25 uM) plus ionomycin (25 uM). Brefeldin A
(BD Plug) was added, at a concentration of 1 ug/mL, after 1 h of sumu-
lation to promote cytokine accumulation, and the incubation was car-
ried on for another 3 h. Cells were then collected, fixed in BD Perm/Fix
solution, stained with anti-human interleukin-2-phycoerythrin or anti-
human interferon-y-Alexa647 monoclonal antibodies (BD Pharmingen)
and analyzed on a FACSCalibur. Data were analyzed using FlowJo soft-

ware.

Detection of CD3Z phosphorylation by confocal microscopy

Healthy donors’ cells and WAS CD4*VB2* T cells were incubated for
25 min with APC pulsed with 10 ng/mL TSST-1. Cell conjugates were
then fixed and stained with anti-phosphotyrosine monoclonal antibod-
ies (clone pY99 from Santa Cruz Biotechnology) and with ant-pCD3C
antibodies (rabbit monoclonal antibody recognizing pY142 from
Epitomics, Buringame, CA, USA).

Analysis of cell morphology and immunological synapse
structure from confocal images

T-cell morphology and F-actin distnbution were analyzed by examin-
ing the phalloidin-stained conjugates along the z-axis. Three-dimension-
al images were obtained by processing z-stacks (approximately 30
stacks per conjugate) with Imaris software (Bitplane AG, Zurich,
Switzerland). For the study of immunological synapse (IS) structure,
images (planes through the center of the IS and 3-dimensional recon-
structions) were obtained without processing with the Zen file browser
(Carl Zeiss). Using single planes through the center of the IS, IS length
and markers of T-cell polarization (MTOC) distance to IS center were
measured using the single line function of MetaMorph software
(Universal Imaging Corporation). The relative distribution of CDA45 and
pTyr inside and outside the IS area was obtained from the comespon-
ding staining intensity profile along the cell perimeter, using MetaMorph
software (line scan width 6). CD45 was considered excluded from the IS
when the corresponding staining intensity was higher outside than
inside the IS area. Phosphotyrosine activation at the IS was assessed as
the ratio berween pTyr intensity at the IS versus pTyr intensity outside
the IS.

Measurement of the rate of conjugate formation

JY cells were pulsed with 10 ng/mL TSST-1, labeled with 1 pM
CMTMR, washed and resuspended at a cell density of 4x107mL. T cells
were labeled with 0.5 uM CMFDA and resuspended at 4x10%mL. T
cells and B cells (100 uL of each) were mixed ina 5 mL FACS tube, sed-
imented by centrifugation and incubated for various time at 37°C. After
incubation, conjugates were fixed in 4% PFA and read on a BD
FACScalibur. The percentage of T cells was defined as the proportion of
CMTMR/CMFDA* events within the CMFDA® population.

T-cell receptor down-regulation

TSST-1-pulsed and unpulsed JY cells were labeled with 1 uM
CMTMR. CMTMR:labeled JY cells (1x10°) were then mixed with an
equal number of T cells in U-bottomed 96-well plates. After 3 h at
37°C/5% CO», cells were resuspended in phosphate-buffered saline/10
mM EDTA on ice and washed in FACS buffer (phosphate-buffered
saline/0.5% bovine serum albumin). TCR surface expression was
assessed by staining with an anti-CD3 monoclonal antibody (OKT3,
eBioscience) followed by a GAM-1gG2a-AlexaFluor-488 secondary anti-
body. TCR/CD3 expression level in sumulated T cells was expressed as
the percentage of the level of CDS in'T cells stimulated by unpulsed B-
EBV cells.
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and o-tubulin alongB the complete cell perimeter. The limits of the

interaction are reported and the corresponding IS length indicated. (B)
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Online Supplementary Figure S7. Defective MTOC polarization in WAS T cells precedes abnormal pTyr distribution. MTOC translo
cation to the IS (distance to IS center) and phosphotyrosine activation (expressed as a ratio between plyr intensity at IS and
pTyr intensity outside 1S) were assessed in parallel in healthy donor (HD) and WAS CD4VE2* T cells after conjugation with
unpulsed APC ("0%) or alter 10, 25 or 60 mun conjugation with 1SST1-pulsad APC. Al least 30 conjugates were considerad per
condition. An unpaired Student’s t test was applied and significant differences between conditions are represented as follows:

*P<0.05, ¥%P<0.01, ***P< 0,001,
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Video 1. 360" animation of a 3-D reconstruction showing the contact of a healthy donor T cell with an unpulsed APC. Staining for a-tubulin appears in
green, staining for CD45 appears in red and staining for phosphotyrosine appears in blue, SEE VIDEO FILE

Video 2. 360" animation of a 3-D reconstruction showing the contact of a healthy donor T cell with a TSST1-pulsed APC. Staining for a-tubulin appears
in green, staining for CD45 appears in red and staining for phosphotyrosine appears in blue. SEEVIDEO FILE

Video 3. 360° animation of a 3-D reconstruction showing the contact of a WAS T cell with a TSST1-pulsed APC. Staining for a-tubulin appears in green,
staining for CD45 appears in red and staining for phosphotyrosine appears in blue, SEE VIDEO FILE

Video 4. 360° animation of a 3-D reconstruction showing the contact of a WAS T cell with a TSST1-pulsed APC. Staining for o-tubulin appears in green,
staining for CD45 appears in red and staining for phosphotyrosine appears in blue. SEE VIDEO FILE

Video 6. 380" animation of a 3-D reconstruction showing the contact of a WASP-reconstituted WAS T cell with a TSST1-pulsed APC. Staining for a-
tubulin appears in green, staining for CD45 appears in red and staining for phosphotyrosine appears in blue, SEE VIDED FILE

Video 6. 360" animation of a 3-D reconstruction showing the contact of a WASP-reconstituted WAS T cell with a TSST1-pulsed APC. Staining for -
tubulin appears in green, staining for CD45 appears in red and staining for phosphotyrosine appears in blue, SEE VIDEO FILE

Video 7. Time-lapse video recording of a healthy donor T cell entering in contact with a TSST-1-pulsed APC (blue). The T cell was loaded with Fura-4 to
visualize rises in intracellular calcium, SEE VIDEO FILE

Video 8. Time-lapse video recording of a WAS T cell entering in contact with a TSST-1-pulsed APC (blue). The T cell was loaded with Fura-4 to visualize
rises in intracellular calcium, SEE VIDEO FILE
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Discussions et perspectives : D 'un point de vue fondamental

Les résultats présentés seront tout d’abord discutés d’un point de vue fondamental
autour de I’implication de WASP dans les différentes étapes permettant aux lymphocytes T de
mettre en place la réponse immunitaire adaptative. La place de WASP en tant que régulateur
du cytosquelette d’actine sera apprécié¢e au niveau cellulaire puis au niveau moléculaire. Dans
une seconde partie, les résultats obtenus seront discutés d’un point de vue

physiopathologique.

I. ROle de WASP dans la dynamique des lymphocytes T : point de

vue fondamental

1. Au niveau cellulaire

De part la fonction de régulateur du cytosquelette d’actine décrite pour la protéine
WASTP, il est rationnel d’imaginer que WASP soit impliquée dans toutes les fonctions pour
lesquelles une bonne organisation du cytosquelette d’actine est requise. Dans ce travail, nous
avons expérimenté le r6le de WASP dans les fonctions de mobilité des lymphocytes T et

d’interaction avec les cellules présentatrices de 1’antigéne.

De maniere surprenante, nous avons clairement montré que WASP n’était pas requit
pour la migration dirigée par les chimiokines: CXCL12, CCL19 et CCL21 des
lymphocytes T CD4" in vitro. Ces résultats sont & premiére vue en désaccord avec une étude
précédente montrant une diminution du pourcentage de migration des lymphocytes T CD3" de
patients WAS (Haddad et al., 2001). Contrairement a nos travaux qui ont consisté en 1’étude
de la migration d’une population purifiée en lymphocytes T CD4", Haddad et al. ont évalué le
pourcentage de lymphocytes T CD3" en migration parmi les cellules mononuclées du sang
périphérique. La reduction du pourcentage de lymphocytes T de patients WAS capable de
migrer en réponse aux chimiokines pourrait s’expliquer dans 1’étude de Haddad et al. par : 1/
un effet négatif des cellules mononuclées du sang périphériqgue WASP déficientes sur la
migration des lymphocytes T ou 2/ un effet positif des cellules mononuclées du sang
périphériqgue WASP positives sur la migration des lymphocytes T de donneurs sains. D’autre
part, alors que nous avons étudié la migration de lymphocytes T CD4" primaires, Haddad et
al. ont analysés la migration de lymphocytes T CD3" fraichement isolés du sang. Des

différences de proportion en lymphocytes T naifs vs effecteurs/mémoires ainsi que de niveau
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d’expression des récepteurs aux chimiokines peuvent étre a 1’origine des résultats
contradictoires obtenus entre les 2 études. En revanche, bien que des défauts de migration
vers les organes lymphoides secondaires aient été observés in vivo chez les souris WASP
déficientes, la migration des lymphocytes T murins en réponse a la chimiokine CXCL12 n’est
pas affectée par la déficience en WASP in vitro (Gallego et al., 2006). De méme, in vitro, les
lymphocytes T CD3" murins déficients pour WASP migrent dans des proportions
comparables en réponse a la chimiokine CXCL12, avant et apres restauration de 1’expression
de WASP (Blundell et al., 2008). In vivo, nous avons également montré de maniere indirecte
dans une étude précédente (Cf. Annexe 1), que I’expression de WASP présente un avantage
sélectif a la migration des lymphocytes T vers les organes lymphoides secondaires (Trifari et
al., 2010). Suite a une mutation corrective spontanée, une partie des lymphocytes T du patient
WAS étudié dans ce travail ré-exprime WASP. Chez ce patient, la proportion de lymphocytes
T WASP positifs observée dans la rate est largement augmentée en comparaison a celle notée
dans le sang. Finalement, I’origine des défauts de migration des lymphocytes T vers les
organes lymphoides secondaires observés in vivo en absence de WASP est a chercher ailleurs

que dans leur capacité a migrer en réponse aux chimiokines et reste a étre identifiée.

La réponse a cette question réside peut étre dans un défaut des lymphocytes T
déficients pour WASP a s’extravaser a travers les HEV, passage obligé pour I’entrée dans les
organes lymphoides secondaires. En effet, le processus de transmigration difféere de la
migration en 2 ou 3-dimensions a plusieurs niveaux. Tout d’abord, elle a lieu dans un
environnement mouvementé par le flux sanguin et par consequent requiert une forte adhésion
des lymphocytes T aux cellules endothéliales. Ensuite, elle implique qu’a travers cette
interaction, les lymphocytes T scannent la surface des cellules endothéliales pour finalement
trouver le lieu de leur passage a travers ou entre les cellules endothéliales. La majorité des
cellules du systeme immunitaire vont émettre des protrusions riches en actine a la surface des
HEV qui vont faciliter le passage trans-endothélial (Muller, 2011). Ce n’est que tres
récemment que la formation de protrusions capables de palper la surface des cellules
endothéliales a été observée sur les lymphocytes T (Carman et al., 2007; Shulman et al.,
2012). Alors que Carman et al. ont décrit des protrusions de type podosome a la surface des
lymphocytes T interagissant avec les cellules endothéliales, Shulman et al. ont rapporté des
protrusions adhésives et invasives comparables aux filopodes. Dans les 2 études, 1’absence
des protrusions décrites conduit & un défaut de transmigration des lymphocytes T. En accord

avec le réle clairement établi de WASP dans la formation de podosomes par les macrophages
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et les cellules dendritiques (Burns et al., 2001; Calle et al., 2004; Linder et al., 1999), Carman
et al. ont montré qu’en absence de WASP, les protrusions de type podosome ne sont plus
formées a la surface des lymphocytes T. En conséquence, leur passage trans-cellulaire est trés
largement réduit alors que leur passage para-cellulaire n’est pas affecté (Carman et al., 2007).

Le passage trans-cellulaire étant minoritairement utilisé par les lymphocytes T par rapport au
passage para-cellulaire (Marchesi and Gowans, 1964), ces résultats ne semblent pas suffisants
a eux seuls pour expliquer la réduction de la migration lymphocytaire vers les organes
lymphoides secondaires en absence de WASP. Alors que de maniere surprenante, aucune
distinction dans les molécules d’adhésion impliquées dans les passages trans- et para-
endothélial n’a été rapportée, WASP apparait comme impliqué seulement dans le passage
trans-cellulaire. Par conséquent, il serait intéressant de comprendre si les protrusions formées
a la surface des lymphocytes T sont distinctes pour les 2 types de passage. On se demande
également, si le cytosquelette d’actine est nécessaire et controlé par d’autres régulateurs que
WASP pour le passage para-cellulaire. Enfin, on peut envisager que les protrusions décrites
par Shulman et al., de nature différente de celles décrites par Carman et al. soient strictement

impliquées dans le passage para-cellulaire ou dans des étapes distinctes de la diapédése.

A P’instar des macrophages qui sont capables d’adapter leur mode de migration a leur
environnement (Van Goethem et al.,, 2010), nous avons tenté de comprendre si les
lymphocytes T pouvaient former des protrusions invasives/dégradatrices pour migrer dans
des tissus denses. Nous avons montré qu’ils n’étaient pas capables de pénétrer dans des
matrices denses de Matrigel alors qu’ils traversent rapidement des matrices de collagéne (Cf.
Annexe 2). En parallele, nous avons testé leur capacité a former des protrusions invasives de
type podosome et a dégrader la matrice extracellulaire. Sur les différents substrats testés
(fibronectine, ICAM-1) et dans les différentes conditions de stimulations expérimentées
(PMA, CXCLI12), nous n’avons pas observé la formation de podosome a la surface des
lymphocytes T. Ces cellules n’étaient également pas capables de dégrader la matrice. En
accord avec ces résultats, nous avons également montré que la migration des lymphocytes T
dans des matrices de collagéne de différentes densités n’est pas affectée par la déficience en

WASP (résultats non présenteés).

Jusque trés récemment, des protrusions de type podosome/filopode n’avaient été
observées a la surface des lymphocytes T qu’au contact des cellules endothéliales (Carman et

al., 2007; Schumann et al., 2010). La morphologie plane de ces cellules permet d’observer par
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microscopie la zone de contact entre le lymphocyte T et la cellule endothéliale dans un plan
focal et a haute résolution. L’intérét particulier des cellules endothéliales réside aussi dans
leur fonction de cellules présentatrices de I’antigéne pour les Ilymphocytes T
effecteurs/mémoires (Perez et al., 1998; Shiao et al., 2007). En effet, il a été montré qu’apres
induction de 1’expression des molécules de CMH-II par stimulation avec de I’IFN-y, les
cellules endothéliales sont capables d’activer des lymphocytes T effecteurs/mémoires. Ainsi,
I’étude de I’interaction entre une cellule endothéliale et un lymphocyte T présente les mémes
avantages en termes de résolution d’image que le mod¢le artificiel, développé par le groupe
de M. Dustin, des bicouches lipidiques et des anticorps anti-CD3 adsorbés sur un support en
verre (Dustin et al., 2007). Ce modéle d’étude a permit a Sage et al. de montrer dans des
travaux trés récents que les lymphocytes T établissent des protrusions de type invadosome
(invadopode/podosome) leur permettant d’interagir étroitement avec les cellules endothéliales
(Sage et al., 2012). Dans le modele des bicouches lipidiques, ces protrusions sont également
formées par les lymphocytes T, mais leur observation est délicate car elles sont quelques peu
réprimees par la rigidité de la surface avec laquelle elles interagissent. Finalement, les auteurs
de ces travaux ont aussi observé des invadosomes a la zone de contact entre un lymphocyte T
et une cellule présentatrice de 1’antigéne conventionnelle (lymphocytes B, cellules
dendritiques) en analysant finement les conjugues éetablis dans le plan focal du microscope.

La formation des invadosomes précede la signalisation calcique et favorise 1’activation
lymphocytaire. Au regard de ces résultats, les auteurs proposent le terme de podo-synapse
pour décrire ce type d’interaction. Les molecules classiquement recrutées a la synapse
immunologique (TCR, PKC-0, Zap-70, P-Tyr) sont aussi enrichies dans ces structures. Les
invadopodes sont également enrichis en molécules classiquement observées dans les
invadosomes/podosomes (LFA-1, F-actine, taline). Précédemment des microcontacts enrichis
en F-actine, WASP et TCR avaient aussi été observés a la surface des lymphocytes T
(Bunnell et al., 2002; Seminario and Bunnell, 2008). L’ensemble de ces résultats suggeére un
role de WASP dans la formation de ces protrusions nouvellement identifiées sur les
lymphocytes T mais trés bien caractérisées a la surface des macrophages et des cellules
dendritiques (Burns et al., 2001; Calle et al., 2004; Linder et al., 1999). Un défaut de
formation des invadosomes des lymphocytes T en absence de WASP, pourrait expliquer
I’instabilit¢ des synapses immunologiques formées avec les cellules présentatrices de
I’antigéne et I’hypo-activation lymphocytaire qui en résulte. Dans le contexte des rencontres

des lymphocytes T avec les cellules présentatrices de 1’antigéne en absence d’antigéne, un
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défaut de formation des invadosomes en absence de WASP pourrait expliquer la diminution

de la durée des arréts de migration a I’origine de 1’hypermobilité des lymphocytes T.

Finalement, de nombreuses questions restent en suspens autour de la formation des
protrusions de types podosomes a la surface des lymphocytes T. Ces structures ont été
observées uniquement lorsque les lymphocytes sont au contact de partenaires cellulaires. On
peut se demander alors si le contact cellulaire est nécessaire a la formation de ces protrusions.
Dans ce cas quel serait le mécanisme d’induction des protrusions par les partenaires
cellulaires ? 1l est également possible que ces protrusions soient aussi formées en absence de
partenaires cellulaires. Au contact de la matrice extracellulaire, les protrusions des
lymphocytes T pourraient étre réprimées et par conséquent plus difficiles a mettre en
évidence. Ainsi dans notre étude, la résolution microscopique a pu étre une limite a leur
observation (Cf. Annexe 2). D’autre part, nos tentatives de mise en évidence de ces
protrusions ont été réalisées seulement sur cellules fixées, aprés marquage des molécules
connues comme enrichies dans ce type de structure : F-actine, vinculine, taline, cortactine,
WASP (Cf. Annexe 2 et résultats non présentés). Il serait intéressant de poursuivre ce travail,
par des observations sur cellules vivantes en temps réel. Avec cet objectif, nous avons
transfecté des lymphocytes T avec un plasmide codant pour la lifeAct couplée a la protéine de
fluorescence mcherry (Figure 16). Malgré un faible pourcentage de cellules transfectées et
une mortalité cellulaire élevée, les résultats obtenus sont prometteurs en termes de qualité de
marquage de 1’actine. En effet, nous sommes capables de visualiser de maniére trés fine, la

dynamique des protrusions riches en actine eémises par les lymphocytes T.

0 dmini2s Emind3s 11T mni7s 18 min 54 s 20min18s

Figure 16 : Observation en temps réel de la dynamique de I’actine d'un lymphocyte T.

Séquence d’images représentant un lymphocyte T CD4" transfecté avec un plasmide codant pour la lifeAct-
mcherry (rouge) au contact d’un lymphocyte B (JY). Images réalisées sur un microscope confocal 510, objectif
63X, zoom 3. Superposition de la transmission (DIC) et de la fluorescence mcherry.

Nous pourrions également utiliser la microscopie électronique pour mettre en évidence
I’existence ou non de ces protrusions sur les lymphocytes T au contact de la matrice
extracellulaire. Enfin, un challenge pour le futur serait de prouver 1’existence des protrusions

de type podosome a la surface des cellules présentatrices de I’antigéne observées in vitro,

137



Discussions et perspectives : D 'un point de vue fondamental

dans des systemes in vivo et d’en étudier la dynamique. A nouveau, la microscopie
électronique serait un outil précieux pour observer ces structures a la surface des lymphocytes
T comme cela a été montré au niveau des HEV de vaisseaux inflammés chez le cochon d’Inde
(Carman et al., 2007; Shulman et al., 2009). La dynamique des protrusions pourraient étre
suivie par marquage des lymphocytes T avec de la lifeAct-couplée a une protéine fluorescente
et/ou avec des anticorps (Fab) non-bloguants anti-LFA-1 (clone 24 : reconnaissant la
conformation de haute affinité de LFA-1), couplés a une protéine fluorescente (Smith et al.,
2005; Starnes et al., 2011). Les lymphocytes T seraient observés par microscopie confocale en

temps réel au contact des cellules endothéliales chargées en antigene.

Une étape tres peu étudiée et pourtant clef dans I’activation des lymphocytes T est leur
rencontre avec les cellules présentatrices de ’antigéne chargées en antigéne du soi. Lors
de ces interactions les cellules présentatrices de I’antigéne induisent la mobilité des
lymphocytes T, leur survie et leur activation homéostatique (Delon et al., 1998; Kondo et al.,
2001; Real et al., 2004; Revy et al., 2001). De maniére tres surprenante, nous avons montré
que dans cette étape WASP agit comme un frein a la mobilité des lymphocytes T induite par
les cellules présentatrices de 1’antigéne. Les conséquences a I’hyper-mobilité des lymphocytes
T déficients pour WASP sont : 1/ une élévation du seuil du signal d’arrét de migration induit
par la reconnaissance des complexes CMH-peptide et 2/ une augmentation de la survie
cellulaire. Nous avons également tenté de comprendre qu’elles pouvaient E&tre les
conséquences de I’hyper-mobilité lymphocytaire observée en absence de WASP sur
I’activation homéostatique. Pour cela nous avons mesuré I’expression des marqueurs
d’activation précoce : CD25, CD40L et CD69 a la surface des lymphocytes T, aprés 24, 48 et
72 heures de culture en présence ou en absence de cellules dendritiques immatures (Figure 17
et résultats non présentés). Dans notre systéeme, la présence de cellules dendritiques ne
conduit pas de maniére reproductible a une augmentation de 1’expression des marqueurs
d’activation précoce sur les cellules WASP positives (shControl) ou WASP négatives
(shWASP). En contréle positif, nous avons vérifié que la présence de TSST-1 a la surface des

cellules dendritiques augmentait le niveau d’expression des marqueurs d’activation étudiés.
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Figure 17 : Expression de CD25, CD40L et CD69 a la surface des lymphocytes T incubés seuls ou en
présence de cellules dendritiques immatures.

Les lymphocytes T CD4" WASP positifs (shControl) ou WASP négatifs (shWASP) ont été incubés pendant 24h
seuls ou en présence de cellules dendritiques non-chargées (unpulsed iDC) ou chargées en TSST-1 (Ag pulsed
iDC). L’expression des marqueurs d’activation précoce : CD25, CD40L et CD69 a été mesurée a la surface des
lymphocytes T GFP™ transduits avec les vecteurs shControl ou shWASP codant pour la GFP.

Sans plus de succes, nous avons également analysé la prolifération des lymphocytes T au
contact de cellules dendritiques immatures non chargées en antigéne, par dilution du CFSE ou
incorporation de thymidine tritiée apres différents temps de culture. Le parametre le plus
étudié précédemment pour révéler une activation homéostatique des lymphocytes T par les
cellules présentatrices de I’antigéne est la mesure des flux calciques dans les lymphocytes T
(Delon et al., 1998; Real et al., 2004; Revy et al., 2001). Dans notre modeéle, il serait par
conséquent intéressant de suivre en temps réel la fluctuation du calcium lymphocytaire au
contact des cellules dendritiques. Au regard de I’hyper-mobilité et de la survie favorisée des
lymphocytes T en absence de WASP, on pourrait s’attendre a une augmentation de 1’intensité
maximale des flux calciques et/ou a un meilleur maintien de la signalisation. Néanmoins, bien
que la signalisation calcique soit le reflet d’une activation lymphocytaire, elle est également
observée au cours de la migration lymphocytaire et précéde les arréts de migration. Ainsi
I’analyse de la fluctuation calcique apparait délicate dans notre systéme et devra étre associee
a une analyse morphologique rendant compte de I’activité¢ du lymphocyte T.

L’activation homéostatique diminue le seuil d’activation antigéne spécifique
(Stefanova et al., 2002). 1l serait par conséquent intéressant d’étudier dans le contexte de la

déficience en WASP les conséquences de I’activation homéostatique sur la rencontre
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successive avec des cellules dendritiques chargées en antigéne pathogene. Des parameétres non
modifiés par ’absence de WASP dans I’activation antigénique devront étre analysés afin de
les dissocier des conséquences de I’activation homéostatique en absence de WASP.
L’internalisation du TCR n’étant pas affectée par la déficience en WASP dans le contexte de
I’activation antigénique, elle représente un parameétre de choix pour cette étude. On peut
également se demander si I’hyper-mobilité des lymphocytes T observée en absence de WASP
favorise la recherche des rares cellules présentatrices de ’antigéne chargées en antigéne
spécifique. Dans notre modele, nous avons montré que la mobilité accrue des lymphocytes T
WASP déficients ne leur permet pas de scanner une région plus large au cours des 2 heures
d’acquisition réalisées. En effet, les lymphocytes T sont confinés aux cellules dendritiques
avoisinantes. Il serait pertinent d’analyser I’impact de la déficience en WASP sur la mobilité
des lymphocytes T dans I’environnement complexe qu’est I’organe lymphoide secondaire. En
effet, notre modele d’étude s’affranchit des chimiokines sécrétées par les cellules stromales,
du réseau de FRC et de 1’organisation en zone des organes lymphoides secondaires, qui sont
autant de parametres qui influencent la mobilité lymphocytaire. Nous pourrions étudier la
mobilité des lymphocytes T humains WASP déficients dans des explants tissulaires par
microscopie biphotonique. Ce travail pourrait également étre réalisé dans des modeles
d’animaux WASP déficients.

Nos travaux ont aussi montré qu’une plus grande proportion de lymphocytes T
déficients pour WASP présente une morphologie allongee au contact des cellules
dendritiques ou de la molécule d’adhésion ICAM-1. Nous pouvons imaginer qu’en absence
de WASP, les lymphocytes T sont moins rigides si I’on considére que leur cytosquelette est
moins bien organisé. Une moindre rigidité faciliterait la déformation cellulaire et par
consequent le passage a travers les pores étroits des membranes dans nos expériences de
Transwell. Cette hypothése est soutenue par le phénotype des lymphocytes T déficients en
septines, une famille de protéines qui s’associe aux fibres de stress (Tooley et al., 2009). En
absence de septines, les lymphocytes T perdent leur rigidité, s’allongent anormalement et leur
transmigration en Transwell est augmentée. Afin d’évaluer la rigidité des lymphocytes T
WASP déficients, nous pourrions mesurer la déformabilité des lymphocytes T par une analyse
microscopique de leur morphologie en 3-dimensions, comme réalisé précédemment (Faure et
al., 2004).
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En parall¢le de I’augmentation de la proportion de lymphocytes T allongés en absence
de WASP, nous avons mesuré une augmentation du pourcentage de cellules adhérentes a
ICAM-1. Ceci correle avec notre observation de 1’augmentation du pourcentage de conjugués
formés avec les cellules présentatrices de ’antigéne non chargées en antigéne. De plus,
I’inactivation des molécules ERM dans les lymphocytes T conduit a une augmentation de
I’adhésion aux cellules présentatrices de 1’antigéne chargées ou non en antigéne exogene,
associee a une perte de rigidité cellulaire (Faure et al., 2004). Puisqu’il a été montré que
I’adhésion a ICAM-1 diminue le seuil de détection des antigénes présentés a la surface des
cellules présentatrices de I’antigéne (Randriamampita et al., 2003), il est envisageable qu’en
absence de WASP la détection des antigenes du soi par les lymphocytes T soit augmentée.
Pour étudier cette hypothése, en complément des expériences proposées précédemment pour
évaluer I’activation homéostatique, nous pourrions traiter les lymphocytes T avec des

anticorps blogquants dirigés contre LFA-1.

Les contacts établis par les lymphocytes T naifs avec les cellules dendritiques
matures sont plus stables que ceux réalisés avec les cellules dendritiques immatures, méme
en absence d’antigéne (Benvenuti et al., 2004). D’autre part, Kaiser et al. ont montré que les
cellules dendritiques matures mais pas les immatures, induisent la mobilité des lymphocytes T
naifs (Kaiser et al., 2005). Notre étude de la rencontre entre lymphocytes T
effecteurs/mémoires et cellules présentatrices de I’antigéne en absence d’antigéne exogeéne a
été réalisee avec des cellules dendritiques immatures. Compte tenu de la divergence du
potentiel des cellules dendritiques en fonction de leur état de maturation, il serait intéressant
de reproduire notre étude au contact de cellules dendritiques matures. Les défauts observés en
absence de WASP pourraient étre exacerbés dans ces conditions. Il serait également pertinent
d’étudier la mobilité des lymphocytes T naifs WASP déficients, au contact de cellules
dendritiques non chargées en antigéne. Cependant, notre acces trés limité aux échantillons
sanguins de patients et 1’incompatibilit¢ de notre stratégie d’inhibition de 1’expression de
WASP avec la conservation d’un phénotype naif pour les lymphocytes T, ne nous ont
techniquement pas permis d’étudier cette question. Ce travail pourrait en revanche étre réalisé
chez I’animal WASP déficient.

Nous avons étudié les effets de la déficience en WASP dans les lymphocytes T sur
leur mobilité et leur rencontre avec les cellules présentatrices de 1’antigéne. Cependant, il est

important de ne pas omettre que chez les patients WAS, toutes les cellules du systéme
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immunitaire sont déficientes pour WASP, y compris les cellules présentatrices de 1’antigéne.
Quelles sont conséquences de la déficience en WASP dans les cellules dendritiques sur
les lymphocytes T ? Cette question a été étudieée chez la souris WASP déficiente au niveau
des organes lymphoides secondaires par microscopie biphotonique (Pulecio et al., 2008). Les
auteurs de ces travaux montrent que la durée des contacts établis entre les cellules
dendritigues WASP déficientes et les lymphocytes T CD8 naifs sauvages en présence
d’antigene est réduite alors que la déficience en WASP n’a pas d’effet sur les rencontres en
absence d’antigene. De plus, la mobilité des lymphocytes T CD8 naifs sauvages dans les
organes lymphoides de souris WASP déficiente est augmentée et en conséquence leur
activation est diminuée. On imagine facilement une sommation des défauts observés dans le
contexte d’une rencontre entre une cellule dendritique et lymphocyte T tous deux déficients
en WASP.

Une forte homologie de séquence et une grande conservation de 1’organisation en
domaines ont été rapportées entre WASP, N-WASP et les protéines de la famille de WAVE.
Par conséquent, une compensation de la perte d’expression de WASP par ses homologues
est envisageable. Dans les macrophages, il a été montré que WASP et N-WASP jouaient des
roles différents dans la formation des podosomes (Nusblat et al., 2010). Cependant, la
surexpression de N-WASP dans des macrophages déficients pour WASP permet une
restauration de la formation des podosomes (lsaac et al., 2010). Dans les lymphocytes T de
patients WAS, il n’a pas ¢été observé d’augmentation de 1’expression de N-WASP ou de
WAVE-2 en condition de non stimulation et de stimulation par des anticorps anti-CD3
(résultats non présentés, Ronan Calvez). En revanche, nous n’avons pas vérifié le niveau

d’activation de ces molécules.

2. Au niveau moléculaire

Dans cette section nous discuterons de la place de WASP dans les cascades de
signalisation conduisant a la polymérisation du cytosquelette d’actine suite a I’activation des
récepteurs aux chimiokines, du TCR et de LFA-1 a la membrane.

En tant que régulateur du cytosquelette d’actine WASP integre et transmet les signaux
provenant des récepteurs membranaires pour remodeler le cytosquelette d’actine et ainsi

permettre a la cellule d’exercer ses fonctions. A priori, nous pourrions imaginer qu’en absence
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de WASP aucune protrusion membranaire riche en actine n’est formée suite a I’activation des
récepteurs aux chimiokines, du TCR ou de LFA-1. A I’inverse, nos résultats et ceux de
d’autres groupes montrent qu’en absence de WASP de nombreuses protrusions membranaires
sont formées mais leur localisation et leur structure sont anormales (Calvez et al., 2011;
Gallego et al., 2006; Gallego et al., 1997).

Le groupe de J. Bertoglio a montré dans des lignées de lymphocytes T que la
stimulation par la chimiokine CXCLI12 induisait I’activation de Cdc42 et son association
avec WASP (Haddad et al., 2001). De plus, le blocage de I’interaction entre Cdc42 et WASP
résulte en une perte de I’activité chimiotactique des lymphocytes T en réponse a CXCL12.
Comme discuté précédemment nos travaux sont en désaccord avec cette étude et montre que
WASP n’est pas nécessaire a la migration des lymphocytes T CD4" en réponse aux
chimiokines in vitro. Cependant, nous avons montré dans une étude précédente (Cf. Annexe
1) que WASP colocalise au front de migration avec la F-actine et a 1’'uropode avec le MTOC
en réponse a la chimiokine CXCL12 (Trifari et al., 2010). Il serait intéressant d’étudier ici
I’activité de WASP au front de migration et a 'uropode en dynamique. En effet, on peut
envisager que dans notre modele cellulaire, WASP soit impliqué dans la voie de signalisation
sous les récepteurs aux chimiokines mais qu’en son absence des mécanismes de compensation
se mettent en place. Pour cela, nous pourrions transfecter nos cellules avec un biosenseur de
WASP de type split-YFP (Figure 16) (Lim et al., 2007).

Forme inactive Forme active
{émission 2 530 nm) (pas d’émission a 530 nm)
Ex: 475 nm Ev s ATE hiti

Em: 530 nm

NS

Complementation bi-moleculaire

WASP

YEP WASP —"

— o

Figure 18 : Principe de fonctionnement du biosenseur WASP.

Sous sa forme inactive, la protéine WASP adopte une conformation repliée d’auto-inhibition. L’interaction
intramoléculaire de WASP est levée par son activation. Le fluorochrome YFP est scindé en 2 a chaque extrémité
de la protéine. Ce dernier ne pourra étre excité (Ex) a 475 nm que lorsque ces 2 fragments seront en interaction,
c'est-a-dire lorsque WASP adoptera une conformation inactive. Dans ce cas, I’émission (Em) de fluorescence
sera détectée a 530 nm.
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Le principe de ce biosenseur repose sur le changement de conformation de WASP entre sa
forme inactive et active. Le fluorochrome YFP scindé en 2 est greffé a chaque extrémité de la
protéine WASP et n’est par conséquent excitable que lorsque WASP est sous sa forme
inactive. Il serait également pertinent de mesurer le niveau d’activation du complexe Arp2/3
(molécule effectrice de WASP) dans les lymphocytes WASP positifs et WASP négatifs
stimulés par la chimiokine CXCL12.

Suite a I’activation du TCR, il a été montré que Zap-70 s’accumule au niveau des
rafts lipidiques qui sont requis pour former la synapse immunologique (Dykstra et al., 2003;
Sasahara et al., 2002). Le recrutement de Zap-70 conduit a I’accumulation de Cdc42, sous sa
forme liée au GTP, a la synapse immunologique puis a la phosphorylation de Slp-76 (Zeng et
al., 2003). Slp-76 recrute alors WASP et Vav-1. L’activation de Cdc42 par Vav-1 conduit &
I’activation de WASP. Il a aussi été montré que WASP pouvait étre activé a la synapse
immunologique par phosphorylation par la kinase Fyn. Nos résultats précisent le role de
WASP dans la dynamique de la formation de la synapse immunologique. En effet, ils
montrent que WASP n’est pas requis pour I’engagement du TCR mais qu’il est impliqué dans
1I’organisation moléculaire de la synapse immunologique. Par conséquent, il serait intéressant
d’étudier la dynamique des microregroupements de TCR et des molécules associées en

absence de WASP lors de la formation de la synapse immunologique.

Nous avons également montré que la protéine WASP n’est pas impliquée dans la
signalisation « inside-out » induite par les chimiokines et conduisant au changement de
conformation de LFA-1. En effet, dans notre étude le traitement par la chimiokine CXCL12
de lymphocytes T CD4" inhibés pour WASP induit une augmentation de I’expression des
conformations d’affinité intermédiaire et forte de LFA-1 comparable a celle observée sur les
lymphocytes T CD4" contréles. Des résultats similaires ont été observés dans les lymphocytes
T CD4" de patients WAS (résultats non présentés). Nos données sont aussi en accord avec 2
études précédentes montrant que Cdc42, la protéine activatrice principale pour WASP, ne
joue pas de réle sur I’activation de LFA-1 induite par les chimiokines (Bolomini-Vittori et al.,
2009; Shulman et al., 2009). Toutefois, une étude récente a montré que WASP serait

nécessaire pour remplir cette méme fonction dans les NK (Stabile et al., 2010).
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L’engagement de la conformation de forte affinité de LFA-1 (signalisation
« outside-in ») a la surface des lymphocytes T avec son ligand ICAM-1 est impliqué a la fois
dans les phases de migration et d’arrét de migration (Shulman et al., 2009). Ceci apparait a
premiére vue contradictoire. La distinction entre migration et arrét de migration réside dans
I’engagement des protrusions membranaires riches en conformation de forte affinité de LFA-
1 avec ICAM-1. En effet, alors qu’un engagement stable de LFA-1 avec ICAM-1 est
nécessaire a I’arrét de migration, un engagement cyclique constant est indispensable a la
migration lymphocytaire. Ce mécanisme a été décrit pour les lymphocytes T effecteurs a la
surface des cellules endothéliales et sur des surfaces adsorbées avec la molécule ICAM-1.
Puisque les cellules dendritiques expriment également ICAM-1 a leur surface et que les
cellules endothéliales ont aussi été décrites comme des cellules présentatrices de I’antigene,
on peut envisager que le méme type de protrusions membranaires soit formé par les
lymphocytes T au contact des cellules dendritiques. En support de cette hypothése, la
formation de prolongements membranaires de type filopode enrichis en conformation de forte
affinité de LFA-1 a été observée a la surface des lymphocytes T au contact de cellules
dendritiques (Sage et al., 2012).
Dans notre étude nous avons observé que la conformation de forte affinité de LFA-1 n’était
pas confinée a la région centrale de la cellule en migration mais était dispersée jusque dans
I’'uropode. Cette dispersion est en faveur d’un allongement cellulaire et de 1’adhésion.
Cependant la dispersion de LFA-1 explique t-elle la diminution des temps d’arrét cellulaire
observée en absence de WASP ? Si I’on se réfere aux travaux de Shulman et al., I’instabilité
des phases d’arrét de migration devrait se traduire par une réduction du temps d’engagement
de la conformation de forte affinité de LFA-1 avec ICAM-1. De méme, on peut imaginer un
lien entre I’instabilité des synapses immunologiques formées en absence de WASP et une
réduction du temps d’engagement de LFA-1 avec ICAM-1. Ceci pourrait également expliquer
les defauts de reformation de la synapse immunologique observes en absence de WASP (Sims
et al., 2007). 11 apparait donc important de suivre en temps réel 1’engagement cyclique de
LFA-1 dans les contextes de la mobilité induite par les cellules dendritiques immatures et lors
de la formation de la synapse immunologique. Cela pourrait étre réalisé par marquage de la
conformation de haute affinité de LFA-1 avec des anticorps (Fab) non-bloguants couplés a
une protéine fluorescente (Smith et al., 2005).
En poursuivant notre réflexion autour de cette hypothése, on peut imaginer que WASP aurait
un réle équivalent a celui proposé pour la formation et le désassemblage des podosomes a la

surface des monocytes (Figure 19), dans I’engagement et le désengagement des protrusions
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membranaires riches en LFA-1 dans les lymphocytes T (Monypenny et al., 2011). En effet, il
a été montré un défaut de formation des podosomes a la surface des monocytes, des
macrophages et des cellules dendritiques déficientes pour WASP (Burns et al., 2001; Calle et
al., 2004; Linder et al., 1999). Plus récemment, il a également été montré que la forme active

de WASP etait aussi impliquée dans la dissolution de ces structures a travers son clivage par

la calpaine (Macpherson et al., 2012).

(A) (B)
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Figure 19 : Assemblage et dissolution des podosomes par WASP.

(A) La liaison de facteurs solubles tels que les chimiokines a leur récepteur, conduit au recrutement et a
I’interaction de la PI3K, de Cdc42, de WASP et de WIP. Le recrutement de GEF conduit a 1’activation de
Cdc42, de WASP puis a l’activation du complexe Arp2/3, qui induit la polymérisation de I’actine. (B) Les
intégrines sous leur conformation de forte affinité sont alors recrutées au niveau des filaments d’actine naissants.
WASP et WIP sont impliqués dans la liaison entre les filaments d’actine et les intégrines. Les podosomes sont
ainsi formés (C) Les intégrines sous leur conformation de forte affinité s’engagent alors avec ICAM-1. Cet
engagement conduit a une nouvelle vague d’activation de la PI3K et de Cdc42, conduisant a I’activation de
WASP, du complexe Arp2/3 et a la polymérisation du cytosquelette d’actine. Ceci engendre une stabilisation des
podosomes formés. (D) L’activation de la calpaine conduit au clivage de WASP et de la taline résultant en la
dissolution des podosomes. D’aprés (Monypenny et al., 2011).

De plus I’inhibition de Cdc42 par la Secramine A diminue le pourcentage de cellules en
migration sur une surface adsorbée en ICAM-1, ainsi que la formation des protrusions

membranaires riches en LFA-1.
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I1. Role de WASP dans la dynamique des lymphocytes T : point de
vue physiopathologie

Il est genéralement admis que les lymphocytes T jouent un rdle majeur dans la
physiopathologie de WAS. Face a la sévérité de la maladie, les défauts de fonction des
lymphocytes T déficients pour WASP n’apparaissent pas aussi drastiques que pensé. En
revanche, ils touchent la majorité des « étapes de vie » de ces cellules. Les manifestations
cliniques graves des patients seraient donc a relier a une accumulation de « petits » défauts
plutdt qu’a la perte totale de I’une de leurs fonctions. Au dela des lymphocytes T, toutes les
cellules du systeme immunitaire sont touchées par la déficience en WASP et la majorité de
leurs fonctions sont aussi impactées. Nous avons vu que la réduction de fonction de certaines
cellules du systéeme immunitaire (les cellules dendritiques notamment) a des répercutions sur
I’activité des lymphocytes T. C’est donc une sommation de défauts qui serait a I’origine de la

physiopathologie de WAS.

Un paradoxe d’ordre immunologique non résolus dans la physiopathologie de WAS
réside dans le développement d’une immunodéficience se manifestant par des infections
récurrentes et des cancers, parallélement a des maladies auto-immunes rendant compte d’une
exacerbation de la réponse immunitaire. Ce paradoxe est commun a de nombreuses
immunodéficiences primaires et est aujourd’hui encore mal compris (Schuetz et al., 2010).
Les résultats obtenus au cours de ma these complétent nos connaissances sur 1’origine de
I’immunodéficience et des manifestations auto-immunes et apportent des pistes a explorer

dans le futur.

L’immunodéficience observée en absence de WASP est aisément reliée a la réduction
de I’activation des lymphocytes T. Alors qu’in vitro la réduction de D’activation des
lymphocytes T suite a leur stimulation avec des anticorps anti-CD3 est tout d’abord apparue
drastique, ce défaut s’est révélé bien moins prononcé dans le contexte d’une activation plus
physiologique, par les cellules présentatrices de I’antigéne (Cannon and Burkhardt, 2004; De
Meester et al., 2010). Dans notre étude nous avons montré qu’en amont de 1’activation
lymphocytaire induite par les cellules présentatrices de 1’antigene, WASP est nécessaire aux
lymphocytes T pour migrer et scanner la surface des cellules présentatrices de I’antigéne a la

recherche de leur antigéne spécifique. Nous avons aussi montré que WASP est impliquée

147



Discussions et perspectives : D 'un point de vue physiopathologique

dans la qualité des rencontres, dans la formation de la synapse immunologique ainsi que dans
son organisation moléculaire et sa stabilité. Ainsi, la sommation des défauts observés en
absence de WASP dans les différentes étapes conduisant a 1’activation lymphocytaire pourrait

expliquer I’'immunodéficience observée chez les patients WAS.

L’origine des désordres auto-immuns apparait plus floue dans le contexte de la

déficience en WASP. Etant donné que les manifestations autoimmunes apparaissent
tardivement dans le développement de la maladie, il a été¢ proposé qu’elles soient le résultat
d’une mauvaise clairance des pathogénes et de leurs antigénes suite a des infections
récurrentes (Fairweather et al., 2001). Les infections chroniques méneraient a un
environnement inflammatoire a 1’origine de dommages tissulaires et cellulaires importants.
Ainsi 1’environnement immunogéne pourrait étre a 1’origine des développements
autoimmuns.
Le développement de maladies auto-immunes chez les patients WAS est aussi expliqué par
une activation exacerbée des lymphocytes B et des défauts d’activation et de fonctions
effectrices des lymphocytes T régulateurs (Becker-Herman et al., 2011; Marangoni et al.,
2007).

Nous avons montré qu’en absence de WASP, les contacts entre lymphocytes T
effecteurs et cellules présentatrices de [’antigéne sont instables et que la synapse
immunologique est désorganisée sur un plan moléculaire. Ces défauts contribuent a
I’hypoactivation lymphocytaire observée en absence de WASP. De la méme fagon, il serait
aussi intéressant d’étudier la dynamique de la rencontre entre lymphocytes T régulateurs et
cellules présentatrices de I’antigéne ainsi que 1’organisation moléculaire des synapses
immunologiques formées. En effet, des défauts similaires a ceux observés sur les lymphocytes
T effecteurs pourraient aussi étre a ’origine du défaut d’activation des lymphocytes T

régulateurs (Marangoni et al., 2007).

Nous avons aussi démontré qu’en absence de WASP, la survie homéostatique des
lymphocytes T induite par les cellules dendritiques est favorisée. Puisqu’un contact est
nécessaire pour 1I’induction de survie des lymphocytes T par les cellules dendritiques (Revy et
al., 2001), nous proposons que les lymphocytes T autospécifiques soit majoritairement
protégés de I’apoptose spontanée. Ainsi en absence de WASP, un enrichissement en cellules

autospécifiques est envisageable. Ceci pourrait expliquer la restriction du répertoire V[
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observée chez les patients WAS a partir de 1’4gé de 15 ans (Wada et al., 2005). Pour tester
cette hypothése, il serait intéressant de reproduire I’expérience que nous avons précédemment
réalisée avec des CD4" VB2, avec des lymphocytes T CD4" totaux. Nous analyserions ensuite

le répertoire V3 des cellules qui ont été protégées de 1’apoptose par les cellules dendritiques.

Selon le modele de la rencontre en série entre lymphocyte T et cellules présentatrices
de I’antigéne (Figure 20), la fréquence des interactions définit 1’issue de ces rencontres
(Friedl and Gunzer, 2001). En effet, des rencontres fréquentes vont conduire a I’activation du
lymphocyte T, alors que des rencontres trop rares induiront 1’anergie du lymphocyte T. En
absence de WASP nous avons montré que les lymphocytes T étaient plus mobiles au contact
de cellules présentatrices de ’antigene non chargées en antigéne. Dans notre modele nous
n’avons pas pu mesurer la fréquence des interactions car la concentration en cellules
dendritiques et les protrusions membranaires qu’elles émettent permettent aux lymphocytes T
de contacter plusieurs cellules dendritiques en méme temps. De plus, les lymphocytes
scannent la surface des cellules dendritiqgues en 3-dimensions; nos acquisitions en 2-
dimensions ne nous permettent pas d’identifier de maniére univoque toutes les interactions
intermittentes établies. Cependant, nous pouvons imaginer qu’une augmentation de la
mobilité des lymphocytes T en absence de WASP, leur permette d’établir des contacts plus
fréquents avec les cellules présentatrices de 1’antigéne. Une augmentation de la fréquence des
contacts établis favoriserait 1’activation lymphocytaire au détriment de 1’induction d’anergie.
Dans le contexte de la rencontre avec des cellules dendritiques présentant des antigenes du

soi, ceci favoriserait I’activation de cellules autoréactives.

Figure 20 : Modéle des rencontres en
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Finalement, alors que des progres considérables sont réalisés pour la thérapie génique

pour WAS et que les résultats des premiers essais cliniques sont encourageants, la
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physiopathologie de cette maladie est encore trés mal comprise. Nos résultats permettent de
mieux comprendre le r6le de WASP dans la dynamique de la rencontre entre cellules
présentatrices de 1’antigéne et lymphocytes T. Une bonne régulation de ces interactions est la
clef 4 la mise en place d’une réponse immunitaire adaptée. Pour la premiere fois, les
interactions entre lymphocytes T humains et cellules dendritiques dans le contexte de WASP
ont été expérimentées en dynamique. Nos travaux ouvrent encore de nombreux champs
d’investigation quant au role de WASP. Particuliérement, les recherches sur I’origine des
désordres autoimmuns méritent d’étre approfondies. En effet, les patients WAS traités par
transplantation de moelle osseuse développent des maladies autoimmunes (Ozsahin et al.,
2008). Cette complication est associée a la présence résiduelle de lymphocytes T déficients
pour WASP. Ces derniers seraient a 1’origine des manifestations auto-immunes malgré la
présence de lymphocytes T de donneurs sains. Le suivi a long terme des patients traités par

thérapie génique révelera aussi si le méme type de complications se développe.
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Methods: A vast comhbination of approaches was used to
characterize the second-site mutation, to investigate revertant
cell function, and to track their distribution over a 18-vear
clinical follow-up.
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insertion, 4 nucleotides downstream of the original deletion.
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T cells had a diversified T-cell-receptor repertoire and
displayed in vitre and in vive selective advantage. They
profdiferated and produced eytokines normally on T-cell-
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receptor stimulation. Consistently, the revertant WASE
correctly localized to the immunolegic synapse and to the
leading edge of migrating T cells.

Conclusion: Despite the high proportion of functional
revertant T cells, the patient still has severe infections and
autoimmune disorders, suggesting that re-expression of
WASPE in T cells is not sufficient to normalize immune
functions Tully in patients with WAS. (] Allergy Clin
Imimunol 2000;125:439-458.)

Key words: Primary immnodeficiency, Wiskor-Aldvich svedrome,
sevondary mation

The Wiskow-Aldrich syndrome (WAS) is o rare X-linked
immunodeficiency, charactenized by thrombocytopenia,  ec-
zema, and a high frequency of infections, autoimmunity, and
hematologic malignancics.' WAS is a result of mutations in the
gene encoding the WAS protein (WASP), which is expressed in
hematopoietic cells.™ WASP controls actin cyloskeleton re-
maodeling by promoting Arp2/3-dependent actin nucleation in
response o extracellular stimuli. In resting cells, WASP is
stahilized by WASP-interacting protein and adopts an autoinhi-
bited conformation.” On stimulation, Cded2 binds to WASP,
which releases the intramolecular interaction, thereby allowing
actin nucleation.” WASP controls several immune cell func-
tions, including adhesion and chemotaxis,” ' assembly of
immunologic synapses,'™'* production of cylokines by T
cells,' regulatory T-cell activity,' natural killer (NKj—cell
Iytic activity,'® and B-cell homeostasis.'”'® Consequently,
clinical manifestations associated with WAS arise from the
combination of impaired hematopoietic cell migration, defects
in intercellular communication, and lineage-specific develop-
mental defects,

Somatic revertant mosaicism has been reported in approxi-
mately 10% of paticnts with WAS, " without preferences of age or
clinical score. The mechanisms responsible for this high incidence
of reversion remain unclear.™ Exlljn:s}'-inu of revertant WASP has
been reported mainly in Teells.” "7 butalso in B eells™ ™ and NK
cells, ™! The frequency and diversity of these secondary genetic
events is most likely underestimated, as illustrated by mullig!c re-
vertant genotypes within individual patients with WAS 272

We report here a novel case of somatic mosaicism in a patient
with WAS leading 1o the expression of o functional, point-mutated
WASP in T cells. The function of revertant T cells and their
localization in secondary Iymphoid oroans were investigated.
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Abbwreviations wsed
ams Amiano acid
HI¥: Healthy donor
NK: MNawral killer
TCR: T-cell receplor
WAS: Wiskott-Aldrch syndrome
WASP: Wiskon-Aldrich syndrome protein
wi: Wild-type

These findings are discussed inthe context of the clinical status of
the patient,

METHODS
Patients and cell lines

Patient W is o 28-year old man with a full-bloswn WAS (clinical score 51
His clinical evolution is detailed i Table I No HLA-matched sibling or
unrclated donor was available. and he was not a candidote for HLA-
mismutched related donor tmnsplant. Patients W1, W2, and W6 have been
previously deseribed,'™ as well s patient W31 Patient WD carries o
Senueleotide deletion in exon 10 (positions 11151119 resulting in a stop
codon (codon 4451, Blood samples oo patients and age-matched healthy
domors (HDs) were obtained [ollowing stndard ethical procedures (Helsinka
protecol) and with the approsal of the concerned internal review boards.
Spleen, bone marrow, and lymph node samples were collected for therapeu-
tic or disgnostic purposes,

Untranstormed T-cell lines were generated by stimulating PEMCyx with
| pa/ml phytohemagalutinin and 100 IUmL recombinant human [L-2 (Chi-
ron, Ushrdge, UKL T-=cell clones were generated from the phytohemaggloti-
min[L-2—stimulated cells by limiting dilution. A feeder mixture consisting «f
irradiated allogenic PBMCs {1 = 10%/ml.), EBV-transformed B cells (JY cell
line, 1 % 10%mL), and | pefml phyvichemagglutinin was used wo expand the
cells. At day three, S0 I mL recombinant human [L-2 was added 1w the
cultures, T-cell lines and clones were restimulated every 2 weeks,

DNA analysis

For the mutational status analysis of the WAS gene, Genomic DNA wis
exteacted from PBMCs, primary T cells, and EBY cell lines by using QlAmp
DA blood min kit (Qiagen, Hilden, Germany ). For T-cell clones, DNA was
eatracted from a pellet of 05 10 1 % 107 gells, Exon 6 was amplificd by PCR
using Tog DNA Polymerse (Roche, Basel, Switcerland) and the following
primers:  forward 3 -CTAGAAAAGTCCOCTCTCATG=-3",  reverse, 5'-
CCAAMCTCCTCATTCCTCOCATC-3, The PCR product was visualized on
| 5% agarose gels, punihied, and cloned in a TA vector (nvitragen, Carshad,
Calil'). Positive clones were subsequently selected and sequenced.

For the size distribution analysis of T-cell receptor { TCR) rearmangements,
freshly isolated PBMCs were stained with WASF and CD3 as described.
WASP" and WASP T cells were sorted with a MoFlo cell sorter {Beckman
Coulter, Brea, Calify. DNA was prepared by using the QLAMP DNA FFPE Tis-
sue Kit (Qiagen). As described in detail in this article’s Online Repository
(Methods section) at www jacionling org, PCR amplifications were performaed
by using the IdeniClone TM TCRB Gene Clonality Assay (InVivaSenbe
Technologies, San Diego. Calify applying the BIOMED-2 muluplex PCR
pl‘l){ll‘ﬂh'u that amplify all TCRBE CDR3 regions.

Flow-cytometry analysis of WASP expression
Stning of WASP on whole blood was performed alter fitiondpermeaki-
lzation (FixdPerm kit BD Pharmingen, San Dicgo, Calil) by incubation with
anti-WASP 5A5 mAbs (BD Pharmingen) conjugated o AlexaFluor-488
{Microscale Protein Labeling kit Invitrogen), Surfice stmning wis perlonmed
withanti-CD3-APC {tandem conjugates of allophy cocyanin g, anti-CDI9-APC,
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ant=-CD27T-phyeoerythrin,  amti-COI6-phycoervthnn,  ani-CD56-APC,  and
anti=CD M d-phycoerythiin. mAbs {all from BD Plarmingen), Staning  of
WASE on cultured T cells was performed with AlexaFluor-488-conjugated
anti-WASP 5A5 mAbs, Alternatively, unconjugated anti-WASP 5A5 mAbs
followed by anti-lgGa-phycoenythrin. mAbs  (Sowthern  Biotechnology,
Birmingham, Ala) werne used. Samples were analyeed on a FACSCanto or
FACSCilibur evtometer ( Becton Dickinson, Franklin Lakes. N band processed
with the FOSevpress or Flowlo softwires,

Western blot analysis of WASP expression

T lymiphocytes were lysed in a RIPA buffer supplemented with a protease
inhibitor cockiail (Sigma Aldrich, Saint Louis, Mo), Lysates were boiled,
separated through 7.5% SDS-polyvacrvlamide, and transferred 1o nitroceliu-
lose membranes, Membranes were blocked and incubated with mn-WASE
(H250; Biotechnology, Santa Crue, Calify and anti-B-octin (ACIS: Sigma)
antibindics, followed by goat antimbbil [pG-IR Dye SMCW (LICOR
Biosciences, Lincoln, Neb) and goat antimouse=AlexaFluor-680 mAbs
{Molecular Probes, Eugene, Ore ). WASP and B-actin expression wis recorded
on an Odyssey Infrared Imaging System (LLCOR Biosciences).

Analysis of WASP localization by confocal
microscopy

To induce a migratory phenotype, CD4™ T cells were incubated 20 min-
uies at 37°C onwo poly-L-lysine treated slides coated with 100 ng/mL
CXCL1Z (Preprotech, London, UK). Cells were fixed/permeabilized and
stamed  with phallosdin-AlesaFluor-458  (Molecular Probes) and  anti-
WASP Abs (H-250: Sama Cruz Bistechnology ) followed by donkey antirab-
bit—AlexaFluor-355 Abs (Invitrogen ), and anti—o-tubulin [gGy mAb {Sigma)
followed by goat antimouse [gGi-AlesaFluor-633 Abs (Invitrogeny, Afier
mounting {Vectashicld: Vector Laboratories, Burlingame, Calil), samples
were examined on a Zeiss LSM310 confocal microscope (263-1.4 oil im-
mersion objective). To induce immunologic synapse formation, CD4° T
cells were incubated 20 minutes al 37°C with 1Y cells imtio 2:1) pulsed
with superantigens (100 ng/ml Staphvlococeal Enterotoxin B, Staphylococ-
cal Enterotoxin E and Toxic Shock Syndrome Toxin-11 Cell conjugates
were transferred onto poly-L-lysine-coated slides and processed as de-
scribed, with the exception that the a-tubulin staining was replaced by a
CD2 swining (anti-CD2 1gG, mAbs from BD (ollowed by goat antimouse
[gG-AlexaFluor-633 Ahs),

Analysis of WASP expression in tissue biopsies

Formulin-fined or Bowin-fixed specimens (spleen and lymph node or bone
marrow, respectively) wene paraffin-cmbedded. Four-micrometer-thick sec-
tions were cut, deparaffinized, and stained with hematoxylin-cosin for rou-
tine histopathelogical examination, In parallel, tissue sections wene stained
with anti-CD3, anti-paired box gene 5 (PAXS) mAbs (Dako) and anti-
WASP mAbs (clope D] Santa Crue Biotechnology ) alier antigen retricval
with TRIS-EDTA. Reactions were developed with horseradish peroxidase
palymer (Lab Vison, Ipswich, Mass), amd sections were counterstained with
hemmoxy lin.

Proliferation and cytokine production

Proliferation was assessed by lguid seintillztion counting of “H-thymidine
incorporation in T-cell lines and clones stimalated for 72 howrs woth antibody -
coated latex beads, as previously described. '’

Intrucytoplasmic cytokines were measured in PBMCs stimulated with
beads coated with 10 pgfmlL anti-CD3 and anti-CD28 mAbs, After 3 hours, 10
pg/mL Brefeldin A (Calbiochem-Merek, Nomtingham, UK) was added. Aficr
an additional 3 hours, cells were staned with anti-CD4-phyeoery thrin-
cyamined and anti-COE-APC maAbs (BD), Cells wene then fixeddpermeabilized
and stained with anli-WASP-AlexaFluor-38% plus anti-haman [L-2-phycoer-
vihrin or anti-human [FN-y-phycoerythnn mAbs (BD). Analysis was per-
formed on a FACSCanto cyvtometer, and data were processed with the
FOSexpress software (De Movo Sofiware, Los Angeles, Calilh
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TABLE I. Clinical follow-up of patient W4 with WAS

TRIFARIET AL a4M1

Age Clinical events Laboratary data Treatments
Birth Hematoma Eczematous skin ancas Hyperbilirubinemia Intravenous. Immunoglobulins (IV [g2)
Thrombocytopenia {3000KCubic millimeter) Hydroconisone
with small platelets Decreased lymphocyte
Ccounts
Decreased IghMiIpl Increased lgAdlgiE
1Yz y* Ecrematous skin anéas '['Im\mhm:. Lopsenia {30 B0, e i 1w ]g
millimeters Hydrocorizone
By Bronchopneumonia Varicella zoster infection Antismooth muscle reactivity
Positive direct and indirect Coombs 1esis
gy Autoimmune hemolyiic anemia Steroid reatment
10 y Autoimmune hemolytic anemia Persistent thrombocylopenia Splencctomy
12y Hemorrhagic vaseulins Decreased platelet counts 10,000 cubic Prednisone therapy
Migratory joint peain and swelling millimeterh
13y Hemorrhagic vasculitis Auvtoimmiune work-up negative excepd for MNonsteroidal anti- inllammatory drugs
Migratory joint pain and swelling mildly positive direct Coombs 1est aliernated with steroid therapy (transitory
clinical improvement)
20y Increased incidence of vimal and bactenial Maolluscum contagiosm and pyodermitis v Ig
mlections complications Treatment of mlectiows episades
3y Severe pyodermitis with satelline inguinal Multiple abdominal Iy mphadenogatly IV g
Ivmplindenitis Reactive adenitis positive for Sraplivlocorons Aggressive intmvenous antibiotics
irenss Transient steroid ireatment
Bone marrow dy shematopoiesis||
27y Severe pyodermitis associated with Posativity Tonr Staphilococons aurens v 1g

subcutimemes sdenitis

Antibactenial prophylaxis
Steroid treatment

*Iriagnosis of WAS established,
FThe patient has been sterod-dependent since then

tSpleneciomy led to iramsient resolution of the hemolvsis amd normalization of plarelet counts,

Ehlesenteric lymph node liparoscopic hiqr[h:.' Taaled fo show tg‘mpl‘uqmﬂil!’cmliw glisonder,

|| Bome marrow biogsy failed o show either lymphoid or mycboid probi feration.

RESULTS
Revertant WASP expression in T lymphocytes of a
patient with WAS

The patient with WAS studied here (W4) was known (o carry a
single nucleotide deletion introducing a premature siop codon
(Jinet al.* patient 126-B). However, flow-cytometry analysis re-
vealed expression of WASP in a fraction of peripheral blood T
cells (Fig 1. A). In a sample collected when the patient was 25
years old, WASP expression was detected in approximately
50% of peripheral blood T cells (both in CD4 ™ and CDE™ T cells:
see this article’s Fig E1 in the Online Repository al www jacion
line.org ), but not in B cells, NK cells, or monocytes. Complemen-
tary data also failed to show WASP expression in megakaryocytes
(see this anticle’s Fig E2 in the Online Repository at www.jacion
line.org). HLA wyping confirmed that WASP™ T cells did not de-
rive from the engraftment of cells from the mother or others {data
nol shown), The region containing the germline mutation in the
WAS gene was sequenced, confirming the 1370 point deletion in
exon 6, leading o frame shift and premature stop at codon 260
(sequence W4 in Fig 1, B) A sccondary 4-nucleotide { gege ) inser-
tion was also detected, 4 nucleotides downsiream of the original
deletion (sequence W4R in Fig 1, 8). This insertion was predicted
to lead 1o restoration of the reading frame with a LP— RPR amino
acid (aa) substitution, The revertant W4R sequence was found in
DNA clones established from both a peripheral blood-derived T-
cell line and from an abdominal lymph node biopsy. but not from
an EBV B-cell line (data not shown). Flow-cytometry analysis of
a T-cell line showed that revertant WASP expression level was
comparable o that of wild-type (wi) WASP in HD T cells (Fig

1. C). This is in contrast with the reduced expression of WASP ob-
served in W6 patient, a patient with X-linked thrombocytopenia
carrying a single aa substitution. In agreement with the predicted
WAR sequence. Western blot analysis showed normal molecular
weight for the revertant WASP (Fig 1, £, A modeling analysis
predicted that the revertant protein would adopt a conformation
closely related to that of the wt one (see this article’s Fig E3 in
the Online Repository at www.jacionline.org). Taken together,
these data indicate that patient W4 is a novel case of secondary
WAS gene mutation and suggest that the stability of the revertant
protein may be preserved.

Correct subcellular localization of revertant WASP
Subcellular localization of revertant WASP was analyzed by
confocal microscopy. As shown in Fig 2, A, WASP staining of W4
CD4™ T cells clearly diseriminated WASP (empty arrows ) from
WASP™ revertant T cells. Similarly to wt WASPE, reverlant WASP
distributed beneath the plasma membrane and colocalized with
cortical actin. In the revertant W4 T cells that polarized in re-
sponse o CXCLI2, revertant WASP localized normally at the
F-actin—rich leading edge lamellipodia (Fig 2, A, fower panels,
Sifled arrows). As indicated by the a-tubulin costaining, both wi
and revertant WASP were also enriched around the microtu-
bule-organizing center, al the basis of the uropod. As shown in
Fig 2. B {upper panels), revertant WASP colocalized normally
with cortical actin in T cells at the contact with unpulsed APC.
On contact with superantigen-pulsed APC, revertant WASP and
actin redistributed w the immunologic synapse, as revealed by
the polarization of CD2 (Fig 2, B, lower panels, white arrows).
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FIG 1. Characterization of revertant WASP expression caused by secondary site mutation. A, Flow-cytom-
etry analysis of WASP expression in patient W4 (age 25 years) and HD PBMCs, in combination with CD3,
CD19, CD16, and CD14 stainings. B, Nucleotide and aa sequences of W4 germ-line (W4} and secondary
(W4R) mutations. Flow-cytometry (C) and Western blot (D) analysis of WASP expressionin CD4 " T-cell lines

from 1 HD and patients W4, W2, and W6.

Together, these data indicate that revertant WASP displays a nor-
mal subcellular localization, at resting state and on stimulation,

Selective advantage and TCR diversity of revertant
T cells

From the age 20 to 28 years, the fraction of WASP™ T cells
(both CD4 " and CDS ") in the blood of patient W4 progressively

mcreased from approximately 10% to 70% (Fig 3, A). This

indicates that WASP ™ revertant T cells had a selective growth ad-
vantage in vivo over WASP™ T cells. Interestingly, on T-cell cul-
ture, a further rapid increase of the percentage of WASP' cells
was observed (Fig 3, A). To study revertant T-cell TCR repertoire
diversity, WASP™ and WASP™ peripheral blood T cells were
sorted to analyze separately the size distribution of the major
TCR VB rearrangements. Similarly to T cells isolated from a
HD, WASP " T cells exhibited a diversified TCR size distribution.
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FIG 2. WASP subcellular localization. HD, patient W4, and patient W2 CD4" T cells stimulated with CXCL12
(A) or superantigen (SAg)-pulsed APC (B) and costained for WASP, F-actin, a-tubulin, or CD2, Differential
interference contrast (DIC) is shown in parallel. Empty arrows indicate WASP-negative cells. Filled arrows
indicate CXCL12-induced lamellipodial protrusion enriched in WASP and F-actin (A) or immunologic syn-
apses enriched in WASP, F-actin, and CD2 (B). Results representative of 3 independent experiments.

In contrast, WASP" T cells appeared to have a more restricted pat-
tern, suggestng reduced TCR repertoire diversity (Fig 3, B).

Normal response to TCR stimulation in revertant T
cells

T'o assess the TCR-driven proliferation of W4 revertant T cells,
a T-cell line enriched in WASP T cells (707%) was stimulated
with anti-CD3 mAbs and compared with T-cell lines from 2
WASP" patients (W2 and WI10) and 4 HDs (1-4). As shown in
Fig 4. A, W4 T cells proliferated at low concentrations ol anti-
CD3 mAbs (0.005-0.1 pg/mL), similarly to control T cells.
I'his was in contrast with the WASP™ T cells that failed to prolif
erate at these concentrations. At higher concentrations, W4 T
cells reached a proliferation plateau lower than that of HD T cells,

probably because of residual WASP™ T cells. The production of
IL-2 and IFN-vy was then tested in the peripheral CD4™ T cells
of the patient. On anti-CD3/CD28 mAb stimulation, approxi-
mately one third of HD and WASP™ W4 T cells produced 11.-2
(Fig 4. B). Conversely, only a very small proportion of WASP”
W4 T cells produced IL-2, similarly to WASP” W31 T cells.
W4 revertant T cells also produced IFN-vy on stimulation, in a pro
portion and at levels similar to those of HD T cells (Fig 4, B). To
assess more precisely the impact of the secondary mutation on
WASP expression and on TCR-dniven proliferation, CD4™ T
cell clones were generated from patient W4 (n 34). In the
W4 T-cell clones, WASP expression was either negative (as in
representative clone W4 3.19) or positive (as in representative
clone W4 03.2) and correlated with the absence or presence
of the W4R sccondary mutation, respectively (Fig 5, A).
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FIG 3. Expansion and TCR diversaty of revertant T cells. A, Flow-cylometry analysis of WASP expression in
patient W4 peripheral blood CD4™ and CDE™ T cells along time lage 20-28 years) and in a T-cell line stimu-
lated and expanded in vitro ifrom PBMCs obtained at age 25 years). B, Size distribution of the major TCRA
rearrangements (VB-JR1/2.22 627 ; VB-JB2.1/2.3/2.4/2.5 ; DR-JB. as indicated by green and blue) analyzed
on peripheral blopd T cells from a HD and on sorted WASP” and WASP peripheral blood T cells from
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FIG 4. Proliferation and cytokine production. A, Anti-CDI/CD28 mAb=drivan proliferation in counts per min-
ute fepm)of T cell lines from HDs and patients W4, W2, and W10, B, Ami-CO3/C028 mAb-driven production
of IL-2 and IFM=y in peripheral blood CD4™ T cells from a HD and patients W4 and W31,

Importantly, all WASP " clones analyzed (n = 11) carried the
same secondary mulation, and WASP expression levels were
comparable in W4 WASP” and HD clones imean fluorescence in-
tensity, 68,8 = 100 and 71.3 = 13,8, respectively). Analysis of

TCR diversity in the WASP ™ clones showed diversified V3 use
(see this article’s Tuble EI in the Online Reposilory al www,
jacionline.ore ). confirming the TCR repertoire diversity observed
in fresh revertant T cells, On stimulation with anti-CD3/CD28
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FIG 5. Analysis of T-cell clones. A, Flow-cytometry analysis of WASF ex-
pression in representative C04™ T-cell clones with corres ponding sequence
(1 clone from a HD; 1 WASP and 1 WASP™ clone from patient W4, age 23
years), B, Anti-CO3/CD28 mAb-driven proliferation in counts per minute
[epm] of CDE" T-cell clones from 1 HD and patient W4 (divided according
to WASP expressianl. The average of 3 different experiments in shown
{*P =< 0B; ** P < 01; n.s. not significant).

mAbs, the WASP™ revertamt T-cell clones proliferated at levels
similar to those of control HD Tecell clones, whereas the
WASP T-cell clones proliferaicd more heterogencously and o
lower levels (Fig 5, 8). These results demonsirate that only
I type of reverse mutation was likely w be responsible for the ex-
pression of WASE in revertamt T cells. which showed normal pro-
liferation and cytokine production,

Early accumulation of revertant T cells in T-cell
zones of lymphoid tissues

We then developed an immunohistologic analysis of WASP 1o
track the distribution of revertant cells within different hemato-
poietic lissues. WASP staining was lirst validated i control
tissucs (see this article’s Fiz E4 in the Online Repository at

TRIFARIET AL 445

www jacionling.org). The analysis of the spleen from patient
W, removed at the age of 10 vears, revealed that WASP was al-
ready expressed by a large amount of cells in the white pulp,
mainly in perianeriolar sheets (Fig 6, AL A parallel CD3 staining
suggests that WASP™ cells corresponded 1o T cells and that the
majority of T cells were indeed WASP ™ (Fig 6, 8). This finding
shows that the expansion of revertant T cells likely started more
than a decade before their detection in the blood. A mesenteric
lymph node biopsy (age 23 yvears) was highly enriched in WASP”
lymphocyies (Fig 6, ), identified as CD3 " T cells belonging 1o
paracortical areas and B-cell follicles (Fig 6, D). This was indi-
rectly confirmed by the absence of colocalization between
WASP and the B-cell marker Pax5 (Fig 6. £). In the bone marrow
fage 23 years), most of the analyzed area showed rare WASP'
lymphoid cells (Fig &, F). Loose aggregates of WASP™ lymphoid
cells corresponding o mature T-cell aggregates were observed
iFig 6. ), as confirmed by CD3 staining on parallel sections
i(data not shown) Together, these data suggest that WASP™ T
cells have a strong selective advantage in vive and localize cor-
rectly to secondary lymphoid organs.

DISCUSSION

Cases of somatic revertant mosaicisms have been reported in
differemt inherited disorders.™ including primary immunodeli-
ciencies.”” ™ In WAS, the frequency of spontancous revertant
mutations is estimated to be 10%.""" Remarkably, multiple re-
VErse mutations occurring at distingt sites in the WAS gene were
found in single patients,”"**" These reversion cases are unique
in that they provide relevant imformation about the role of
WASP in the development, function, and homeostasis of hemato-
poietic cells. We report here the case of a patient with WAS ex-
pressing a [unctional revertanl WASP mutant in T cells. For the
first time in such a case, revertant WASP expression was tracked
over Line in varoeus hematopoielic organs.,

The original mutation was a single-base deletion causing a
frame shift and a premature stop codon, leading o the loss of
WASP expression. We identilied a novel d-nuclecdide insertion, 4
nucleotides downstream the original mutation. This region of the
WAS gene has not been described as a mutational hotspoi, How-
ever, the high CG content and the presence of 2 cytosine tracts sur-
rounding the orginal mutation may have favored secondary
insertion. This event restored the reading Frame and allowed mu-
lant protein expression with a predicted LP— RPR aa change.
Maodeling analysis indicated that the overall conformation of
the mutant protein would be preserved, Because the mutation
lies in exon 6, which does not encode any known function or bind-
ing domain of the protein, the function of the revertant protein
may also be preserved.

Revertant WASPE displayed a normal colocalization with F-actin
hoth in resting and activated conditions, suggesting that revertant
WASP is functional during chemotaxis and antigen stimulation.
Consistently, the presence of revertant T cells in the T-cell zone of
the spleen and of a mesenteric lymph node indicates that revertant
T cells migrated and distribuled nomually o secondary Iymphoid
organs, Inaddition, revertant T cells displayed normal TCR-driven
proliferation even at low-dose anti-CD3 mAbs, and normal 1L-2
and IFN-vy production, suggesting that they could respond 1o
physiological doses of antigen, Together, these data indicate that
revertant WASP s funciional, the best evidence being the selective
advantage of revertant T cells in vivo.

158



446 TRIFARI ET AL

KR o

LA
A:"'.'-‘-{:%
-

-

JALLERGY CLIN IMMUNOL
FEBRUARY 2010

FIG 6. Lymphoid tissue distribution of revertant WASP expression. Histologic analysis of WASP expression
in lymphoid tissues from patient W4, including spleen (A and B) collected at age 10 years, and lymph node
(C-E) and bone marrow (F and G) collected at age 23 years. Stainings for WASP (A, C, E, F, and G)and CD3 (B
and D) on adjacent sections or Pax5 as costaining (E). Pictures taken with a x 10 {G) or %20 (A-F] objective

show representative areas of each tissue.

The detection of a high proportion of WASP™ cells in the
spleen (age 10 years) suggests that the reverse mutation event oc-
curred early in life. Accumulation of WASP" cells may have been
favored by white-pulp hypoplasia (data not shown). Given the ap-
parently higher enrichment of revertant T cells in the lymph node
compared with the blood, it can be speculated that revertant T
cells may have used secondary lymphoid organs as reservoirs.
This observation is reminiscent of the preferential enrichment
within the spleen of genetically corrected T cells that developed
after gene therapy in WAS-knockout mice.*"*" Revenant T-cell
chimerism in the blood may depend on the properties of the rever-
tant protein but also on the nature and strength of the stimuli en-
countered, Interestingly, sorted WASP™ revertant peripheral
blood T cells had a normally diversified TCR repertoire, whereas
the WASP T-cell counterpart dixplznz:d reduced diversity, as ex-
pected for adult patients with WAS.** This suggests that revertant
WASP expression occurred as early as in a T-cell progenitor and
that it helped maintaining a diversilied TCR repertoire in the
progeny. Alternatively. the secondary mutation event may have
occurred in a more primitive hematopoietic progenitor, although
our approaches failed to reveal WASP expression in B cells, NK
cells, megakaryocytes, or myeloid cells. We found higher

percentages of revertant T cells within the memory. compared
with the naive, subset (Fig E1), suggesting that part of the selec-
tive pressure may have occurred on antigen stimulation. Possibly,
the few WASP" cells detected in the bone marrow could be res-
ident central memory T cells.™ Together, the detection of rever-
tant T cells in multiple lymphoid organs points toward a normal
homing and survival of WASP™ T cells.

Our follow-up study indicates that although apparently func-
tional revertant T cells started to expand early in life, the patient
presented a high incidence of viral and bacterial infections and
developed autoimmunity. Several explanations may account for
the observed clinical course. Progressive restoration of WASP
expression restricted to the T-cell compartment is probably not
sufficient to ameliorate significantly the immune control of
infectious episodes, in particular in the context of immunosup-
pressive therapy. In comparison, patients with X-linked throm-
bocytopenia, expressing from birth residual WASP in all
hematopoietic lineages, appear not to have recurrent infections, ™
The autoimmune manifestations may also be caused by the pres-
ence of residual WASP-negative autoreactive lymphocytes, as
suggested by the striking observation that a majority of patients
with WAS with mixed chimerism after hematopoietic stem cell
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transplantation develop autoimmunity.” Moreover, revertam
WASP expression may have varable outcomes in restoring func-
tions in distinct CD4 ™ T-cell subpopulations involved in the con-
trol versus triggering of autoimmunity. We previously reponed
defective Hueprl.'.lisiﬁ'c activity in regulatory T cells 1solated from
the patient.'” although we could not determine whether they ex-
pressed revertant WASPE. On the other hand, preliminary data in-
dicate enrichment of WASP " cells within the CD4 " CDI61" T
cells (Fig ES). suggesting a biased selective advantage in Ty 17
cells.*

In summary, clinical improvement aller genetic reversion maost
probably depends on the size, diversity, and function of the
revertant cell pool, In the context of WAS gene therapy strategies,
optimal therapeutic effects will alse depend on those parameters.
Current stralegies largel gene delivery o hematopoietic stem cells
potentially to correct all hematopoietic cell [irl.t.'lgutx.'""m I adddi-
tion, the high incidence of reversion cases in patients with WAS
should be taken into consideration during the evaluation of the
hest therapeutic options, including gene therapy.

We are grateful toall the patients and their families, especially 1w patiem W4
and his family, for their strong invelvement in the study. We thank Roben
Bredius, Silvana Martino, and Luigi Notrmngelo for providing patient
samples for this study, We thank Katharing Fleischhaver for the HLA wyping
sidy, We thank Sophic Allard from the IFRIS) microscopy platform
{Toulouse). We thank Grazia Andolh and Massimiliano Mirolo for excellent
technical assistance. W thank Marina Brambilla for the immunohisiology
analysis.

implications: Given the high rate of secondary muta-
tions in patients with WAS, this study provid y information

relevant to the clinical follow-up of these patients.
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METHODS

Size distribution analysis of TCR] rearrangements

Three PCR reactions targeting the large majonty of complete and
incomplele TCRB rearrangements (TCRB A: VEIBI2.22.6¢2.7, TCRB
B: VREIBZI232425: TCRE C: DR-IB) were performed. MNegative
controls (without emplate) and polyelonal and monoclonal contrmols were
included for cach experiment. Tawo microliters of PCR product was diluted
Iifold in formamide<containing 500 ROX DNA size standard (Applicd
Biosystems, Foster City, Calif)y and denatured (95°C for 5 mianutes) before
separation in g high-resolution denaturing polyvacrylamide gel (POPT poly-
mers Applicd Biosystems) and detection vin o sconning laser using an
autonited ARI 3130 Genetic Analyeer, Analysis of PCR products was per-
formed by GeneMapper soltware {Applicd Biosystems) analysis,

Modeling method used to study the polypeptide
fragment mapping the secondary mutation

Models of the secondary structures of the sequences spanning residucs
163-192 of the wi protein (WT) and 163-193 of the revertant W4 patient
protein (W4R) wene nitially predicted by using 3 diffenent programs:
PSIPRED,"”' SSPROVIDPRO.™ and APSSPL.S Molecular Dynamics (MD)
simulations were then performed on shorter peptides excluding the unstruc-
twred C terminal regions, Each polypeptide chain was put in o cubic box
6.5 % 68 x 6.8 am'), sobvated, and neutralized by adding a sodium
ion for cach negative charge. The systems cnergy was minimizcd by vsing
the steepest descent method.  Thirv-nonosecond  simulations were per-
formed (pressure = | bar, Temperaure = 300 Kelvin degrees, Paricle
Mesh Ewald electrostatics) using the LINear Constraint Solver algorithm
for bond length constraing. ™™ To obluin o more relinble structure, Replica
Exchange Molecular Dynamics (REMD™ simulations were performed
in the canonical ensemble (constant number of panicles, constant voluemse
and constant wmperatene) using the simulation parmeters previously adop-
ted by means of 16 replicas (ot simulation time, 32 ns for cach sysiem)
ranging from 300 1o 345 K™ An exchange was attempted every 500 steps.
with the seoeplance ratio computed according to the Metropolis criterion,
The average exchange probability was 2.3% = 2.2%, a level ensuring an
efficient exploration of the conformational space [or polypeplide chains, ¥
The MD and REMD caleulations werne performed by using the GROmingen
Machine for Chemical Simulation 3.2.1 system and an [BM cServer Blade-
Center equipped with 28 double-processor 1520 Blages (56 PPCA4 2.8 GHe
processors) and Myrinet communication system. Secondary structure anal-
vais was performed on the resulting trajectones wsing the DSSP program.
Images were obtmned vsing the Visual Molecular Dynamics  sofiware
(Beckman Institute, Urbana, 113

RESULTS
Revertant WASP is expressed equally in peripheral
CD4" and CD8" T cells and preferentially in memory
T cells

As the W4 patient reached 24 years of age, reveriant WASP
appeared 1o be expressed in approximately 30% of peripheral
blood T cells. with comparable percentages in CD4™ and CDE™ T
cells (Fig E1). Higher percentages of WASP™ reveniant T cells
were present within the memory T cell subset (CD45RA) than
the naive T-cell subset (CD45RA™; Fig El).

Revertant WASP is not detected in megakaryocytes

We investigated by confocal microscopy whether WASP
would be expressed in megakaryocytes. For that purpose,
megakaryocyles were differentiated from CD347 cells by stim-
ulation with human thrombepoietin (10 ng/fmL), human FMS-
like tyrosine Kinase 3 ligand (20 ng/mL), and human stem
cell factor (50 ng/mL), After 11 days of differentiation, cells
were seeded on fibrnogen-coated glass slides (1 mg/ml), fixed
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with 4% paraformaldehyde, and permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in PBS. Nonspecific binding was blocked in
PBS-BSA 2%, and cells were incubated with phycoerythrin-
conjugated anti-CD41 and with anti-WASP Abs revealed with
soat antirabbit Alexa-488 Abs. 4'-6-Diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride was applied for nucleus staining and cells were
analyzed by laser scanning microscopy (Leica confocal micro-
scope TSC SP2) with a 63> oil objective. The representative
images shown in Fig E2 clearly indicate that, in contrast
with the control, no WASP expression could be detected in
the megakaryvocyles derived from the CD347 cells of the pa-
tient W4,

Structure modeling of the WASP fraction
surrounding the reversion event predicts preserved
stability

To investigate further the impact of the predicted LP — RPR
aa change on the folding of the revertant WASPE, we modelized
the corresponding fractions (30-31 aa long) of the wi and
revertant proteins. MD simulations showed that both sequences
folded as an exiended random coil, with the exception of a shon
region exhibiting an a-helical/turn structure (Fig E3, A). REMD
simulations (done on 19-20 aa polypeptides) indicated that the
structural configurations were energetically stable and located
in a deep potential energy minimum, increasing the reliability
of the initial computational model. The secondary structure con-
tent, sampled during the whole MD simulation, showed that the
helical content of the WT peptide was overall less stable than
the one present in the W4R peptide (Fig E3. B). The WT pep-
tide presemed a mixed population of helical and hydrogen
bonded turn states during the whole simulation time, whereas
a net separation between helix and wrn was detected in the
WAR peptide, indicating an increased flexibility of residues 11
to 14, However, the presence of an arginine in the C-terminus
part of the W4R sequence would allow the formation of a
B-bridge between residues 3 and 4 and residues 17 and 13,
As a result, the W4R peptide was predicted 1o be slightly
more rigid than the WT peptide. Alwgether, this model shows
that although the revertant BPR sequence is expected o in-
crease local rigidity, the overall siructure and stability of the re-
vertant protein should be preserved.

Immunochistologic analysis of WASP in control
hematopoietic tissues

We developed a WASP staining on control tissues including
spleen, lymph node, and bone mamow from control donors (not
affected by WAS), In control spleen and lymph node, WASP was
expressed in the cytoplasm (mainly beneath the plasma mem-
braned of B and T Iymphocytes as well as in monocytes and
macrophages, but not inerythroid cells (Fig E4, A and B), whereas
in normal bone marrow (Fig B4, C), WASP was absem from ery-
throid precursors but clearly expressed by myeloid precursors and
megakaryocytes,

Clonal analysis confirms diversified Vj use in
revertant W4 CD4" T cells

CD4" T-cell clones were generated from a blood sample col-
lected as patient W4 was 23 vears of age. Afier analysis of
WASP expression by flow cytometry, the clones were classified
as WASP-negative or WASP-positive (revertant: Table El).
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Analysis of TCR VB expression by flow cytometry (TCR VP Rep-
erteire Kit including the determination of 24 TCR V[ Beckman
Coulter-lmmunotech, Marseille, France) clearly shows a highly
diversified V[ usage in the W4 WASP™ clones, similar 1o that
of W4 WASP clones and control clones generted from an
healthy donor.

Preferential enrichment of revertant WASP " cells
within the CD4*CD161" T-cell subset

To investigate the proponion of WASP™ revertant cells
within the Ty17 subset, freshly isolated PBMCs were siained
for CD4, CDI6I, and WASP. CD47CDIA]T T cells have
been shown 1o correspond 1o the Tyl T-cell subset, These cells
were found in apparently reduced proportions in W4 CD4™ T
cells (Fig E5). Further analysis of WASP expression clearly
showed a higher enrichment in WASP™ cells within  the
CDA™CDI6IT T cells (83%) compared with CD47CDI6L T
cells (63%). This suggests that CD4TCDIGIT Tyl7 T cells
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underwent a stronger selective advantage than the rest of the
CD4™ T cells.
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FIG E1. Revertant WASP expressioninCD4™ and CD8™ T-cell subsets from patient W4. PBMCs were purified
from a blood sample collected when the patient was 24 years of age. Expression of CDB and WASP (upper
panels) or CDASRA and WASP (lower panels) was analyzed by flow cytometry in T cells gated on the basis of
CD3 expression,
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mErge

FIG E2. Analysis of WASP expression in megakanyocytes. Confocal mi
crogcopy analysis of megakaryocytes differentiated from CD34 " cells of a
HD and the patient W4, Colls were colaballed with 4°-6-diamiding-2-phaeny|
indole, dihydrochloride (DAPL bilue) to identilfy nuclel, the specific megakar-

yaoyte marker CDA1 (yallow), and WASP [red)
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FIG E3. Structure modeling of the protein fraction surrounding the reversion event. A, Schematic represen-
tation of the average structure of MD simulations for the WT and for the W4R peptide. The residues are num-
bered sccording to internal enumeration of the model peptides (163 -+ 1), B, Secondary structure content of
WT and WA4R peptides computed during the 32.000-picosecond (ps) MD simulations using the DSSP algo-
rithm as implemented in the GROningen Machine for Chemical Simulation suite.
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FIG E4. Physiological lymphoid tissue distribution of WASP expression.
Histologic analysis of WASP expression in normal human lymphoid
tissues, including spleen (A), lymph node (B), and bone marrow (C).
WASP-specific staining appears in brown, whereas hematoxylin counter-
staining appears in blue, Pictures taken with a x20 objective show repre-
sentative areas of each tissue.
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FIGES. Revertant WASP expression in CD4°CD161" and CD4"CD161 T cells, PBMCs from a healthy donor
and from patient W4 (age 27 years) were analyzed by flow cytometry for the expression of CD4, CD161, and
WASP. Upper panels show the distribution of CD161 expression in CD4™ gated lymphocytes, and lower
panels show the expression of WASP in the CD161 (red) and CD1617 (blue) subpopulations, Max,
Maximum.
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TABLE E1. Distribution of WASP and VB expression in T-cell clones
HD WASP Vi W4 WASP Vi Wi WASP Vi
LD 1 03.6 1 03.1 + I
1.38 | 1.4 . 2 1.47 i |
1.13 + 3 1.78 - 4 1.48 } |
032 + 3 131 - 4 03.18 ¢ 2
3.1 3.1 1.87 - 3.1 1.33 + K]
03,12 3 5.3 319 - 5.1 1.7 t 3
04 t 13.2 1.34 - Tl .84 t 4
1.4 ~ 136 3129 - ] 03z i 5.1
1.4 t 14 113 . 13.6 1.58 } 7.1
3= + 17 033 - 14 116 ' g
1.14 $ k3 i1 - 14 0310 ¢ Y]
03.12 + 4
3,23 i 13.1
340 ; 13.1
1.14 [ 13.6
1.41 + 17
3.32 t 21.3
35 + 22
330 + 22
347 } 22
mn= [1* 0244 n= 11" Bi244 n = 2[* 13724%

“MNumber of clrmes analyzaed.
ANumber of different VB T-cell reveprors found in the analyzed clones (o of 24 VB T-oell receptors wested).
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ABSTRACT

Leukocytes migrate through most tissues in the body, a process which takes place in 3D envirenments,
We have previously shown that macrophages use the amoeboid migration mode in porous matrices
such as fibrillar collagen | and the mesenchymal mode involving pedosomes and matrix proteolysis in
dense matrices such as Matrigel. Whether such a plasticity may apply to other leukocytes and to all
subsets of macrophages is unknown. Here, we therefore provide a comparative analysis of the in vitro
30 migration modes adopted by primary human leukocytes. Blood-derived monocytes, neutrophils and
T lymphocytes were found to use the amoeboid mode in a porows fibrillar collagen | matrix but were
unable to infiltrate dense Matrigel and to form podosomes. M2-polarized macrophages and elicited per-
itoneal macrophages formed podosome rosettes, degraded the ECM and infiltrated both matrices. In
contrast, M1 macrophages were motionless in 2D and 3D environments, whilst resident macrophages,
devoid of podosomes, were only able to use the amocboid mode. Thus, we conclude that whereas all
leukocytes use the amoehoid mode to migrate through porous matrices, it is only certain macrophages
that can adopt the mesenchymal mode that permits migration through dense matrices. Interestingly,
the acquisition of mesenchymal migration capacity by macrophages correlates with the presence of
podosomes and with their capacity to organize those as rosettes, which appears to be modulated by
their differentiation and polarization states. As a perspective, specific control of the mesenchymal migra-
tion would be a potential target for therapeutic approaches aiming at decreasing macrophage tissuee
infiltration.

© 2012 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

and exrracellular matrix (ECM) protein scaffolds with heteroge-
neous composition and architecture.

Trafficking of leukocytes is a key process for immune cell
development and host defence (reviewed in Friedl and Weigelin,
2008). Leukocytes are able to migrate through most tissues in the
body and, in vivo, they encounter both 2-dimensional (2D) and 3-
dimensional (3D) environments. 2D migration takes place along
surfaces such as inner vessel walls and inner epithelial surfaces,
whereas 3D migration takes place inside tissues composed of cells

* Corresponding author at: IPBS CNRS UMRS0ED, 205 mowute de Narbonne, BP
G4182, F-31077 Toulouse, Franoe. Tel.: +33 05 61 17 54 58;
fax: +3305 61 17 5994,
E-mmail address; isabelle.maridomnean-parini@ipbs.ir (L Maridonnea-MariniL

0171-9335/% - see front matter © 2012 Elsevier GmbH, All rights reserved,
e/ dx doiorg! 10,1016/ jejel, 200 200 0032

We have shown that macrophages derived from blood mono-
cytes (MDMs) can use either the amoceboid migration mode, a
movement of rounded or ellipsoid cells that squeeze in and glide
along the pores and gaps of a porous ECM, eg fibrillar colla-
gen | (Friedl and Weigelin, 2008; Van Goethem et al., 2010) or
the mesenchymal migration mode characterized by elongated cell
morphology and requirement for proteases (o progress in a non-
porous environment such as Matrigel or gelled collagen | (Van
Goethem et al., 2010). In environments with heterogeneous archi-
tecture, they combine the two migration modes (Guietetal, 2011},
From those studies, we concluded that the architecture of the
matrix dictates the choice ol the migration mode. Macrophages
form podosomes constitutively in 20 environments { Linder, 2007 ).
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Podosomes are characterized as cell structures with proteolytic
activity directed at the ECM, with a core of F-actin surrounded
by a ring of adhesion receprtors and actin-associated proteins such
as vinculin and paxillin. In dense matrices, macrophages dig holes
and form specialized F-actin rich structures called 3D podosomes
at the tip of cell protrusions where protealytic degradation of the
matrix takes place (Van Goethem et al., 2010, 2011 ). We have pre-
viously proposed that podosomes are an essential requirement
of the mesenchymal mode (Cougoule et al, 20010; Guiet et al.,
2012), for the following reasons, First, 3D-podosomes are not
formed in macrophages that use the amoeboid migration mode
(Van Goethem et al., 2010). Second, Hek and Filamin A are two
proteins involved in podosome stability, podosome organization
as rosettes and ECM degradation, and both proteins are necessary
for mesenchymal migration of macrophages but dispensable for
amoeboid migrarion.

Macrophages can adopt the mesenchymal mode to infiltrate
dense matrices (Van Goethem et al., 2010). The other leukocytes
have been described to use the amoeboid migration mode {Fried]
and Weigelin, 2008; Sabeh et al,, 2009) but whether they can adopt
the mesenchymal mode has not been investigated. Neutrophils
have been described to use the amoeboid mode to infiltrate fibril-
lar collagen | (Sabeh et al., 2009) and podosome-related structures
have been observed in murine neutrophils but the organization of
vinculin as a ring and matrix proteclytic activity have not been
documented to unequivocally characterize these structures (Calle
et al., 2008; Szczur et al, 2006). T lymphocytes have been described
o use the amoeboid migration mode in fibrillar collagen | (Wolf
et al, 2003) and to also use podosome-related structures to pal-
pate the surface of the endothelium to do transcellular diapedesis
(Carman et al., 2007) and antigen recognition (Sage et al,, 2012)
bur these structures have not been shown to have a proteolytic
activity, a requisite to call them podosomes. Podosome structures
have been largely characterized in monocyte-derived cells such as
macrophages, osteoclasts and dendritic cells (Linder et al., 2011),
but whether monocytes form podosome structures was never
investigated. Thus, we investigated the ability of human blood-
derived T lymphocytes, neutrophils and monocytes to migrate ina
dense matrix in relation 1o their capacity to form podosome struc-
fures.

Macrophages exhibit various phenotypes as they polarize in
response (o environmental cues and can be broadly classified in
twio main groups: classically activated macrophages (or M1) and
alternatively activated macrophages (or M2)( Delavary et al,, 2011;
Martinez et al., 2008, 2009; Mosser and Edwards, 2008; Murray
and Whynn, 2011). Macrophages differentiate as M1 macrophages
in response to IFN-y and microbial products such as LPS. They
typically take part in the initial immune response to invad-
ing microorganisms and promote T helper (Th) 1 immunity. M2
macrophages are obtained in response to IL4 or IL13 and are
involved in the resolution phase of inflammation and tissue heal-
ing by promoting Th2 immunity (Delavary et al., 2011; Mege
el al., 2011). Moreover, M2 macrophages have impaired phago-
cytosis capacity (Krysko et al., 2011; Varin et al., 2010). Because
in vitro polarization of macrophages triggers phenotypes at the two
extremes of a continuum of phenotypes which occur in vivo, we also
studied the migration of macrophages collected from the periton-
eal cavity in resting and acute inflammatory conditions was also
studied.

For this study we thus set out to explore the 3D migra-
tion capacity of a variety of blood-derived leukocyte populations
such as neutrophils, T lymphocytes and monocytes in porous
(fibrillar collagen 1) and dense (Matrigel) matrices polyme-
rized in vitra, Since macrophages constitute a heterogensous
population in vivo, we also examined different macrophage
subpopulations.

Materials and methods
Cell preparations

Blood samples from healthy donors were obtained following
standard ethical procedures and with the approval of the concerned
Internal Review Boards,

Human monocytes: Monocytes were isolated from blood (Etab-
lissement Frangais du Sang, Toulouse, France) as previously
described (Van Goethem et al,, 2010), Those were then maintained
in RPMI 1640 medium supplemented with 1% FCS and seeded on
matrices polymerized in transwells (5 = 109) or ECM-coated cov-
erslips (10°),

Human neutrophils: Neutrophils were isolated from the same
source by the dextran-Ficoll method as previously described {Le
Cabec and Maridonneau-Parini, 1994). Cells were then maintained
in RPMI 1640 supplemented with HEPES (10 mM ), pH 7.4 for 20 min
at 37°C in suspension for recovery and layvered down on matri-
ces (5= 10) or on ECM-coated coverslips (10°) FCS at 1% final
concentration was added after 1 h.

Human macrophages: Human macrophages derived from CD14-
sorted monocytes (MDMs) were differentiated in the presence
of M-CSF (20ng/mL. Peprotech) as previously described (Van
Goethem et al,, 2010, After 7 days of differentiation. macrophages
were polarized using either 1FN-vy 20 ng/mL (100 U/mL-Roche) or
IL4 (20 ng/mL-Miltenyi Biotec) for 18 h to obtain M1 and M2 polar-
ized macrophages, respectively, TNFo (10ng/mL) was also used
to induce M1 polarization. All culture media contained M-CSF at
10 ng/mL during the polarization processes. MDMs had been serum
starved for 4 h, harvested as previously described (Van Goethem
er al., 2010), suspended in RPMI 1640 medium supplemented with
1% FCS, M-CSF (10 ng/mL) and the indicared cytokine and seeded
on matrices (3 = 10%) or ECM-coated coverslips (107,

Human lymphocyres: CD4* T cells were isolated by negative
depletion using Rosette Sep (StemCell Technologies), cultured and
expanded in RPMI 1640, 5% human serum, 100U/mL IL2 in the
presence of anti-CD3/CD28 coated Dynabeads (Invitrogen), with
a bead:cell ratio of 1:1. Fresh 1.2 was added every 3-4 days.
CD4" T cells were restimulated as above every 19-21 days. When
CD4" T cells were used, 14-21 days after activation, they were
regaining a resting phenotype. Cell purity was assessed by FACS
analysis (FACScan, Becton Dickinson) using PE-CYS-labelled anti-
CD4 mab (BD Biosciences) and was routinely between 95 and
9%, Cells were suspended in RPMI 1640 supplemented with 0.5%
human serum and seeded on matrices (5 = 10%) or ECM-coated
coverslips (10%),

Murine macrophages: Bone marrow-derived macrophages
(BMDMs) from C57BI&]] mice were obtained as previously
described [(Cougoule et al, 2010} and polarized using murine
recombinant cytokines (ImmunoTools) according to the proto-
col described above for human macrophages. BMDMs had been
serum starved for 4 h, harvested as previously described (Cougoule
et al, 2010), suspended in BMPI 1640 supplemented with 1% FCS,
10ng/mLM-C5F and the indicated cytokine, and seeded on matrices
{5 % 10%) or ECM-coated coverslips (10%).

Tissue macrophages: C57B16/] mice were purchased from Charles
River Inc. All experiments were performed with 6-12-week old
female mice according to animal protocols approved by the Ani-
mal Care and Use committee of the Institut de Pharmacologie
et de Biologie Structurale, Resident cells were collected by perit-
oneal lavages performed in control mice as previously described
(Cougoule et al., 2010). Peritoneal elicited cells were collected 4
days after an intra-peritoneal injection of 0.5 mL of 4% thioglycol-
late Brewer (Sigma) as previously described (Cougoule et al., 2000),
Collected cells were spun down (300g) for Smin, the pellet was
suspended in RPMI 1640 medium and cells were layered down
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on matrices {5 = 10%) or ECM-coated coverslips ([ 10%). Medium was
supplemented with 1% FCS after 1 h.

Matrix preparations

Collagen 1 (Nutragen - Nutacon; 2 mg/mL final concentration)
or Matrigel (BD Biosciences, batches from 8 to 12 mg/mL) were
polymerized as a thick layer (1-1.5mm) in the upper Transwell
chambers, as described (Van Goethem et al., 2010}

3D migration

Cells were seeded on the top of the matrices at the indicated
concentration (see above). For all the cell types studied, the lower
chambers were filled with RPMI 1640 medium supplemented with
10% FCS. For T lymphocytes and monocytes/macrophages, CXCL12
(1 wg/mL)and M-CSF (50 ng/mL) were added respectively. The per-
centage of 3D migration in fibrillar collagen | and in Matrigel was
manually quantified after 24h and 72 h, respectively using the
Image] soltware,

20 migration

2D migration was performed in uncoated-8 pm  porous
transwells (BD Biosciences). Cells had been serum starved for 3 h.
M1 or M2 polarized (3 = 10°) MDMs were seeded in the upper
chamber. The lower chamber was filled with 1 mL of RPMI 1640
supplemented with 10% of FCS and 50 ngfmL M-CSF. The migra-
tion assay was carried out overnight. The cells on the upper face
were then removed using a cotton swab and the cells on the
lower side were fixed with paraformaldehyde (3.7%; Sigma), per-
meabilized with Triton X- 100 (0.1%; Sigma) and stained with Texas
Red-coupled phalloidin (1/1000, Molecular Probes, Invitrogen) and
DAPI [4.6-diamidino-2-phenylindole] (5 ng/mL, Sigma) to visualize
F=actin and nuclei. The number of cells was then counted with a
Leica DM-RE fluorescence microscope,

Matrix degradation assay

Coverslips were coated with 0.2 mg/mL FITC coupled-gelatin
{Molecular Probes) as previously described (Cougoule et al,, 2010
Macrophages or other leukocytes were cultured on FITC-coupled
gelatin, For T lymphocytes, the gelatin-FITC had been coated with
either fibronectin or ICAM-1 (10pg/mL) for 1h at 37°C. After
24 hin culture, cells were fixed, processed for F-actin staining and
observed by Muorescence microscopy. Quantification of the matrix
degradation was assessed as previously described (Cougoule et al.,
20107,

Immunofluorescence microscopy

BMDMs, murine tissue macrophages and other leukocytes had
been cultured for 24h on glass coverslips coated either with
fibronectin, Abrinogen (10 pg/mL: Sigma) or nothing, or with
ICAM-1 Fc chimera (10 pg/mL. R&D system) for T lymphocytes.
Based on our previous data showing that macrophages spread
on glass, coated or not with ECM proteins, spontanecusly form
podosomes after 15-30 min, we investigated podosome formation
in blood-derived leukocytes at different time points starting from
&0 min till 24 h. Cells were fixed with paraformaldehyde (3.7%;
Sigma), permeabilized with Triton X-100(0.1%: Sigma), and stained
with anti-vinculin antibody (clone HVin-1, dilution 1/300; Sigma)
followed by Alexad488-conjugated goat anti-mouse immunoglob-
ulin G (1/1000; Cell Signalling Technology). Texas Red-coupled
phalleidin and DAPL Slides were visualized with a Leica DM-RB
fluorescence microscope or with an LSM710 confocal microscope

Table 1

Seqquence primers used to characterize the M1 and M2 marker expression.
Primer Sequence
Human markers
hCXCLO-R TCT-TTT-GGC-TGA-CCT-GTT-TCT-C
hCXCLe-1 AGT-GGT-GTT-CTT-TTC-CTC-TTG-G
hNDO-R CAA-AAT-AGG-AGG-CAG-TTC-CAG-T
hINDO-L TCA-TCT-CAC-AGA-CCA-CAA-GTC-A
hTHF-R ACG-AGC-GLG-TAA-TAA-AGG-GAT-T
hTNF-L CAT-CTA-TCT-GGG-AGG-GGT-CTT-C
hiL-15R GTT-AGC-AGA-TAG-CCA-GCC-CAT-AC
hiL-15L TAC-TCA-AAG-CCA-COG-TAA-ATC-C
HALOX15-R GLG-GLC-TCA-AAT-AAC-CAA-AL
RALOXT5-L ANC-TTC-CAC-CAG-GCT-TCT-CTC
hCCL13-R ATC-TCA-AGC-AGC-AAG-TAG-ATG-G
hCCLI3-L GAG-CAG-AGA-CGC-AAA-GAA-ACA
hOCSIGN-& CAG-CAG-AGG-AAA-CAL-AGA-GAG-G
HOCSICN-L AGA-ALG-LTA-CCA-CTG-CAT-LTT-G
HENI-R CCA-CAG-AGT-AGA-CCA-CAC-CAC-T
hFNI-L ACA-CCT-COA-GCA-AGA-AGG-ATA-A
Murine markers
mTNE-R TCTGLAAGGTCTCAAGGTAGGA
MTNF-L AGAAACACAACATLOTOGLACA
mCXCLI0-R CGT-CAT-TTT-CTG-CCT-CAT-CCT
mCXCLI0-L TCT-GCT-CAT-CAT-TCT-TTT-TCA-TCG
miL12pd0-R CACACGCCTCAAGAAGATGAL
miL12pd0-L GCCATTCCACATGTCACTOD
mMR-R CATGAGGCTTCTOCTGCTTCTG
mMR-L (Mrecl TTIGCCGTCTGAACTCAGATGG
myIMI/2-R CCACTGAAGTCATCCATGTC
miyiM 121 GGLGCATACCTTTATCCTGAG
mArg2-R TCCATCAAACCTTGOCTCTC
mArg2-L CLCGATCAAATCTCTGTICT

For each species, the M1 and M2 markers are presented in regular and italic case,
respectively,

equipped with an x63-1.4 oil immersion Plan-Apoechromat objec-
tive (CarlZeiss AG, Jena, Germany L

M1/M2 transcriptional profiles of macrophages

RNAs were extracted from MDMs, BMDMs, resident and
elicited mouse macrophages using RNeasy Mini Kit (Qiagen)
with a DNase | step to eliminate DNA contaminants, as recently
described (Ben Amara et al., 20000 The quantity and the quality
of RNA were assessed using Nanodrop (Thermo Science, Maurens-
Scopont, France) and 2100 Bioanalyser {Agilent Technologies,
Massy, France), respectively. Real-time quantitative RT-PCR (qRT-
PCR) was carried out as recently described ( Ben Amara et al., 2010
In brief, reverse transcription of 150 ng of RNA was performed with
the MMLV-RT kit {Invitrogen). cDNA was obtained using oligo{dT)
primers and M-MLY reverse transcriptase (Invitrogen) and qPCR
experiments were performed using SYBR Green Fast Master Mix
(Roche Diagnostics, Meylan, France) and a SmartCycler (Cepheid,
Maurens-5copont, France), The M1 and M2 genes were selected
according to a previously published list of M1 and M2 genes
(Martinez et al., 2006; Tantibhedhyangkul et al., 201 1 ). The primers
were designed using Primer3 (http://frodoswimit.edu/primer3)
(Table 1) Results were normalized using the housekeeping gene
B-actin and are expressed as fold change (FC)=2-440 where
AACH=(CtTarget = CLACHN )ysey = (CiTargel = CLACN) congro-

Podosome life time measureament

CD14-sorted human monocytes were seeded in 8-wells cover-
glass Labtek chambers (10° cellsfwells) and differentiated in the
presence of M-CSF (20 ng/mL). At day 3, cells were washed twice
with PBS and transduced with a mCherry-Lifeact lentiviral vector to
visualize F-actin structures. Briefly, the rransduction was initiated
by adding 200 pLwell of a mix of RPMI 1640 without FCS and the

172



C. Congonle ef ol [ Ewropean Jowmal of Cell Biology 91 (2012 038-040 a4l

lentiviral vector [ 10° effective viral particles for 10 macrophages ).
After 1h30, 400 pl of complete medium was added. At day 6,
the culture medium was removed and MDMs were polarized as
described above. After 24 h, cells were imaged using an inverted
microscope (Leica DMIRE, Leica Microsystems) equipped with a
motorized stage and an incubator chamber to maintain the tem-
perature and CO; concentration constant. Images were acquired
with the Metamorph software, every 205 in one z-plane for 40 min,
and on 10 separate fields per cell type. Quantification of podosome
life-span was measured manually from two independent exper-
iments, using the Image] software for podosomes appearing and
disappearing during the time-course of the experiment and results
were expressed as the mean £ SEM of 100 podosomes from 10 cells.

Sratistics

All dara in the text and figures are expressed as mean [£5EM)
and unpaired T-test statistical analysis was carried out with the
Prism 4.0 software. A p value of less than .05 was considered sig-
nificant (*p<.05, **p=<.01, ***p<.001).

Results

T lymphocytes, neutraphils and monocytes use the amoeboid bur
nat the mesenchymal migration mode

To study the 3D migration ability of leukocytes, we used two
different matrices with distinct architectures which were polyme-
rized as thick layers {1 mm) to create a 3D environment {Van
Goethem et al., 2010). Fibrillar collagen 1 15 a porous matnix into
which macrophages and other leukocytes have been shown [o use
the amoeboid migration mode (Sabeh er al., 2009: Van Goethem
et al, 2010; Wolf et al., 2003). Matrigel is purified from a mouse
sarcoma which, when used at 10 mg/mL. forms a dense and poorly
porous extracellular matrix, In Matrigel, MDMs and BMDMs have
been shown to migrate using the protease-dependent mesenchy-
mal mode {Cougoule et al., 2010; Van Goethem et al,, 2010) whilst
neutrophils have been shown not to migrate into it (Steadman et al.,
1997),

T cell motility thought 3D matrices was induced by the
chemokine CXCL12, aligand for CXCR4, We mainly studied cultured
primary human CD4* T cells. Those express CXCR4 homogeneously
whilst freshly isolated T lymphocytes express heterogeneous
CXCR4 levels (Bleul et al., 1997 ). T lymphocytes infiltrated fibrillar
collagen Land exhibited a pear shape characteristic of the amoeboid
migration mode (Fig. 1A and B, left panel, arrow) but they did not
infiltrate Matrigel (Fig. 1A and B, right panel ). Similarly, freshly iso-
lated total T cells were unable to infiltrate Matrigel but migrated
readily in fibrillar collagen matrices (data not shown). Next, the
presence of podosomes was examined, To optimize cell spread-
ing, a prerequisite for podosome formation, T lymphocytes were
seeded on ICAM-| coated coverslips and treated or not with PMA
for 24 h. Even under these conditions, no podosome structure could
¢ observed in T lymphocytes. Some displayed actin dots, but those
were not surrounded by vinculin, a hallmark of podosomes (Fig. 1C,
inset a) and failed to degrade the gelatin-FITC covered with ICAM-
1 (Fig. 1D} or Abronectin (data not shown). Treatment with PMA,
although it increased cell spreading, still did not trigger proteolytic
activity towards ECM (data not shown). Thus, despite our efforts
to provide favourable conditions, we could not get T lymphocytes
neither to form podosomes, nor to exhibit proteolytic activity on
ECM nor to migrate into Matrigel.

Meutrophils freshly isolated from blood infiltrated fibrillar colla-
gen | (Fig. 1A and B) with a rounded cell shape but did not infiltrate
Matrigel (Fig. 1A and B), Occasionally, a few F-actin dots with almost

a regular ring of vinculin were noticed (Fig. 1€, inset b), but on
glass, on fibronectin or vitronectin, neutrophils generally failed to
form podosomes (Fig. 1C, inset a), and failed to degrade the matrix
of FITC-gelatin (Fig. 1D}, As the diapedesis step could be critical
“to switch™ cells to a competent migration phenotype in dense
matrices, we then tested the migration ability of inflammatory
neutrophils harvested from the mouse peritoneal cavity 12 h after
injection of thioglycollate, At this time point, neutrophils accounted
for 77.4£4.7% (n=5) of the collected cells (Fig. 51). Despite the
inflammatory context from which they were obtained, elicited neu-
trophils still did not infiltrate Matrigel and did not form podosomes
{data not shown ).

Similarly, freshly isolated monocytes infiltrated the matrix of
fibrillar collagen | with the typical amoeboid rounded cell shape
(Fig. 1A and B) but not Matrigel (Fig. 1A and B). They formed F-actin
dots which were not surrounded by vinculin and thus were not con-
sidered as podosomes (Fig. 1C). After 4-5 days on Matrigel, some
monocytes did acguire the capacity to infiltrate the matrix with the
characteristic elongated cell shape (Fig, 1B). At day G, the percent-
age of cells into the matrix was quantified (Fig. 1A) and was similar
to that previously described for macrophages after 7 days of differ-
entiation in culture dishes (Van Goethem et al., 2010), suggesting
that differentiation is required to infiltrate dense matrices.

Thus, none of the leukocytes studied here were found to have
the capacity to infiltrate Matrigel or to form podosomes, suggesting
that these cells are unable to use the protease-dependent mes-
enchymal mode.

In vitro polarized M1 or M2 human and mouse macrophages
display distinct 30 migration abilities

Mext, we investigated whether the 3D migration ability of
monocyte-derived macrophages (MDMs) was regulated during
macrophage polarization.

Human M1 and M2 MDMs were generated by IFN-vy- and IL4-
treatment, respectively. Using a combination of 8 polarization
markers, we checked that IFN-vy- and IL4-stimulated macrophages
exhibited typical M1 and M2 profiles when compared to non-
polarized MDMs that we called here MO (Fig. 2A).

The migration ability of M1 and M2-polarized MDMs was exam-
ined in comparison with MO. M2 MDMs were able to migrate into
fibrillar collagen | and Matrigel (Fig. 2B) with the typical cell shape
of amoeboid and mesenchymal migration, respectively (Fig. 2C).
They exhibited comparable migration ability than MO macrophages
(Fig. 2B and C}. In marked contrast, IFN-y-polarized M1 MDMs were
unable to migrate into fibrillar collagen 1 or in Matrigel (Fig. 2B, and
stayed at the top of the matrices where they displayed a rounded
cell shape (Fig. 2C). To ensure that inhibition of the migration was
the result of M1 polarization, MDMs were also polarized using THFo
(Mantovami et al., 2004). TNFa-treated MDMs did not migrate in
fibrillar collagen | or in Matrigel (data not shown ) confirming that
M1 macrophages are defective in both migration modes.

To test the 2D migration ability of M1 and M2 macrophages, a
standard transwell assay was used. As shown in Fig. 2D, M1 MDMs
were also motionless in those conditions, while M2 were migrat-
ing even more efficiently than MO macrophages. Taken together,
these results show that M1 MDMs were defective for both 3D
and 2D migration whereas M2 MDMs remained competent for all
types of migration: 20 and 3D migration into fibrillar collagen |
and Matrigel. The presence of podosomes was examined in M1
and M2 MDMs layered on fibrinogen. Individual podosomes were
observed in 100% of the M1 and M2 macrophages. Live observa-
tions of mCherry-Lifeact-expressing M1 and M2 MDMs revealed
that the lifetime of individual podosomes in M1 MDMs was
625+ 595 while it was 411 =425 in M2 macrophages (p=0.0037,
n= 100 podosomes/condition) (te compare with podosomes in
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and the 3D cell migration was quantified after 24 h and 72 h, respectively, T lymphocytes, neutrophils and monocytes infiltrated the matrix of fibrillar collagen | but did not
infiltrate Matrigel, After 6 days on the matnx, monocyte-derived macrophages (MDMs) which had acquired the capacity to infiltrate Matrigel were quantified as described
in the section “Materials and methods™. Results are expressed as mean = SEM of three independent experiments performed in triplicates, *“*p<0.001, (B) T lymphocytes,
neutrophils and monocytes migrating either inside fibrillar collagen | (left panels, arrows) or on top of the Matrigel matnix (right panels, arrows) are shown. Arrowheads
show cells at a distinct depth in the matrices. (C) T lymphocytes were seeded on ICAM-1 coated coverslips (without PMA treatment) for 24 h, neutrophils were seeded on glass
coverslips for 1 h, monocytes and macrophages were seeded on glass coverslips for 24 h, All cells were fixed and permeabilized. F-actin was stained with Texas Red-coupled
phalloidin, vinculin was stained with primary and AlexaFluor 488-coupled secondary antibodies, and nuclel with DAPL T lymphocytes, neutrophils and monocytes formed
F-actin dots but vinculin did not form a ring around the actin core (insets (a)). Inset (b) illustrates the presence of few F-actin dots with a quite regular ring of vinculin in
neutrophils, Inset (¢) illustrates the organization of classical podosomes with a ring of vinculin in MDMs after 6 days of culture. Scale bars: 10 pum, insets = 3 x magnification

D) T lymphocytes and neutrophils seeded on FITC-coupled gelatin coated on glass coverslips and cultured either overnight or for 5 h, respectively, were fixed and stained
for F-actin and nuclei and microscopically examined, Neither T lymphocytes nor neutrophils degraded FITC-coupled gelatin. Scale bars: 10 pm
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rosettes while MO and M2 BMDMs harbor podosome rosettes (arrowheads), Scale bar = 10 pum. (D) Quantification of podasome rosettes in MO, M1 and M2 BMDMs, Podosome

structures were counted in at least 100 cells in duplicate samples, in three independent experiments, “p<0.05

MO macrophages which is approximately 400s (Bhuwama et al.,
2012)). These results indicate that M1 macrophages have a reduced
podosome turnover compared to M2 . In murine bone marrow
derived macrophages (BMDMs), we have previously reported that
the organization of podosomes as rosettes is required for mes-
enchymal migration (Cougoule et al., 2010), Thus, we quantified
podosome rosettes in MO, M1 and M2 MDMs layered on fibrinogen.
As shown in Fig. 2E and F, similarly to M0, M2 MDMs efficiently

orgamzed their podosomes as clusters and rosettes while M1
MDMs hardly formed these structures, The presence of rosettes has
been correlated with enhanced ECM proteolytic activity (Cougoule
et al,, 2010) but somewhat surprisingly, M1 MDMs were found
to degrade gelatin-FITC with the same efficiency as M0 and M2
cells (Fig. 4C). One noticeable difference, however, was that M1
MDMs harbored a “sitting” cell shape on gelatin-FITC with a large
degradation area under the cells, whereas M2 MDMs harbored a
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Fig. 4. (A) MO, M1 and M2 MDMs were seeded on FITC-coupled gelatin coated on
glass coverslips, cultured overnight. fixed and stained for F-actin and nuclei and
microscopically examined, Scale bar: 10 pm. (B) M1 BMDM:s are defective in gelatin-
FITC degradation, MO, M1 and M2 BMDMs were seeded on FITC-coupled gelatin
coated on glass coverslips and incubated overnight, fixed and stained for F-actin and
nuclei. Scale bar: 10 pm. (C) Quantification of gelatin-FITC degradation by M0, M1
and M2 MDMs, The percentage of degradation corresponds to the number of pix-
els of degradation for 100 pixels of cell surface. Results are expressed as mean £ SEM

“migrating” phenotype characterized by a polarized shape with
podosomes or podosome rosettes localized at the leading edge
(Fig. 4A). Thus the proteolytic activity of M1 macrophages which
form more stable podosomes appeared to be similar to M2 cells
which form podosome rosettes and are motile.

Differences have been described between human and murine
polarized macrophages (Martinez et al., 2006). We thus inves-
tigated the migration capacity of polarized mouse macrophages
derived from bone marrow (BMDMs), Those were polarized in M1
and M2 BMDMs, as controlled by analysis of the expression of six
polarization markers (Fig. 3A). Similarly to human macrophages,
M1 BMDMs did not migrate into fibrillar collagen 1 or Matrigel while
M2 BMDMs did and even better than MO macrophages in Matrigel
(Fig. 3B). In addition, 100% of mouse M1 and M2 macrophages
formed individual podosomes when layered on fibronectin but
only M2 BMDMs organized their podosomes as rosettes (Fig. 3C
and D). The only difference between human and mouse cells we
observed in our experiments was that mouse M1 BMDMs showed
relatively low gelatin-FITC degradation capacity (Fig. 4B and D).
Taken together, these results indicate that the M1 polarization pro-
cess is characterized by a motionless phenotype, the inability to
organize podosomes as rosettes and an heterogeneous capacity to
degrade the matrix, while M2 polarized cells are able to migrate
effectively in both matrices, form rosettes and degrade the matrix.

The migration ability of elicited macrophages differs from that of
resident macrophages

We next examined the ability of resident and elicited
macrophages harvested from the mouse peritoneal cavity to
migrate in 3D matrices, to form podosome structures and degrade
gelatin-FITC. Elicited macrophages were collected 4 days after
intraperitoneal injection of thioglycollate.

We compared the expression of 6 biomarkers between elicited
and resident macrophages to characterize their polarization pro-
files. As shown in Fig. 5A , elicited macrophages displayed a
combined expression of the M1 and M2 markers.

While both cell types migrated in fibrillar collagen I, only
elicited macrophages migrated in Matrigel (Fig. 5B and C), formed
podosome rosettes (Fig. 5D and E) and degraded the gelatin-FITC
matrix (Fig. 5F and G).

Thus resident and elicited macrophages which are known to
exert distinct functionalities (Gordon and Mantovani, 201 1) exhibit
distinct migration behavior, providing further information about
the phenotypic heterogeneity of tissue macrophages.

Discussion

The data presented herein extend our knowledge of the 3D
migration ability of several leukocyte populations into thick extra-
cellular matrices. We observe that (i) circulating leukocytes use the
amoeboid mode, do not form podosomes and are unable to infiltrate
dense matrices and (ii) the migration of macrophages, which have
been previously shown to use the amoeboid and the mesenchy-
mal mode in porous and dense matrices, respectively, is strongly
influenced by polarization and the tissue environment.

3D migration takes place when leukocytes enter interstitial
tissues beyond vessels and the basal membrane. The architecture
of interstitial tissues is heterogeneous, ranging from loose fibrillar
regions to dense compact connective tissue with submicron

(n=3). (D) Quantification of the percentage of gelatin-FITC degradation by M0, M1
and M2 BMDMs. The percentage of degradation corresponds to the number of pixels
of degradation for 100 pixels of cell surface, Results are expressed as mean £ SEM
(n=3),"p<0,05,
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spacing (Egeblad et al.. 2010; Larsen et al., 2006), Thus two matri-
ces which have been described in detail in a previous report (Van
Goethem et al., 2010) were used to mimic the architectural het-
erogeneity of interstitial tissues, In fibrillar collagen 1, neutrophils,
T lymphocytes and human macrophages have been described to
use the amoeboid migration mode (Mourshargh et al., 2010; Sabeh
et al,, 2009; Van Goethem et al,, 2010; Wolf et al,, 2003}, Herein,
we compared, in the same experiments, the migration capacity of
leukocytes in porous fibrillar collagen [ and in a dense Matrigel. We
confirm the ability of monocytes, neutrophils and T lymphocytes
to migrate using the amoeboid mode in fibrillar collagen 1, and
we show that they do not infiltrate Matrigel. Using the experi-
mental conditions which trigger the formation of podosomes in
macrophages, dendritic cells and osteoclasts (Linder et al., 20011},
namely on glass coated or not with ECM proteins, we observed
that T lymphocytes, neutrophils and monocytes do not form
podosomes, according to the definition of these cell structures
which implicates an actin dot surrounded by a ring of vinculin and
a proteolytic activity towards the ECM (Linder et al., 2011). It has
been reported that T lwvmphocytes form podosome-like structures
during trans-cellular migration through the endothelium (Carman
et al., 2007) and scanning for antigen on antigen presenting cells
(Sage et al., 2012). In those experiments, however, the proteolytic
activity of those structures was not established, a requisite for
qualifying these structures as podosomes.

That neutrophils, monocytes and T lymphocytes are unable
to infiltrate Matrigel is surprising as these cells are expected to
migrate in most tissues. One hypothesis is that steps of differen-
tiation might be missing. For our experiments, we have used cells
isolated from blood which were then differentiated in vitro. Thus,
compared to the in vivo context, diapedesis is by-passed and this
step could be critical “to switch™ cells to a competent migration
phenotype in dense matrices, Using elicited neutrophils which had
accomplished this step of diapedesis, however, we found that those
cells still did not form podosomes, nor did T lymphocytes differen-
tiated with anti-CD3/CD28 Abs in the presence of 1L2 for 2-3 weeks
acquire the capacity (o migrate in Matrigel, Since neutrophils and
lymphocytes are small cells which might glide into small pores{Van
Goethem et al., 201 1), another hypothesis is that leukocytes unable
o use the mesenchymal mode would only infiltrate loose areas in
tissues. In agreement with this proposal, a recent report on lung
tumor biopsies shows that T lymphocytes are unable to cross dense
fibers of ECM proteins surrounding tumor islets and remain in
regions of loose tissue (Salmon et al., 2012 ). [t should be noted that
neutrophils have a segmented nucleus which might facilitate infil-
tration into poorly porous tissues, In fact, a recent report shows that
in tumor microenvironments, the nuclei of infiltrated neutrophils
are even more segmented than control neutrophils (Fridlender
et al,, 2009), suggesting that, by modifying their nuclear morphol-
ogy, neutrophils could more easily squeeze in poorly porous tissues
such as tumors (Egeblad et al., 2010) using the amoeboid migration.
In the case of migration into the dense Matrigel matrix, used in our
experiments at approximately 10 mg/mL, the size of the pores is
apparently too narrow (seée a scanning electron microscopy picture
of the architecture of Matrigel in Van Goethem et al. (2010)) to
allow neutrophil migration. A previous report has shown that neu-
trophils can infiltrate Matrigel in a protease-independent manner
when it is diluted to 3 mg/mL (Steadman et al., 1997) indicating

that a lower density allows neatrophils to infiltrate Matrigel using
the amoeboid mode.

In conclusion, these three types of leukocytes are unable to
migrate in matrices which require the formation of paths in a
protease-dependent manner, while they migrate in porous 3D
environments using the amoeboid mode. Thus, if the same rules
apply in vivo, we would expect to find these cells only in porous
tissue areas.

In marked contrast, when monocytes (from human blood) dif-
ferentiate in macrophages, they become able to infiltrate Matrigel
using the mesenchymal migration mode (Van Goethem et al., 2010,
this report). Similar observations have been made with mouse
macrophages differentiated from bone marrow (Cougoule et al.,
2010}, Because macrophages have a large plasticity, we examined
the migration of polarized and of tissue macrophages to get further
insight into their respective 3D migration abilities. Macrophages
polarized as M1 or M2 exhibit distinct functions. M1 macrophages
are involved in the early phase of the inflammatory response
(Bystrom et al,, 2008; Mege et al.. 2011), they release inflamma-
tory mediators and bactericidal products and they actively ingest
microorganisms and cellular debris (Liddiard et al., 2011). We
report that M1 macrophages do not migrate in 2D and 3D environ-
ments. Despite the fact that distinct molecular mechanisms govern
20 and 3D migration (Harunaga and Yamada, 2011}, these results
suggest that a common step may be inactivated. The observation
that macrophages become motionless under inflammatory pro-
Ces5es s important as it might contribute to maintain macrophages
at the site of infection to clean out bacteria and release toxic bacte-
ricidal products only in limited tissue areas (Laskin et al., 2011},
M1 BMDMs have been shown to adhere to extracellular matri-
ces to a higher extent than M2 (Vereyken et al, 2011) and, in the
same line, we report that podosomes in M1 cells are more stable
than in M2 macrophages. M2 macrophages have been character-
ized as anti-inflammatory cells with healing properties to curtail
inflammation after an infection or an injury and promote (o return
the body to homeostasis (Delavary et al., 2011; Serhan and Sawvill,
2005). It has been reported that mouse M2 BMDMs have a higher
2D motility towards conditioned medium than their M1 counter-
part (Vereyken et al., 2011). Similar results were obtained here
with human M2 MDMs, and we showed further that mouse and
human M2 macrophages can migrate in both fibrillar collagen |
and Matrigel, and form podosomes that they organize as rosettes,
Interestingly, M2 polarization induces an increase in fibronectin
transcript which is involved in cell adhesion and migration pro-
cesses and in cathepsin C, a lysosomal protease which could be
involved in mesenchymal migration { Martinez et al., 2006; Verollet
et al, 2011). Moreover, Hck, which regulates the formation of
podosome rosettes and the protease-dependent 3D migration of
macrophages {Cougoule et al., 20100, is activated during the process
of M2-polarization (Bhattacharjee et al,, 2011). M2 macrophages
are also associated with pathological contexts such as persistent
infections (tuberculosis, leprosy, Whipple's disease (Mege et al.,
2011). In the light of our results, it would be interesting to exam-
ine whether M2 macrophages facilitate host dissemination of
pathogens. M2 macrophages are also described in chronic autoim-
munity, obesity, fibrosis and cancer (Fairweather and Cihakova,
2009; Gordon and Martinez, 2010; Mosser and Edwards, 2008; Sica
and Mantovani, 2012) ). Inseveral tumor models, macrophages have

phalloddin, winculin with primary and AlexaFluor 488-coupled secondary antibodies, and nuclel with DAP, Elicited macrophages organized their podosoimes as roseties
[insets) Scale bars: 10 um, inset = 3= magnification, (E) Quantification of podosome rosettes in resident and eficited macrophages. Podosome structures were counted in at
least 100 cells in duplicate samples (n=5]. **p<0.01. (F} Resident and elicited macrophages were seeded on FITC-coupled gelatin coated on glass coverslips and incubated
overnight, fixed and stained for F-actin and nuclel. Resident macrophages poorly degrade FITC-coupled gelating Elicited macrophages degraded large areas of gelatin-FITC.
Scale bars: 10 pm. (G} Quantification of FITC-coupled gelatin degradation by resident and elicited macrophages. The percentage of degradation comesponds to the number
of pixels of degradation for 100 pivels of cell surface. Results are expressed as mean £ SEM (n=5), **"p< 0,001,
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been shown to be polarized as M2 and to enhance malignancy and
tumor cell invasiveness [ Qian and Pollard, 2010; Ruffell et al., 2012)
notably by remodeling the extracellular matrix (o open paths (o
tumor cells (Gocheva et al., 2010; Guiet et al,, 2011},

Despite the fact that in vitro polarization is clearly a simplified
maodel, results on cell migration provide new striking differences
berween M1 and M2 macrophages, namely that 2D and 3D migra-
tion is an exclusive property of M2 macrophages.

We also report that resident and elicited peritoneal
macrophages have distinct migration abilities. Elicited perit-
oneal macrophages, harvested 4 days after thioglycollate injection,
were found to up-regulate both M1 and M2 markers as previously
reported (Schif-Zuck et al., 2011; Stables et al, 2011) and to
migrate in both fibrillar collagen | and Matrigel. AT this time point,
the inflammatory response initiated by thioglycollate is reaching
the resolution phase (C. Lastrucci et al, unpublished data) and
macrophages are thus not expected o die locally but to migrate (o
the draining lymph nodes (Bellingan et al., 1996; Randolph, 2008).
For this, motile functions in 3D environments would be necessary.

Resident macrophages originate either from blood monocytes
which migrate to tissues in non-inflammatory conditions or from
resident cells which self-renew by transient proliferation after
inflammatory episodes (Davies et al,, 2011; Jenkins et al., 2011).
One of the functions of resident macrophages is to sample the
tissue in search of foreign particles, We show that peritoneal
resident macrophages migrate in fibrillar collagen 1 but not in
Matrigel. As previously described (Isaac et al,, 2010}, we observed
that resident macrophages do not form podosome rosettes and
they do not degrade gelatin-FITC. Consequently, in contrast o
elicited macrophages, residents have a limited migration ability
which might confine them to their tissue of residence. In future,
it will be interesting to explore whether resident macrophages col-
lected from tissues with distinct biophysical properties { porosity,
stiffness) have distinct migration abilities compared to peritongal
macrophages.

We have previously shown that migration of human and mouse
macrophages in dense matrices such as Matrigel or gelled colla-
gen | is: (i) inhibited by protease inhibitors, (i) independent of
ROCK, a key effector of the amoeboid migration, (iii) dependent on
the macrophage ability to organize its podosomes as roseties and
to degrade the ECM, (iv) characterized by an elongated cell shape
with 3D podosomes at the tip of cell protrusions (Van Goethem
et al,, 2010, 2011; Veroller er al., 2011). This mode of migration
has been called mesenchymal migration (Cougoule et al., 2010;
Van Goethem et al., 2010, 2011; Verollet et al., 2011) by analogy
to a migration mode used by tumor cells [Woll and Friedl, 2011).
Taken together with our previous studies, we show that cells which
are able to infiltrate Matrigel with the characteristic mesenchymal
phenotype (MDMs, BMDMs, human and mouse M2 macrophages,
mouse elicited macrophages) form podosomes, organize them as
rosettes and degrade the ECM while cells which do not infil-
trate Matrigel ( T lymphocytes, neutrophils, monocytes and resident
macrophages) do not form podosomes. Although podosomes are
required for the mesenchymal mode, the presence of podosomes
does not certify the mesenchymal migration ability since M1 MDMs
do form podosomes and degrade the marrix but are motionless.
Interestingly, M1 macrophages do not organize their podosomes as
rosettes, Hek and Filamin A, which regulate the mesenchymal but
not the amoeboid migration mode, also regulate the organization
of podosomes as rosettes (Cougoule et al., 2010; Guiet et al., 2012),
further supporting the view that these podosome suprastructures
are involved in the 3D migration of macrophages in dense matrices
(Van Goethem et al., 2011).

In conclusion, this is the frst study compiling a detailed anal-
ysis of the capacity of human primary blood-derived leukocytes
and macrophages to migrate in 3D environments, form podosomes,

organize them as rosettes and degrade the ECM. Our results high-
light that none of the blood-derived leukocytes studied here do
form podosomes or infilirate a dense matrix of concentrated
Matrigel. Thus we suspect that these lenkocytes would more likely
localize in loose areas of tissues. In addition, our results extend
our knowledge on the diversity of macrophage phenotypes by
showing that M2 and elicited macrophages use the mesenchy-
mal mode while M1 polarized and resident macrophages do not.
Tissues infiltrated by macrophages are often a negative sign of dis-
gase progression, including for cancer and chronic inflammation.
These diseases are also often characterized by tissue densification
(Egeblad et al., 2010) which would likely require the mesenchymal
migration. A potential outcome of our work is to consider pathways
regulating specifically the mesenchymal migration of macrophages
as potential targets for therapeutic approaches.
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RESUME

Les lymphocytes T CD4" sont des acteurs clés dans I'orchestration d’une réponse immunitaire
dirigée spécifiguement contre un pathogene. L'efficacité de la réponse immunitaire dépend de la
génération de lymphocytes T CD4", de I'acquisition de leurs fonctions effectrices et de I'exercice de
ces dernieres. Ces différentes étapes se déroulent successivement dans différents sites spécialisés de
I'organisme. Ceci impose aux lymphocytes T CD4" une grande mobilité ainsi que I'établissement de
contacts privilégiés avec les cellules présentatrices de I'antigene, responsables de leur différenciation
et de leur activation. La mobilité ainsi que les interactions cellulaires des lymphocytes T CD4"
requiérent une réorganisation continue de leur cytosquelette d’actine. Un des régulateurs majeurs
du cytosquelette d’actine des lymphocytes T est la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP)
dont la déficience provoque le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), une immunodéficience primaire
sévére. Le dysfonctionnement des lymphocytes T est généralement considéré comme la cause
majeure du déreglement du systéme immunitaire observé chez les patients WAS.

Mes travaux de thése ont consisté a étudier I'implication de WASP dans la mobilité des
lymphocytes T CD4" humains, au cours des phases de migration et de rencontre avec les cellules
présentatrices de I'antigéne dans les contextes d’interaction non spécifique (antigénes du soi) et
spécifique de I'antigene (antigenes exogenes).

Nous avons tout d’abord montré que WASP n’est pas requit pour la migration dirigée par les
chimiokines des lymphocytes T CD4" in vitro. Ensuite, nous nous sommes intéressés au rdle de WASP
dans l'interaction des lymphocytes T CD4" avec des cellules présentatrices de I’antigéne présentant
des antigénes du soi. Dans cette situation, il a été précédemment décrit que les cellules
présentatrices de I'antigéne induisaient la mobilité des lymphocytes T et participaient au maintien de
I’'homéostasie lymphocytaire. De fagon surprenante, nous avons observé que |'absence de WASP
conduisait 8 une mobilité anormalement élevée des lymphocytes T CD4" au contact des cellules
présentatrices de I'antigéne. Nous avons ensuite montré que cet excés de mobilité était lié a une
adhésion LFA-1/ICAM-1 anormalement régulée. En conséquence de cet excés de mobilité, nous
avons également observé un maintien favorisé de la survie homéostatique lymphocytaire. Enfin,
nous avons poursuivi cette étude dans un contexte d’interaction avec des cellules présentatrices de
I’antigene présentant des antigénes exogenes. Dans cette situation, il est connu que I'engagement du
TCR avec les antigenes exogenes induit un arrét de mobilité des lymphocytes T. Nous avons observé
qu’en absence de WASP, les lymphocytes T CD4" présentaient des défauts d’arrét de migration sur les
cellules présentatrices de I'antigene. Nous avons aussi montré un défaut d’organisation moléculaire
de la synapse immunologique, formée entre un lymphocyte T et une cellule présentatrice de
I’antigene. En conséquence de cette mauvaise organisation, des défauts de prolifération et de
production de cytokines des lymphocytes T ont été révélés.

Finalement, nos résultats indiquent que WASP agirait comme un frein sur la mobilité des
lymphocytes T CD4" au contact des cellules présentatrices de I'antigéne pour permettre une
interaction cellulaire optimale dans le contexte de la rencontre avec le soi et le non-soi. Nous
proposons que ces défauts soient en partie responsables des symptOmes auto-immuns et de
I'immunodéficience observés chez les patients WAS.



ABSTRACT

CD4" T cells orchestrate immune response directed specifically against pathogens. Immune
response efficiency depends on the maturation of CD4" T lymphocytes and on their ability to exert
effectors functions. These steps occur successively in different sites of the organism in which T cells
will interact with multiple antigen presenting cells. Tissue homing and antigen presenting cell
scanning require a very high and regulated migratory capacity. This is in part controlled by actin
cytoskeleton reorganization. A key regulator of actin cytoskeleton in T lymphocyte is the Wiskott-
Aldrich syndrome protein (WASP) which deficiency in humans causes the Wiskott-Aldrich syndrome
(WAS), a severe primary immunodeficiency. T cell dysfunction is contributing to the immune system
dysregulation observed in WAS patients.

My thesis research consisted in studying the role of WASP in human CD4" T lymphocyte
motility, in real time, during their migration phases and during antigen presenting cell encounter in
the context of both non specific (self antigens) and specific interactions (exogenous antigens).

First, we demonstrated that WASP is not required for CD4" T lymphocyte chemotaxis in vitro.
Then, we investigated the role of WASP in CD4" T lymphocyte interaction with antigen presenting
cells presenting self-antigens. In this context, it was previously described that antigen-presenting
cells drive T cell motility and maintain T cell homeostasis. Surprisingly, we observed that the absence
of WASP lead to an abnormally high CD4" T cell motility at the contact with antigen presenting cells.
Then, we showed that this increased motility is linked to an abnormal regulation of LFA-1/ICAM-1
adhesion. Consequently of this exacerbated motility, we also observed that T cell homeostatic
survival is favored. Finally, we pursued our study in the context of exogenous antigen encounter. In
this condition, it is known that TCR engagement with exogenous antigens drive T cell migration
arrest. We observed that in the absence of WASP, CD4" T lymphocytes are unable to stop efficiently
at the contact with antigen presenting cells. We also demonstrated that signaling molecules at the
immunological synapse established between T lymphocytes and antigen presenting cells are
dispersed in the absence of WASP. Consequently to this defective organization, we showed that CD4"
T cell proliferation and cytokine production are impaired.

All together, our results indicate that WASP acts as a brake on CD4" T cell motility at the
contact with antigen presenting cells permitting optimal cellular interaction in the context of self and
non-self encounter. We hypothezed that these defects could be in part responsible for the
autoimmune development and immunodeficiency observed in WAS patients.
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