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Abréviations
AMPc : adénosine mono-phosphate cyclique

CD : Cluster de Différenciation

Cdk5 : cyclin-dependent kinase 5

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPA : cellule présentatrice d’antigène

CRAM : CRMP associated molecule

CRMP : Collapsin Response Mediator Protein

DC : Cellule Dendritique

DN : Double Négatif

DP : Double Positif

DRG : Dorsal Root Ganglion

Flt-1 : Fms like tyrosine kinase-1

GAP : GTPase-Activating Proteins

GC : Guanylate Cyclase

GDP : Guanosine Di-Phosphate

GEF : Guanine Exchange Factors

GMPc : Guanine mono-phosphate cyclique

GM-SCF : Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor

GSK-3 : Glycogen Synthase Kinase 3

GTP : Guanosine Tri-Phosphate

GPI : Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol

HIV : Human Immunodeficiency Virus

HTLV-1 : Human T cell Lymphotropic Virus-type 1

ICAM : Intercellular Adhesion Molecule

IL : Interleukine

kDa : kilo Dalton

LAP : acide lysophosphatidique

LAT : Linker for Activation of T cells

LFA : Leukocyte Function-Associated Antigen

LB : Lymphocyte B

LT : Lymphocyte T

MAPkinase : Mitogen-Associated Protein Kinase

MICAL : Molecule Associated with CasL

MTOC : Microtubule-Organizing Center

NIP : Neuropilin Interacting Protein

NK : Natural Killer

Np : Neuropiline

PIGF : Placental Growth Factor

PI-3K : Phosphatidyl Inositol-3 Kinase

Plex : Plexine

Sema : Sémaphorine

SP : Simple Positif

TCR : T cell antigen receptor

TN : Triple Négatif

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF-R : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

VLA : Very late antigen

ZAP-70 : Zeta-Associated Protein
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Résumé

Au cours de la réponse immunitaire comme au cours de la sélection thymique,

les interactions cellulaires sont dépendantes d’un mécanisme indispensable définie par

la formation d’un contact étroit entre deux cellules caractérisé par le terme de synapse.

Ce terme en employé dans différents domaines de la biologie que ce soit en

immunologie ou en neurobiologie. Depuis ces dernières années, de nombreuses

molécules associées aux synapses neurologiques ou neuro-musculaires se sont révélées

être également exprimées au niveau des cellules immunitaires et impliquées dans la

régulation des contacts cellulaires médiée au cours de la réponse immunitaire.

Nous avons donc recherché la présence d’autres récepteurs neurologiques au

niveau des cellules immunitaires. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que l’un de

ces récepteurs, la neuropilin-1 (Np-1), responsable de la régulation de l’orientation et

des contacts des neurones, était également exprimée à la fois sur les cellules

dendritiques (DC) et les lymphocytes T (LT). De même, nous avons recherché la

présence de son principal ligand, la sémaphorin-3A (Sema-3A), cette dernière s’est

avérée être également exprimée et sécrétée au niveau des cellules de l’immunité.

Nous avons ainsi pu déterminer les rôles et fonctions de ces molécules au cours

de la réponse immunitaire. La Np-1 est impliquée dans la formation des contacts entre

les LT-DC et Thymocytes-cellules épithéliales thymiques et est régulée au cours de

l’activation T par le TcR et/ou par l’interleukine-7 en ce qui concerne les thymocytes.

La production et la sécrétion de Sema-3A, quant à elle, est dépendante uniquement par

stimulation par le TcR aussi bien au niveau des LT périphériques matures qu’au cours

de la sélection des thymocytes par les cellules épithéliales thymiques.

Nous montrons également que la sécrétion de la Sema-3A interfère avec la

prolifération des LT induite par les DC via un mécanisme inhibiteur de la polarisation

du TcR au site du contact cellulaire suite à un blocage de la polymérisation de l’actine

sans toutefois modifier le nombre de contact entre cellules. Le blocage de ce

rétrocontrôle par des anticorps bloquant ou peptide provoque une augmentation de la

prolifération T dépendante de la polarisation de l’actine.

Nous avons également mis en évidence, que la Sema-3A joue un rôle au niveau

de l’adhésion des thymocytes aux cellules épithéliales thymiques en bloquant la

capacité des thymocytes d’adhérer aux molécules de la matrice extracellulaire comme la

laminine et la fibronectine. En supplément, nous avons observé que la Sema-3A

provoquait non pas une chemoattraction mais une chemorépulsion des thymocytes Np-1

positifs. Ce qui pourrait expliquer pour la première fois comment les cellules peuvent se

desadhérer les unes des autres par un mécanisme autocrine contrôlé par le complexe

Np-1/Sema-3A.
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Avant-propos

Le système immunitaire veille à l’intégrité de l’organisme en réponse à

l’environnement. Les cellules du système immunitaire sont cruciales pour la défense de

l’organisme contre les pathogènes. Dans certaines situations pathologiques, le système

immunitaire peut être dérégulé comme au cours des phénomènes de reconnaissance du

Soi (maladies auto-immunes) ou insuffisant comme au cours de la réponse à un

antigène infectieux (HIV) ou à un antigène tumoral (cancer). Le développement de la

réponse immunitaire dépend donc de la reconnaissance ou non d’un antigène (Ag). Ce

mécanisme régulateur intervient à différents niveaux dans l’organisme : 1)- dans le

thymus au cours de l’ontogénie T au cours de la sélection thymique et du

développement de la tolérance aux Ags du Soi, 2)- en périphérie au cours d’une réponse

immunitaire vis-à-vis de pathogènes.

Parmi les cellules immunes, les cellules dendritiques (DC) font parties des

acteurs clefs et du fil conducteur de la réponse immune. Les DC sont des cellules

présentatrices d’antigènes (CPA) dites " professionnelles " par leur grande capacité à

présenter les antigènes du non Soi (microorganismes, antigènes tumoraux) et du Soi

(auto-antigènes). Les DC régulent les réponses immunitaires innées (non spécifiques) et

initient les réponses spécifiques (dépendant du système d’histocompatibilité). Elles

capturent et phagocytent les antigènes dans les tissus périphériques, migrent vers les

organismes lymphoïdes secondaires et apportent aux lymphocytes T naïfs l’information

relative à la structure de l’antigène afin d’initier la réponse immune. Cette interaction

entre DC et lymphocytes T (LT) est assurée par la " synapse immunologique ". Les DC

sont ainsi directement impliquées dans les pathologies infectieuses, dans les maladies

auto-immunes, dans le rejet de greffe et dans le cancer.

Depuis longtemps, il est considéré que le contact entre deux cellules de

l’immunité résulte de l’engagement de nombreuses molécules d’adhésions, lesquelles

sont impliquées à la fois dans la formation et la régulation des communications

hétérocellulaires. Les molécules impliquées dans le contact entre les cellules

dendritiques et les LT (LFA-3/CD2, LFA-1/ICAM-1/-2) sont essentielles pour la
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formation de la synapse immunologique et pour initier la réponse immune. L’interaction

de DC-SIGN (lectine c de type II) exprimé par les DC et d’ICAM-3 exprimé par les LT

joue un rôle important dans ce mécanisme d’adhésion et d’activation des LT

(Geijtenbeek, 2000).

Les systèmes nerveux et immunitaire ont en commun de constituer dans

l’organisme des réseaux complexes de cellules en interaction. Dans ces réseaux

transitent en permanence d’énormes quantités d’informations, codées de manières très

différentes dans les deux cas. Ces informations doivent en particulier circuler de

cellules en cellules. Dans le système nerveux, ce transfert a lieu au niveau des synapses.

Récemment, les immunologistes ont adopté le terme de synapse immunologique pour

désigner l’interface entre deux cellules du système immunitaire. Mais est-il légitime

d’appeler cette structure synapse ? Peut-on y mettre en évidence un mode

d’organisation ou de fonctionnement en rapport avec ceux des synapses nerveuses ? La

comparaison des synapses neuronales et des synapses immunologiques révèle des

analogies de plus en plus nombreuses, comme une étape de formation intitiale

dépendentes de molécules d’adhésion, une stabilité et une durée importante pour la

transmission de signaux d’activation entre cellules et une polarisation du cytosquelette

et sécrétoire vers la synapse. En revanche, la synapse neuronale implique une

discontinuité entre les deux cellules alors que la synapse immunologique est constituée

de véritables ponts membranaires entre les lymphocytes et les cellules présentatrices

d’antigènes. Mais on ne peut pas exclure la présence de médiateurs solubles sécrétés

directement au niveau de la synapse immunologique comme les neurotransmetteurs

pour la synapse neuronale. Cette notion de synapse a été également étendue au domaine

de la virologie par la transmission virale d’une cellule infectée par un rétrovirus à une

autre cellule (synapse virologique).

Des études récentes ont mis en évidence, au niveau de ces communications entre

cellules de l’immunité (synapses immunologiques), la présence et l’implication de

molécules dont les fonctions ont été décrites pour la première fois dans les jonctions

neuronales (synapses neurologiques). Ce processus synaptique est dû à la formation

d’une jonction structurée, orientée et stable indispensable à l’activation des LT et à la

neurotransmission. Ce mécanisme, défini par la formation d’une synapse, a récemment

éveillé l’intérêt du fait des similitudes entre les différentes synapses neuromusculaires
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ou neuronales aux niveaux moléculaires. En effet, en plus de la terminologie du mot

« synapse », des molécules impliquées dans la synapse neuromusculaire (comme

l’Agrine, protéoglycane responsable de l’agrégation des récepteurs à l’acétylcholine) se

sont révélées importantes au niveau du contact entre CPA et LT au cours de la réponse

immunitaire (Khan, 2001). Dans les neurones et les cellules neuroendocrines, comme

les cellules non-neuronales, l’étude des phénomènes d’exocytose a montré que les

vésicules s’orientent et fusionnent dans des régions précises de la membrane plasmique

correspondant aux régions formant des synapses. La synapse neuronale est aussi le

siège d’une endocytose intense, permettant la capture des neuromédiateurs et de leur

recyclage. Il est donc important de comparer à la fois les mécanismes d’exocytoses et

d’endocytoses communs aux synapses neuronales et immunologiques. Un autre point

commun étant que ces mécanismes sont dépendants de la plasticité cellulaire qui est à la

fois importante pour la migration cellulaire ou la formation de connexions cellulaires.

Le but de mon travail de thèse a été donc basé sur la recherche de nouvelles

molécules neurologiques impliquées dans la formation de la synapse immunologique

aussi bien au cours de l’ontogénie T dans le thymus qu’au cours d’une réponse

immunitaire entre cellules dendritiques et LT. Nous avons ainsi pu mettre en évidence

la présence d’une nouvelle molécule neurologique (la neuropiline) sur les cellules de

l’immunité mais également les fonctions de son ligand (Sémaphorine-3A) au cours de la

réponse immunitaire, des adhésions cellulaires.

Comparaison entre les jonctions neuromusculaires, neuronales et immunologiques (Shaw, 2001).
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INTRODUCTION
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I. Les sémaphorines et leurs récepteurs.

1. Classification des sémaphorines.

Les sémaphorines ou collapsines découvertes récemment (Luo, 1993) font partie

d’une large famille de protéines comprenant des formes transmembranaires et sécrétées

dont certains membres sont impliqués dans la régulation et la formation des jonctions

neuronales au cours du développement embryonnaire (Mark, 1997). Toutes les

sémaphorines sont composées d’une séquence extracellulaire conservée nommée

« domaine SEMA » de 500 acides aminés environ, répertoriées et classifiées par une

nomenclature récente (Semaphorin Nomenclature Committee, 1999).

Classification des sémaphorines (Nakamura, 2000)

Les sémaphorines divergent les unes des autres en fonction de leurs formes

sécrétées ou transmembranaires, des domaines immunoglobulines et de la présence de

glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI). Ces différences structurales additionnées aux

différences phylogéniques permettent de diviser cette famille de protéines en trois

genres différents et en huit classes distinctes : les sémaphorines de classe 1 et 2

exprimées par les organismes invertébrés, les sémaphorines de classe 3 à 7 spécifiques

des organismes vertébrés et les sémaphorines de classe V synthétisées uniquement par

les virus.
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Classification des plexines et des sémaphorines (Tamagnone, 2000)

1.1. Sémaphorines des organismes invertébrés.

Les sémaphorines exprimées chez les invertébrés comprennent les sémaphorines

de classe 1 (Sema-1a et -1b de forme transmembranaire) mises en évidence dans

l’élongation axonale des neurones périphériques chez la sauterelle (Kolodkin, 1992) et

les sémaphorines de classe 2 (Sema-2a de forme sécrétée composée d’un domaine

immunoglobuline) dont la fonction répulsive a été démontrée sur les axones de la

drosophile « Drosophila Melanogaster » (Matthes, 1995).

1.2. Sémaphorines des organismes vertébrés.

Les sémaphorines présentes chez les organismes vertébrés sont composées de

cinq membres aux caractéristiques structurales différentes (formes transmembranaires

et/ou sécrétées) correspondant aux sémaphorines de classe 3 à 7.

Les sémaphorines de classe 3 se composent de six membres (Sema-3A, -3B, -

3C, -3D, -3E, -3F) codés par des gènes localisés respectivement sur les chromosomes et
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loci 7p12.1, 3p21.3, 7q21-q31, non déterminés, 7q21.11, 3p21.3. Elles possèdent un

domaine « SEMA », un domaine immunoglobuline et un court domaine basique. Elles

sont également les seules sémaphorines exclusivement sécrétées sous formes

d’homodimères chez les vertébrés ce qui leur confère leurs activités biologiques

(Klostermann, 1998).

Les sémaphorines de classe 4 se composent de sept membres (Sema-4A, -4B, -

4C, -4D, -4E, -4F, -4G) possédant un domaine « SEMA », un domaine

immunoglobuline, un domaine transmembranaire et un court domaine cytoplasmique.

Ces sémaphorines de classe 4 sont des sémaphorines transmembranaires cependant la

Sema-4D (CD100) peut être synthétisée sous une forme soluble. Les sémaphorines de

classe 5 se composent de deux membres (Sema-5A, -5B) possédant un domaine

« SEMA », un domaine thrombonspondine, un domaine transmembranaire et un court

domaine cytoplasmique. Les sémaphorines de classe 6 se composent de trois membres

(Sema-6A, -6B, -6C) possédant un domaine « SEMA », un domaine transmembranaire

et un court domaine cytoplasmique. Les sémaphorines de classe 7 se composent d’un

seul membre (Sema-7A ou Sema-K1 ou CD108) dont le gène est localisé sur le locus

15q22.3-q23 possédant un domaine « SEMA », un domaine immunoglobuline et un

domaine glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI).

1.3. Sémaphorines « virales ».

Les sémaphorines virales (sémaphorines de classe V) sont des sémaphorines

sécrétées composées d’un domaine « SEMA » associé ou non à un domaine

immunoglobuline (Ig) (SEMAVB, SEMAVA). La forme non associée (SEMAVA ou

A39R) est principalement sécrétée par le virus de la vaccine et le virus de la variole

tandis que la forme associée (SEMAVB) est sécrétée par le virus alcélaphine Herpès

simplex de type 1 (responsable du coryza gangreneux du Gnou). Ces deux types de

sémaphorines virales sont capables de se lier à un récepteur commun de 200kDa

identifié à l’aide de la sémaphorine A39R recombinante et nommé VESPR (Virale

Encoded Semaphorin Protein Receptor) ou plexine-C1 (CD232) localisé sur le locus

12q23.3 (Comeau, 1998). Ce récepteur est exprimé par de nombreuses cellules

hématopoïétiques dont les monocytes, les lymphocytes B, les cellules dendritiques et les

neutrophiles. En présence de l’A39R, les monocytes s’agrègent et synthétisent des
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cytokines inflammatoires (IL-6, IL-8) tout en augmentant leur taux d’expression

membranaire de CD54 (ICAM-1) (Comeau, 1998). L’A39R agit également sur

l’organisation du cytosquelette d’actine ainsi que sur la capacité d’adhésion des cellules

dendritiques et des neutrophiles (Walzer, 2005). Cette action induit un défaut de

phagocytoses de ces deux types cellulaires et diminue la capacité de stimulation des LT

CD8 par les cellules dendritiques (Walzer, 2005). Ces observations permettent de

conclure à un rôle potentiel de l’A39R dans l’immunosuppression de la réponse

immunitaire (Walzer, 2005).

Action des sémaphorines de classe-7 (1) et viral (2) sur les monocytes (synthèse personnelle)

2. Récepteurs et corécepteurs.

2.1. Les récepteurs Neuropilines.

Les sémaphorines de classe 3 ont pour récepteurs la famille des Neuropilines

composée de deux membres : la Np-1 et la Np-2. Ces récepteurs, bien que présentant de

fortes homologies, sont localisés sur deux locus distincts 10p12 et 2q34 codant

respectivement pour les Np-1 et -2. Les neuropilines possèdent des caractéristiques de

fixation aux sémaphorines de classe 3 différentes. En effet, la Np-1 peut fixer toutes les

sémaphorines de classe 3 (-3A, -3B, -3C, -3D, -3E, -3F) alors que la Np-2 ne peut lier

que les sémaphorine-3B, -3C, -3D, -3E, -3F (Nakamura, 2000). Les différences de

fixation des sémaphorines dépendent du taux d’expression des neuropilines, du type

cellulaire et de la variation d’affinité des sémaphorines pour les différentes neuropilines

(Takahashi, 1998). Par exemple, le dimère de sémaphorine-3F peut se fixer sur les Np-1

et -2 tandis que son domaine immunoglobuline est plus affin pour la Np-2. De plus,

l’affinité des sémaphorines pour les neuropilines dépend de corécepteurs associés

(plexine).
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Fixation du dimère de sémaphorine-3A sur la neuropiline-1 (Nakamura, 1998).

2.1.1. La Neuropiline-1 (Np-1).

Le récepteur de type I aux sémaphorines de classe 3 est une protéine

transmembranaire qui a été pour la première fois observée sur certains axones au cours

du développement embryonnaire du Xénope « Xenopus » à l’aide d’anticorps dirigés

contre un antigène spécifique des neurones « A5 » (Takagi, 1991). Ce récepteur fut

ensuite renommé Neuropilin-1 (Np-1) (Fujisawa, 1995). La Np-1 est une protéine

conservée de 130kDa chez les vertébrés dont l’Homme, la souris, le poulet et le xénope.

Cette protéine est composée d’un court domaine intracytoplasmique de 40 acides

aminés, d’un domaine transmembranaire et de trois domaines extramembranaires

impliqués dans les interactions cellulaires (a1/a2, b1/b2 et c). Les domaines « a1/a2 »

(domaine « CUB » « complement-binding protein homology ») présentent des

homologies avec les molécules du complément (C1r et C1s). Les domaines « b1/b2 »

sont composés de motifs identiques aux facteurs de coagulation (V et VIII). Quant au

domaine « c » aussi connu sous le nom de domaine « MAM », il est retrouvé dans la

Méprine, la protéine A5 et la protéine tyrosine phosphatase µ. La Np-1 peut former des

homodimères ou des hétérodimères avec la Np-2 (Np-2) par le domaine « MAM »,

transmembranaire ou intracytoplasmique (Giger, 1998). La Np-1 peut également être

sécrétée sous une forme soluble de 90kDa contenant seulement les domaines « a1/a2 »

et « b1/b2 » (Gagnon, 2000).

2.1.2. La Neuropiline-2 (Np-2).

La Np-2 a été clonée par homologie avec la Np-1 à l'aide d'amorces de

séquences dégénérées à partir d'ARNm d'embryon de souris ou de cerveau de souris

adulte (Chen, 1997). La Np-2 est structuralement très homologue à la Np-1 et possède
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les mêmes domaines fonctionnels. Chez la souris, les deux Neuropilines sont identiques

à 44% en acides aminés. Comme pour la Np-1, il existe deux formes de Np-2 (Np-2a et

Np-2b) qui résultent d'un épissage alternatif et dont les séquences divergent entre les

domaines MAM et transmembranaires. Pour ces deux isoformes, il existe plusieurs sous

isoformes qui diffèrent de quelques acides aminés dans la séquence codant pour la

partie intracytoplasmique.

2.1.3. Expression.

Chez l’embryon, la Np-1 est exprimée dans le système nerveux, le cœur et les

vaisseaux (Kitsukawa, 1995). Chez l’adulte, son expression a été retrouvée

principalement dans le cœur, le placenta et les vaisseaux. Elle est exprimée également

dans certaines tumeurs (Soker, 1998). Le profil d’expression chez l’adulte de la Np-1

soluble établi par hybridation in situ (Gagnon, 2000) diffère de celui de la Np-1

transmembranaire. Par exemple, la Np-1 soluble est présente dans les hépatocytes et

dans les glomérules rénaux alors que la Np-1 est exprimée dans les vaisseaux de ces

tissus. Les souris invalidées pour le gène de la Np-1 à l’état homozygote présentent des

anomalies sévères dans l’organisation des fibres nerveuses et meurent d’anomalies du

système cardiovasculaire entre 10,5 et 12,5 jours de gestation (Kitsukawa, 1997). Les

souris transgéniques surexprimant la Np-1 de façon ectopique développent quant à elles

des anomalies du système nerveux et meurent dès le stade embryonnaire d’anomalies

vasculaires (Kitsukawa, 1995). La Np-2 est exprimée principalement dans le système

nerveux au cours du développement. Certaines isoformes sont exprimées dans le tissu

nerveux adulte. Contrairement à la Np-1, elle n’est pas exprimée dans le cœur et les

vaisseaux sauf dans l’aorte dorsale (Chen, 1997). La Np-2 est un récepteur de haute

affinité pour la sémaphorine-3F (Chen, 1997) et elle est capable de lier les

sémaphorines-3B et -3C. Chez la souris, l’inactivation du gène qui code pour la Np-2

induit des anomalies du développement de certains axones du système nerveux (Giger,

2000) (Chen, 2000)
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2.2. Les corécepteurs associés aux neuropilines.

2.2.1. Les plexines.

Le court domaine cytoplasmique de 40 acides aminés des neuropilines ne permet

pas la transmission du signal, les corécepteurs sont donc indispensables pour médier les

signaux. Une fois encore les corécepteurs et plus particulièrement les plexines sont

exprimés aussi bien dans les organismes invertébrés que vertébrés. Deux gènes codant

pour des plexines ont été mis en évidence dans le génome de la Drosophile

« Drosophila Melanogaster » et dans le génome de « Caenorhabditis elegans »

(Winberg, 1998) (Tamagnone, 1999). Chez les mammifères, dix plexines classables en

quatre sous groupes (Plexine A à D) ont été récemment identifiées (Tamagnone, 1999)

(Cheng, 2001).

Représentation schématique des différentes formes de plexines. (Tamagnone, 1999)

Les plexines-B1 (locus 3p21.31) et plexines-C1 (locus 12q23.3) correspondent

respectivement aux récepteurs aux sémaphorines transmembranaires sémaphorine-4D

(CD100) et sémaphorine-7A (Tamagnone, 1999). Les plexines-A1 (chromosome 3) et -

A2 (locus 1q32.3) quant à elles font parties du complexe neuropiline-plexine qui forme

le récepteur fonctionnel aux sémaphorines de classe 3 (Takahashi, 1999) (Tamagnone,

1999) (Rhom, 2000). Ce complexe fonctionnel a été démontré en utilisant des tests de

contraction cellulaire à l’aide de cellules COS-7 cotransfectées avec la Np-1 et une des

plexines (-A1 ou -A2). Dans ces conditions, la sémaphorine-3A induit la contraction des

cellules COS-7 (Takahashi, 1999), ce qui démontre l’importance de l’association des

plexines à la neuropiline pour la transduction du signal.
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De plus, la partie intracytoplasmique des plexines est importante pour cette

transduction car, si cette partie est tronquée, la transduction du signal n’est plus

possible. La plexine-A3, quant à elle, n’intervient pas dans la formation du complexe

constituant le récepteur à la sémaphorine-3A (Takahashi, 1999). Chez la souris,

l’inactivation du gène de la plexine-A3 induit un déficit mineur dans l’innervation

périphérique. Cependant les axones de ces souris répondent moins bien à la

sémaphorine-3A et plus du tout à la sémaphorine-3F (Cheng, 2001), ce qui conduit à

penser que le système COS-7 est inadéquat à l’étude de la plexine-A3, probablement à

cause d’un manque de protéines-relais dans la transduction du signal de cette plexine.

Le complexe neuropiline-plexine augmente et modifie la spécificité de fixation des

sémaphorines pour leurs récepteurs. En effet, un complexe neuropiline-1-plexine-A1

augmente l’affinité de la Np-1 pour la sémaphorine-3A par rapport aux

sémaphorines-3C et -3F tandis que le complexe neuropiline-2-plexine-A2 fixe

préférentiellement la sémaphorine-3F (Takahashi, 1999) (Rohm, 2000).

Classification schématique de la fixation des sémaphorines à leurs récepteurs (Pasterkamp, 2003)

2.2.2. L1-CAM

L1, NrCAM, CHL1 et la neurofascine font partie de la famille des IgCAM dont

les domaines sont très conservés. Ces domaines interagissent avec le cytosquelette

d’actine mais aussi avec les MAPkinases (Kamiguchi, 2000) (Doherty, 2000). Il a été

également démontré dans un système de transfection dans les cellules COS-7 que la



27

formation du complexe neuropiline/L1-CAM n’est possible qu’avec la Np-1. Ce qui

suggère que L1-CAM pourrait influer sur la transduction du signal des sémaphorines

(notamment pour la sémaphorine-3A) se fixant sur la Np-1. En effet, il a été mis en

évidence que la délétion du gène codant pour L1-CAM chez l’Homme conduit à des

anomalies structurales du cerveau et des fibres nerveuses (Kenwrick S, 1998)

(Kamiguchi H, 1998) (Kenwrick S, 2000). De plus, ces défauts architecturaux retrouvés

chez les souris ko pour L1-CAM (Dahma M, 1997) Cohen NR, 1998) démontrent que le

complexe Neuropiline/L1-CAM est impliqué dans la régulation de la guidance des

axones corticospinaux (Castellani, 2000). Les axones dépourvus de la molécule L1-

CAM perdent en effet leur sensibilité à la sémaphorine-3A, ce qui renforce

l’implication du complexe Neuropiline/L1-CAM dans la transduction du signal de la

sémaphorine-3A (Castellani, 2000). Cependant l’action de ce complexe

(Neuropiline/L1-CAM/sémaphorine-3A) peut être neutralisée par la forme soluble de

L1-CAM transformant ainsi l’effet répulsif en phénomène attractif.

2.2.3. Les récepteurs aux VEGF.

Le VEGF (vascular endothelial growth factor) est un facteur important pour le

développement du système vasculaire au cours de l’embryogenèse (Klagsbrun, 1996)

mais aussi pour la survie et la prolifération des cellules tumorales (Miao, 1999)

(Brambilla, 2000). Il existe cinq différents homodimères du VEGF composés de 121,

145, 165, 189 et 206 acides aminés. Les VEGF-A165 et le VEGF-A121 sont les deux

principales formes. Le VEGF sous forme d’homodimère se fixe et active les récepteurs

à activité tyrosine kinase du VEGF (Flt-1/VEGF-R1 et KDR/flk-1/VEGF-R2) via un

domaine de fixation codé par les exons 1 à 5. La Np-1 est aussi un récepteur pour le

VEGF et plus particulièrement pour l’isoforme A165 du VEGF (VEGF-A165) (Soker,

1998). Le VEGF-A165 quant à lui a une séquence supplémentaire codée par l’exon 7 ce

qui lui permet de se fixer sur la Np-1.
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Les différentes classes de récepteurs aux VEGF (Dvorak, 2001)

- Association de la Np-1 avec le KDR (VEGF-R2)

La coexpression et l’association de la Np-1 avec le KDR augmentent la fixation

du VEGF-A165 au KDR et accroît son effet chimiotactique. Le VEGF stimule la

migration des cellules endothéliales exprimant le KDR, et cette migration est accentuée

par la coexpression de la Np-1. Ce phénomène est spécifique de la coexpression des

deux récepteurs car l’unique expression de la Np-1 n’induit pas la migration des cellules

bien qu’elles soient capables de fixer le VEGF. De même, l’inhibition de la fixation du

VEGF à la Np-1 diminue sa fixation sur le KDR et diminue son effet mitotique sur les

cellules endothéliales. Le VEGF-A165 est capable de stimuler la mobilité des cellules

endothéliales vasculaires exprimant la Np-1 alors que, dans le même temps, la

semaphorine-3A a une action antagoniste sur ces cellules du fait de leurs codomaines de

fixation (FV/FVIII) sur la Np-1 (Miao, 1999). Ce phénomène est régulé par les diverses

affinités de la sémaphorine et du VEGF pour le même domaine de fixation sur la Np-1.

Les souris transgéniques exprimant de manière ubiquitaire de grandes quantités de Np-1

présentent des anomalies majeures du système cardiovasculaire associées à un excès du

nombre de capillaires (Kitsukawa, 1995). Tous ces résultats démontrent que la Np-1

coopère avec le KDR en augmentant les fonctions biologiques des kinases sur les

cellules endothéliales. La Np-1 possède une capacité de ligation similaire pour le PIGF

(placental growth factor) et son récepteur le Flt-1 (Migdal, 1998).



29

Association des récepteurs au VEGF à la neuropiline-1 ou –2 (Neufeld, 2005)

- Association de la Np-1 avec le Flt-1 (VEGF-R1)

Le Flt-1 est capable de lier le VEGF, mais son activité biologique en tant que

récepteur à activité tyrosine kinase demeure un mystère (Devries, 1992) (Shibuya,

1990). Ce récepteur dans sa forme entière est tout de même responsable de la formation

du système cardiovasculaire (Fong, 1995). Il existe également une forme tronquée du

Flt-1 (sans domaine tyrosine kinase) capable d’effectuer la même fonction que

précédemment (Hiratsuka, 1998). Ces deux phénomènes suggèrent que le récepteur Flt-

1 puisse transduire seul l’effet du VEGF mais également, pour la forme tronquée,

s’associer à un autre récepteur capable de transduire à sa place les effets du VEGF. Les

cellules endothéliales dérivées des veines ombilicales sont incapables de fixer le

VEGF-A121 (Gitay-Goren, 1996) alors qu’elles expriment les Np-1 et -2 (Soker, 1998)

(Gluzman-Poltorak, 2000). Cependant en présence du Flt-1, ces cellules sont de

nouveau capables de fixer cette isoforme du VEGF, ce qui suggère que la coexpression

des deux récepteurs favorise la fixation du VEGF-A121 sur la neuropiline (Gluzman-

Poltorak, 2001). Le Flt-1 peut ainsi former deux types de complexes en s’associant soit

à la Np-1 (Fuh, 2000) soit à la Np-2 (Gluzman-Poltorak, 2001). Les effets de

l’association des récepteurs au VEGF avec les neuropilines demeurent inconnus,

cependant les VEGF-A165 et -121 inhibent les effets répulsifs de la sémaphorine-3A

(Gluzman-Poltorak, 2001) (Bagnard, 2001).
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3. Voies de transductions du signal.

3.1. Protéine adaptatrice de la neuropiline (NIP).

La recherche de partenaire de la Np-1 a été mise en œuvre à l’aide de la

technique de double hybride. Cette technique a permis de démontrer l’existence d’une

protéine NIP (Neuropilin-1 Interacting Protein) de 40kDa reconnaissant les quatre

derniers acides aminés de la région C-terminal de la Np-1 (Tyr-Ser-Glu-Ala) (Cai,

1999). Cette protéine possède un domaine central très homologue à la protéine

PSD-95/Dig/ZO-1 (PDZ). Il est également suggéré que NIP pourrait se fixer sur les

quatre derniers acides aminés (Cys-Ser-Glu-Ala) de la Np-2A mais elle serait incapable

de se lier à la Np-2B dont les derniers acides aminés ne sont pas conservés. De même,

la délétion des trois derniers acides aminés (Ser-Glu-Ala) de la Np-1 diminue

l’interaction de NIP avec la Np-1. NIP a été pour la première fois clonée sous les noms

de RGIPC (RGS-GAIP-interacting protein) (De Vries, 1998) et de SEMCAP-1 (Wang,

1999). La RGIPC/SEMCAP-1/NIP est une protéine dont le domaine C-terminal est

composé de la même séquence d’acides aminés (Ser-Glu-Ala) que la Np-1. De plus,

cette protéine possède une activité GTPase pour la sous-unité Gαi localisée dans les

vésicules clathrines positives.

3.2. Collapsin response mediator protein (CRMP).

La CRMP (collapsin response mediator protein) est une famille de molécules

composée de protéines phosphorylées impliquées dans la transduction du signal des

plexines (Goshima, 1995). Cette molécule fait partie d’une famille composée de cinq

membres identifiés chez les vertébrés (Fukada, 2000). Les CRMP-1 à -4 sont exprimées

au cours du développement du système nerveux (Wang and Strittmatter, 1996) mais

également chez l’adulte (Goshima, 1995). La CRMP est très homologue à la molécule

unc33 exprimée chez « Caenorhabditis elegans ». La mutation d’unc33 induit un

développement anormal des cônes de croissance des axones ce qui suggère que les

voies de transduction du signal sont médiées par cette protéine (Quinn, 1999). La

CRMP-2 est le plus étudiée actuellement et très peu de données existes sur les fonctions

différentielles des autres CRMP.
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La CRMP-2 est impliquée dans la transduction du signal de la sémaphorine-3A

par l’intermédiaire des plexines. L’utilisation d’anticorps bloquants anti-CRMP inhibe

les effets de la sémaphorine-3A sur la croissance des cônes des axones (Goshima,

1995). La CRMP-2 ainsi que la molécule Cdk5 sont sous l’influence de la sémaphorine-

3A (Brown, 2004). Une autre molécule, la GSK-3ß, semble modifier le statut de

phosphorylation de CRMP-2, hors la sémaphorine-3A modifie elle l’état de

phosphorylation de la GSK-3 et donc pourrait ainsi moduler elle-même son effet sur la

CRMP-2 (Yoshimura, 2005). Structurellement les CRMP peuvent s’associer en

hétérotétramère dans le cytosol (Wang, 1997) et ainsi avoir une activité spécifique qui

reste à définir. Cependant certains membres de la famille des CRMP commencent à

fournir de nouveaux éléments pour la compréhension des voies de transduction des

plexines. La CRMP-2 semble être un substrat pour les Rho-kinases dans le cerveau

(Arimura, 2000). La CRMP-2 est ainsi phosphorylée par les Rho-kinases en réponse à

l’acide lysophosphatidique (LAP). Il est également suggéré que la CRMP-2

s’associerait à une CRMP-2-kinase de 45 à 50kDa (Gu, 2000), une molécule CRAM

(CRMP associated molecule) ainsi qu’à une tyrosine kinase qui reste à définir (Inatome,

2000).

Une observation supplémentaire a mis en évidence que la CRMP-2 était associée

aux microtubules du fuseau au cours de la métaphase et aux microtubules de division

dans les phases tardives de la télophase au cours de la mitose (Gu, 2000). Ces résultats

d’expression de la CRMP-2 suggèrent un rôle potentiel de cette protéine sur

l’organisation des microtubules au cours de la croissance des cônes médiée par les

plexines après fixation des sémaphorines. Il demeure également de nombreuses lacunes

quant à la fonction des CRMP ainsi que les kinases responsables de leur

phosphorylation (Byk, 1998). Cependant de nouveau travaux démontrent l’importance

de la CRMP-2 au cours de la polarisation et de la migration des lymphocytes T

(Vincent, 2005). Ce qui met en valeur l’implication de ces molécules dans la réponse

immunitaire.
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Co-expression de la tubuline et de CRMP-2 au cours de la division cellulaire (Gu, 2000)

3.3. Transduction de signal induit par les plexines.

La rétractation des cônes de croissance des axones médiée par la fixation de la

sémaphorine-3A sur le complexe Np-1-plexine-A1 est principalement due au

réarrangement localisé des filaments d’actine et des microtubules (Fan, 1995) (Zhou,

2002). Les sémaphorines peuvent ainsi induire une rétractation localisée des

pseudopodes des cellules en cours de migration ce qui modifie leur mobilité. Ce

mécanisme peut expliquer le rôle important des sémaphorines sur les cellules

neuronales et les oligodendrocytes pendant le développement embryonnaire (Spassky,

2002), sur les cellules endothéliales au cours de l’angiogénèse (Miao, 1999) et sur les

leukocytes au cours de la réponse immunitaire (Kikutani, 2003). Les mécanismes ainsi

que les voies de transduction du signal des plexines sont très mal connus (Castellani,

2002) (Pasterkamp, 2003).

Le domaine cytoplasmique des plexines est composé de deux motifs très

conservés séparés par un motif variable (Maestrini, 1996). Les domaines conservés ont

des motifs apparentés aux protéines activatrices des GTPases comme les GAPs (Rohm,

2000). Aucun travail n’a mis en évidence d’activité des GAP associées aux plexines.

Seule la famille des Rho protéines a été identifiée comme étant associée à la

fonctionnalité des sémaphorines sur la dynamique du cytosquelette (Etienne-

Manneville, 2002).
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Action répulsive de la sémaphorine-3A médiée par les plexines-A (Fiore, 2003).

La voie de transduction du signal des sémaphorines-3A et -3F ne passe pas par

les protéines Rho-A (Jin, 1997) (Kuhn, 1999) (Arimura, 2000) (Atwal, 2003). De plus,

les plexines ont des effets antagonistes par rapport à Rac et activent les protéines Rho

(Hu, 2001). La plexine-B1, quant à elle, se fixe et séquestre la forme activée de Rac-1

(Driessens, 2001) (Vikis, 2000), via l’association de son domaine en C-terminal aux

RhoA GTP/GDP (Swiercz, 2002) (Driessens, 2002) (Aurandt, 2002) (Perrot, 2002). Ces

associations nécessitent un domaine spécifique qui n’est présent que sur la plexine-B.

Ce même domaine semble être également responsable de la régulation de l’expression

et de la localisation de la plexine-B à la surface des cellules (Vikis, 2002) (Artigiani,

2003).

Les plexines-A, quant à elles, s’associent à la protéine MICAL (molecule

associated with CasL) via le domaine localisé en C-terminal. Cette protéine MICAL fait

partie d’une famille de protéines interagissant avec les molécules d’adhésion CAS-L

(Terman, 2002) (Suzuki, 2002) (Siebold, 2005). MICAL sert de relais entre les plexines

et le cytosquelette. En effet, MICAL est composée de plusieurs domaines pouvant

interagir avec les molécules d’actines, les filaments intermédiaires ainsi qu’avec les

protéines adaptatrices du cytosquelette. Un des domaines les plus importants de MICAL

est le domaine « flavin-adeninedinucleotide-binding monooxygenase » responsable de

la médiation du signal par les plexines (Terman, 2002). L’inhibition de l’activité

enzymatique de ce domaine diminue les effets des sémaphorines sur la rétractation
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(Terman, 2002). On ignore pour l’instant les substrats cibles de ce domaine, néanmoins

la réduction des résidus des acides aminés impliqués dans la voie de transduction et la

régulation du cytosquelette module leur fonction (Finkel, 1998) (Kim, 2002) (Meng,

2002) (Rhee, 2000) (Stamler, 2001) (Thannickal, 2000). En effet, l’oxydation des

protéines d’actines induit leur propre dépolymérisation (Dalle-Donne, 2001). De plus,

MICAL a été recemment démontré comme étant une molécule capable d’interagir avec

une protéine « rab1 » (GTPase), qui joue un rôle crucial dans la migration des

véssicules entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi (Fisher, 2005). Ces

effets peuvent expliquer en partie le lien entre MICAL et la régulation du cytosquelette

probablement indispensable et en tout cas existante en aval de la signalisation des

plexines induite par les sémaphorines.

Voie de transduction des plexines (Pasterkamp, 2003)

- Rôle des protéines Rac-1 et RhoA.

Plusieurs évidences montrent l’implication de Rac dans la voie de transduction

des sémaphorines : la première évidence est que la transfection de la forme négative de

la protéine Rac inhibe l’action de la sémaphorine-3A, la seconde est que la transfection

de la forme active de la protéine Rac mime l’effet de la sémaphorine-3A dans les

cellules. Ce qui suggère que la protéine Rac est responsable du réarrangement des
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filaments d’actine (F-actine) induit par la sémaphorine-3A (Kikutani, 2003). De plus, le

blocage de Rac-1 inhibe la voie de transduction induite par la sémaphorine-3A

(Castellani, 2002) (Pasterkamp, 2003) (Hall, 2001).

Aucun résultat n’indique si l’activité de Rac-1 est médiée par les plexines,

néanmoins on observe une colocalisation de la protéine Rac-1 avec le récepteur de la

sémaphorine sur lequel s’est fixée la sémaphorine-3A (Maestrini, 1996). Il a été

également montré que la forme activée de Rac-1 est associée dans les cellules d’origine

non neuronale à la plexine-B1 (Rohm, 2000) (Etienne-Manneville, 2002) (Jin, 1997).

Cette plexine est composée de deux domaines intracytoplasmiques très conservés

séparés par un court domaine non conservé où se fixe la protéine Rac-1 (Rohm, 2000)

(Etienne-Manneville, 2002). Le fait que ce domaine ne soit pas conservé dans les autres

plexines indique qu’il existe un autre site de fixation de la protéine Rac-1 spécifique aux

autres membres des plexines ou que ces plexines s’associent à d’autres membres des

protéines G.

Le rôle de la protéine RhoA est encore moins clair que pour Rac-1. En effet,

l’agrégation de la plexine-B1 exprimée sur les fibroblastes active la protéine Rho-A,

mais ce phénomène peut être inhibé par l’ajout du dominant négatif de Rac-1 (Jin,

1997). Cette inactivation abolit l’effet inhibiteur de la sémaphorine-3A sur les neurones

sensoriels, indiquant que la voie de signalisation des sémaphorines est plus médiée par

les protéines Rac que par les protéines Rho.

Rôle des protéines Rho et Rac dans la voie de transduction des plexines (Castellani, 2002).
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- Rôle des GTPases.

L’un des composants clefs de la régulation de l’actine dans les neurones est la

RhoGTPase sous sa forme monomérique (Dickson, 2001) (Luo, 2000). La protéine

RhoGTPase est fonctionnelle lorsqu’elle s’associe à la GTP et s’inactive au contact de

la GDP (Zheng, 2001) (Hall, 1998). L’activation de la RhoGTPase-RhoA augmente la

contractibilité de l’actine et par conséquent induit le processus de rétractation du

cytosquelette. Cependant l’activation d’une autre RhoGTPase-RAC induit la formation

de lamellipodes tout en provoquant l’extension du cytosquelette. Trois classes de

protéines régulent la fixation de la RhoGTPase aux nucléotides. Tout d’abord, des

protéines GEF (guanine exchange factors) qui favorisent la transformation de la GDP en

GTP, puis la protéine GAP (GTPase-activating proteins) qui stimule l’hydrolyse de la

GTP en GDP, et enfin les inhibiteurs de la dissociation de la GDP qui diminuent le

relargage de la GDP (Symons, 2000).

D’autres protéines ayant un effet antagoniste comme la RhoDGTP et la GTPase

Rnd1 peuvent également se fixer à la plexine-A1. En effet, la RhoD s’oppose à l’effet

répulsif médié par le complexe Plexine-A1/Rnd1 (Rohm, 2000) (Zanata, 2002).

La phosphorylation de la cofiline (protéine sur laquelle se fixe l’actine) par la

kinase LIM est indispensable à la répulsion induite par la sémaphorine-3A (Aizawa,

2001). L’activation de cette kinase peut être régulée par les GTPases et les voies de

transduction dépendantes de Rac-1 ou de RhoA (Edwards, 1999) (Maekawa, 1999).

- Phosphorylation des plexines.

De nombreux récepteurs sont phosphorylés après fixation de leur ligand, ce qui

crée un site de liaison des complexes protéiques et induit une activité via la transduction

de signaux passant dans la plupart des cas par une phosphorylation des molécules

associées. Les plexines sont phosphorylées au niveau de leurs résidus tyrosines, de plus

l’utilisation d’inhibiteurs des tyrosines kinases compromet l’action répulsive de la

sémaphorine-3A (Tamagnone, 1999) (Maestrini, 1996) (Tuttle, 1998).
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Les plexines n’ont pas d’activité kinase intrinsèque (Maestrini, 1996) cependant

les plexines des organismes vertébrés peuvent s’associer à une protéine phosphorylée de

160kDa (Tamagnone, 1999) ce qui suggère que le récepteur aux sémaphorines puisse

s’associer à une tyrosine kinase. Cette tyrosine kinase impliquée notamment dans la

transduction du signal de la sémaphorine-3A est la tyrosine kinase Fes/Fsp (Mitsui,

2002). Elle est également capable de s’associer au complexe protéique CRMP-2/CRAM

et au domaine intracytoplasmique de la plexine-A1 (Mitsui, 2002). L’activité de la

plexine-A1, par Fes, est inhibée par la Np-1 en l’absence de ligand. C’est donc la

présence de la sémaphorine-3A qui est responsable de l’activité de Fes et, de ce fait, de

la phosphorylation de la plexine-A1, de la CRMP et de CRAM (Mitsui, 2002).

Cependant la protéine CRMP peut également être régulée par les GTPases et diminuer

la PLD2 (Lee, 2002) (Hall, 2001).

Rôle des molécules CRAM/CRMP/Fes dans la voie de transduction

 des plexines en présence ou non de sémaphorine-3A (Mitsui, 2002)

Il existe néanmoins deux autres kinases impliquées dans la voie de transduction

du signal de la sémaphorine-3A : il s’agit de la kinase Src Fyn (qui s’associe aussi bien

à la plexine-A1 que -A2) et de la kinase Thr/Ser cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) (qui

se lie au complexe Neuropiline/plexine) (Sasaki, 2002). L’association de la Cdk5 est

dépendante de l’activation de Fyn qui va phosphoryler la tyrosine 15 de la Cdk5

(Sasaki, 2002). Il existe une autre molécule impliquée dans la voie de signalisation
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induite par la sémaphorine-3A, la GSK-3 (glycogen synthase kinase 3) dont l’activation

est la résultante de l’effet de la sémaphorine-3A (Eickholt, 2002).

-Modulation des effets de la sémaphorine-3A par l’AMPc et la GMPc.

De nombreux travaux suggèrent que l’AMPc et la GMPc ont toutes deux des

fonctions régulatrices au cours de la croissance des cônes axonaux (Ming, 1997) (Song,

1998) (Song, 2001). La variation de la concentration intracytoplasmique de l’un des

deux composants (AMPc ou GMPc) peut transformer un effet répulsif en un effet

attractif (Song, 1998). La répartition asymétrique de la forme soluble de la guanylate

cyclase (GC) dans les neurones modifie également l’effet des sémaphorines sur

l’attraction et la répulsion des cônes de croissance mais également sur celles des

dendrites (Polleux, 2000).

L’utilisation d’un inhibiteur de l’AMPc ou de la protéine kinase A modifie et

transforme un effet attractif en un effet répulsif des neurones en réponse à la neutrine

(Ming, 1997). Le cône de croissance des mêmes neurones, obtenus au stade

embryonnaire du Xénope, est inhibé et rétracté sous l’effet de la sémaphorine-3A.

Cependant, en présence d’analogue de la forme active de la GMPc (8-Br-cGMP), le

cône de croissance est attiré par la source de sémaphorine-3A (Song, 1998). Cet

analogue réduit également l’effet de la sémaphorine-3A sur d’autres modèles de

croissance (DRG = « dorsal root ganglion »). La modification de l’activité fonctionnelle

d’une autre kinase (PKG) modifie aussi l’effet de la sémaphorine-3A (Campbell, 2001).

Ces résultats démontrent donc que la GMPc est un élément important dans la

transduction du signal induit par les sémaphorines. Cependant, il reste à déterminer les

mécanismes d’action de la GMPc sur la voie de transduction du signal dans des

conditions plus physiologiques et de mettre en évidence quels phénomènes peuvent

réguler le taux endogène de GMPc. Plus récemment, une nouvelle régulation associée à

l’activité de la protéine RhoD (RhoGTPase) au cours du signal induit par la

sémaphorine-3A semble être dépendante d’une protéine GEF (guanine exchange

factors) elle-même régulé par la GMPc (Zanata, 2002). De plus il a été mis en évidence

que l’activité électrique et la protéine d’adhésion L1-CAM peuvent réduire le taux

endogène de GMPc (Ming G, 2001) (Castellani, 2000).
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4. Fonctions des Nps et des sémaphorines dans le SNC et vasculaire.

Les neuropilines et les sémaphorines sont impliquées dans les phénomènes de

guidance axonal au cours de la mise en place du système nerveux central (SNC) chez

l’embryon. Elles agissent sur la croissance axonale par contact ou à distance. Elles ont

une fonction attractive ou répulsive selon la sémaphorine impliquée et selon le territoire

neuronal. La sémaphorine la plus étudiée est la sémaphorine-3A. Un axone qui exprime

la Np-1 se détourne d’une source de sémaphorine-3A et son cône de croissance axonale

se rétracte. La rétractation du cône est associée à des modifications du réseau de

filaments d’actine (Fournier, 2000). D’autre part, il a été montré récemment que la

sémaphorine-3A et son récepteur la Np-1 auraient un rôle pro-apoptotique sur certains

axones (Shirvan, 1999). Dans les cellules neuronales, l’activation de la Np-1 par la

sémaphorine-3A nécessite la présence d’un autre récepteur, la plexine. La plexine est un

récepteur présent à la surface des neurones (Kameyama, 1996) qui joue un rôle

d’adhésion cellulaire de type homophylique dépendante du calcium (Fujisawa, 1997).

D’autres protéines interagissent avec la Np-1 dans le système nerveux en

développement comme la protéine NIP potentiellement impliquée dans le trafic

intracellulaire (Cai and Reed, 1999). Cette interaction pourrait jouer un rôle dans les

mouvements du cône axonal. Enfin les domaines extracellulaires de la Np-1 et de la

protéine d’adhésion cellulaire L1-CAM interagissent à la surface des axones. Ce

complexe interviendrait également dans la transduction du signal de la sémaphorine-3A

(Castellani, 2000).

La sémaphorine-3A en se liant à la Np-1 joue également un rôle sur les cellules

endothéliales. La sémaphorine-3A inhibe la motilité des cellules endothéliales et

désorganise le cytosquelette en prévenant la formation de lamellipodes et la

dépolymérisation d’actine (Miao, 1999). Elle entre alors en compétition avec un autre

ligand de la Np-1, le VEGF-A165 pour la liaison à la Np-1 à la surface des cellules

endothéliales. Cette compétition de liaison sur la Np-1 entre la sémaphorine-3A et le

VEGF-A165 a été également décrite dans le cas des cellules neuronales. Dans ce cas, le

VEGF-A165 n’induit pas de phénomène d’attraction des axones, mais inhibe l’effet de

répulsion induit par la sémaphorine-3A (Miao, 1999). Cette capacité de fixation de ces

deux protéines a également un effet sur le taux d’expression de la Np-1 puisque aussi

bien le VEGF-A165 que la sémaphorine-3A induit l’internalisation de la Np-1
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(Narazaki, 2006). La coexpression de la Np-1 et du VEGF-R2, par des cellules

endothéliales, potentialise la capacité de fixation du VEGF-A165 au VEGF-R2 et

majore ainsi la réponse chimiotactique et mitogène induite par le VEGF-A165. La Np-1

exprimée en l’absence de VEGF-R2 dans des cellules endothéliales n’est pas capable

d’induire ces activités en réponse au VEGF (Soker, 1998).

5. Les sémaphorines dans le cancer.

Le VEGF est un des composants clefs dans la formation et le développement des

tumeurs et plus particulièrement dans l’angiogénèse tumorale (Siemeister, 1998). Le

VEGF ainsi sécrété par les cellules tumorales va agir directement sur les cellules

endothéliales via les récepteurs au VEGF et ainsi induire leur prolifération et migration

vers la tumeur. Ce phénomène donne naissance à de nouveaux vaisseaux pour aboutir à

la vascularisation des tumeurs. L’action du VEGF sur l’angiogenèse peut être inhibée

par des agents bloquants comme des anticorps ou des récepteurs solubles (Kim, 1993).

Deux autres récepteurs, la Np-1 et la Np-2, sont capables de fixer le VEGF (Kolodkin,

1997) (He, 1997). La Np-1 augmente ainsi la fixation du VEGF sur le KDR (Soker,

1998), l’angiogenèse et la progression de la tumeur (Miao, 2000) (Guttmann-Raviv,

2005). En plus des cellules endothéliales, la Np-1 est exprimée par les cellules

tumorales du cancer du sein et de la prostate (Soker, 1998) ainsi que celui du pancréas

(Wey, 2005), où il est associé à un mauvais pronostique clinique du fait de la

corrélation entre son expression et la résistance aux chimiothérapies (Wey, 2005). Ces

résultats remettent en cause les observations princeps de l’absence de récepteurs au

VEGF sur les cellules tumorales. De plus, certains cancers comme le cancer du poumon

expriment aussi bien le Flt-1 que le KDR (Decaussin, 1999) (Tian, 2001).

L’expression de la neuropiline-1 augmente la taille et l’angiogénèse des tumeurs (Klagsbrun, 2002)
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La Np-2 quant à elle n’est pas exprimée par les cellules endothéliales, mais elle

est exprimée dans les ostéocarcinomes et son expression est associée à un pronostic

clinique défavorable (Handa, 2000). Dans certain cas de mélanome, les Np-1 et -2 ainsi

que le KDR sont coexprimés et directement impliqués dans la prolifération des cellules

tumorales (Lacal, 2000). Néanmoins l’administration de la forme soluble de la Np-1 au

cours du développement tumoral chez la souris inhibe l’effet du VEGF-A165 et ainsi

diminue le développement des métastases et la croissance des tumeurs (Gagnon, 2000)

(Schuch, 2002).

Sémaphorines et développement tumoral (Bagnard, 2002)

Les sémaphorines, ligands spécifiques des neuropilines, ont également des

fonctions autres que la régulation de la croissance et de l’orientation des neurones. Il a

été montré récemment que les sémaphorines avaient un rôle important au cours de

l’embryogenèse et notamment au cours du développement du poumon (Kagoshima,

2001) mais également dans le développement des tumeurs (Christensen, 1998)

(Brambilla, 2000) (Neufeld, 2005).

Le rôle anti-tumoral de certaines sémaphorines et plus particulièrement de la

sémaphorine-3F semble être établi du fait de la délétion du gène 3p21.3 codant pour

cette dernière (Sekido, 1998) (Roche, 1996). Alors que la sémaphorine-3A ne fixe que

la Np-1, la sémaphorine-3F est capable de se lier aussi bien à la Np-1 qu’à la Np-2 bien

qu’elle soit beaucoup plus affine pour la Np-2 (Chen, 1998) (Takahashi, 1999).



42

L’expression de sémaphorine-3F recombinante dans différents types de cellules

tumorales diminue leur capacité à former des tumeurs dans les modèles de souris nude,

ce qui lui confère un rôle anti-tumoral in vivo (Xiang, 2002) ainsi qu’un rôle anti-

angiogénique tumoral in vitro (Kessler, 2004). De plus, l’addition de sémaphorine-3F

sur des cellules tumorales exprimant la Np-2 conduit à l’altération des capacités

prolifératives et migratoires de ces cellules (Nasarre, 2003) (Kusy, 2005) ainsi que leurs

capacités d’adhésion (Nasarre, 2005). Les souris déficientes pour le gène de la

sémaphorine-3F sont viables et ne présentent pas d’anomalie vasculaire (Sahay, 2003).

A la différence de la sémaphorine-3A qui entre en compétition avec le VEGF-A165

pour la fixation sur la Np-1, la sémaphorine-3F et le VEGF-A165 peuvent se fixer sur la

Np-2 sans interférence (Gluzman-Poltorak, 2001).

Cependant d’autres isoformes du VEGF comme le VEGF-A121 pourraient

entrer en compétition avec la sémaphorine-3F pour la fixation sur la Np-2 et ainsi

induire une croissance anormale des cellules sans que la sémaphorine-3F ne puisse

réguler ces effets. Le complexe neuropiline-sémaphorine semble donc jouer un rôle

important dans le développement du cancer et la formation des métastases. De plus, la

sémaphorine-3C ainsi que la sémaphorine-3E sont impliquées dans la formation des

métastases (Martìn-Satué and Blanco, 1999) (Christensen, 1998). Les sémaphorines-3B

au même titre que la sémaphorine-3F pourraient avoir également un rôle anti-tumoral

(Tse, 2002) (Xiang, 2002).

6. Les sémaphorines et l’immunité.

Il a été récemment mis en évidence qu’une famille de sémaphorines

(sémaphorines de classe IV) se présentant sous forme de protéines transmembranaires

était exprimée sur les cellules de l’immunité et notamment sur les LT. Ces observations

apportent les premières bases de l’étude de l’ensemble des sémaphorines (de classe IV

et de classe III) et de leurs potentielles actions dans la réponse immunitaire.
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Sémaphorines de classe IV, Neuropililne-1 dans la réponse immunitaire (Kikutani, 2003)

6.1. Les sémaphorines de classe IV dans la réponse immune.

La sémaphorine de classe IV ou Sema-4D (CD100) exprimée par les LT

(Delaire, 1998) (Dorfman, 1998), peut interagir avec deux types de récepteurs

transmembranaires : la plexine-B1 (exprimée dans les tissus non lymphoïdes)

(Tamagnone, 1999) et le CD72 (exprimé dans les tissus lymphoïdes). Le CD72 connu

sous le nom de Lyb-2 est une protéine transmembranaire de la famille des lectines de

type II de 45kDa (Von Hoegen, 1990) (Nakayama, 1989). Il est présent sur les

progéniteurs des lymphocytes B (LB) et demeure exprimé tout au long de leur stade de

différenciation en LB matures et jusqu’au stade de transformation des LB en

plasmocytes (Gordon, 1994) (Tutt Landolfi, 1997) (Kumanogoh, 2000). De plus le

CD72 est également exprimé par les cellules dendritiques, les macrophages et par

certaines sous-populations de LT (Gordon, 1994) (Tutt Landolfi, 1997).

L’agrégation du CD72 par des anticorps monoclonaux induit la transformation

de certains LB en blastes ainsi que la prolifération des LB activés (Gordon, 1991)
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(Subbarao, 1984) (Yakura, 1986). L’apoptose induite par le BcR est bloquée ce qui

provoque la survie des LB et leur prolifération. Les études prospectives sur l’action des

anticorps monoclonaux anti-CD72 montrent que ces anticorps induisent la

phosphorylation de la tyrosine de la phospholipase Cγ, du CD19 et activent les kinases

Lyn, Blk et Btk impliquées dans l’activation des LB (Venkataraman, 1998)

(Venkataraman, 1998). La formation du complexe CD100/CD72 favorise et amplifie

l’activation des LB médiée par le CD40 (Kumanogoh, 2000).

Les LT des souris CD100 ko conservent leurs capacités à être stimulés par un

anti-CD3 ou la concanavaline-A in vitro, mais sont incapables d’être stimulés par un

antigène in vivo (Shi, 2000). Ce défaut d’activation des LT par un antigène peut être

contrecarré par l’injection in vivo de CD100 soluble dans les souris CD100 ko. Ces

résultats indiquent que le défaut d’activation des LT des souris ko est dû à un défaut de

stimulation des LT. En effet, les cellules présentatrices d’antigène exprimant le CD72

(ligand du CD100) ne pourront pas stimuler correctement les LT défficients en CD100.

De plus l’ajout de CD100 soluble augmente l’activation des DC induite par le CD40

ainsi que la synthèse d’IL-12. Ce qui démontre l’importance du complexe CD100/CD72

dans la communication cellulaire entre les APC et les LT.

Il faut noter également que le CD100 soluble des LT activés et transformés par

le virus HTLV-1 peut interagir avec les oligo-dendrocytes et induire leur mort, cet

événement conduit à leur démyélinisation (Giraudon, 2004) ce qui apporte un concept

nouveau dans la compréhension des atteintes neuronales de cette pathologie ainsi qu’un

lien entre les cellules immunitaires et le cerveau. Cette conception donne donc une

logique fondamentale pour l’étude des molécules neurologiques aussi bien au cours du

développement que dans le système immunitaire.

6.2. Les sémaphorines de classe III dans la réponse immune.

Il existe peu d’éléments sur l’implication des sémaphorines de classe III dans

l’immunité ; toutefois le développement d’études basées sur les sémaphorines de classe

IV ont mis en évidence les effets d’une sémaphorine : la sémaphorine-3A. La

sémaphorine-3A inhibe la migration spontanée des cellules de l’immunité et notamment
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celle des monocytes qui pourtant n’expriment pas la Np-1. Cela conduit à penser que les

sémaphorines de classe III peuvent agir sur les cellules de l’immunité même en

l’absence de leur récepteur ou sur un autre récepteur encore inconnu (Delaire, 2001).

Néanmoins, il semble peu probable que la sémaphorine-3A agisse sur un autre récepteur

que la Np-1. En effet, dans ce papier les cellules considérées comme des monocytes,

sont des monocytes mis en culture pendant plusieurs jours, avant de réaliser les

migrations cellulaires sous sémaphorine-3A. Or après plusieurs jours de cultures, les

monocytes acquièrent les caractéristiques des macrophages, et dufait de notre

expérience sur ces cellules et de nos données scientifiques, les macrophages expriment

la Np-1.

L’émergence de nouvelles populations de DC (DC plasmacytoïdes) dans la

circulation sanguine a permis le développement de nouveaux anticorps spécifiques de

ces cellules comme l’anti-BDCA-2 et l’anti-BDCA-4. Ce dernier anticorps

reconnaissant dans la circulation sanguine uniquement les cellules dendritiques

plasmacytoïdes n’est autre qu’un anticorps anti-Np-1, ce qui met en évidence la

présence de la Np-1 sur les cellules de l’immunité et notamment sur les DC

plasmacytoïdes. De plus, il a été récemment démontré chez la souris que les LT

régulateurs (CD4+/CD25+) expriment à leur surface la Np-1 ce qui permet d’avoir un

antigène cible pour isoler ces cellules régulatrices des autres LT naïfs ou récemment

activés (Bruder, 2004). De plus, la sécrétion de sémaphorine-3A par les tumeurs induit

un défaut de prolifération et d’activation des LT (Catalano, 2006).

En conclusion, la Np-1 et la sémaphorine-3A contribuent très largement au

développement embryonnaire à travers des régulations architecturales (vaisseaux) et

neuronales (croissance des cônes des axones). Les fonctions de ces protéines très

récemment observées dans le système immunitaire au niveau de la migration cellulaire

nous ont orienté vers l’étude de la Np-1 et de la sémaphorine-3A dans le système

immunitaire central et périphérique.

Au cours du développement thymique, les thymocytes qui vont maturer en

lymphocytes vont subir diverses migrations à travers l’architecture thymique et sous la

pression de nombreuses interactions cellulaires. Ces intéractions vont former des

contacts intimes (synapses) dépendantes de mécanismes d’adhésions et desadhésions,
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où peuvent intervenir les mécanismes régulatoires du complexe Np-1/Sémaphorine-3A.

II. De la sélection thymique à la synapse immunologique.

1. Le Thymus.

Le thymus est le lieu majeur de la production des LT durant l’existence. En

effet, le thymus est un organe lymphoïde central où les précurseurs de la moelle vont

subir un long et complexe processus de différenciation et de maturation pour donner

naissance à diverses populations de thymocytes avant la maturation finale en

lymphocyte CD4 ou CD8 (Anderson G, 1996). Le développement des LT est permis par

le microenvironnement cellulaire spécialisé qui fournit aux thymocytes les facteurs

nécessaires et les conditions adéquates.

Modèle de différenciation des thymocytes (Garland, 2001)

Bien que la prolifération et la différenciation des thymocytes persistent tout au

long de la vie, la quantité de cellules matures délivrées en périphérie diminue avec l’âge
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(Ritter MA, 1999) (Poulin JF, 1999). Ce phénomène est principalement dû à l’atrophie

du thymus des sujets âgés au regard des jeunes enfants.

Historiquement, le rôle du thymus dans la lymphopoïèse a été démontré par des

expériences de thymectomie néonatale chez la souris (Miller, 1961). Dans ces

expériences, Miller a pu observer que la thymectomie induit une diminution du nombre

de lymphocytes, une susceptibilité accrue des souris aux infections et l’absence de rejet

immédiat d’une greffe allogénique.

Représentation schématique de l’architecture d’un thymus humain (Garland, 2002)

1.1. Les thymocytes et leurs partenaires.

Le programme de développement des thymocytes, du précurseur provenant du

sang jusqu’au LT mature, n’est pas un processus autonome. Il dépend des interactions

avec différents types de cellules stromales et de DC rencontrées au cours de leur

migration dans le thymus (Anderson and Jenkinson, 2001). De même, le développement

de l’organe en lui-même et le maintien de son architecture sont régulés par des signaux

provenant des thymocytes eux-mêmes. La résultante de ces interactions, via les étapes

de sélection positive et négative, est un répertoire T extrêmement vaste duquel ont été

éliminées les cellules autoréactives potentiellement dangereuses pour l’organisme.



48

Populations cellulaires présentes dans le thymus (Savino, 2000)

1.1.1. Fibroblastes mésenchymateux.

Les fibroblastes mésenchymateux sont hétérogènes dans les marqueurs qu’ils

expriment mais homogènes dans leur origine développementale. Ils s’avèrent

nécessaires pour l’achèvement de la maturation (Anderson, 2001). Dans le cortex, ces

fibroblastes interagissent avec les précurseurs T via la matrice extracellulaire associée.

Ils leur présentent des facteurs de croissance et des cytokines et favorisent ainsi leur

survie et leur différenciation (Anderson, 1997).

1.1.2. Cellules épithéliales corticales et sélection positive.

Après le réarrangement des gènes du TCR, celui-ci est exprimé à la surface des

thymocytes. Les thymocytes ont alors une durée de vie limitée à 3-4 jours. Ils ne

continueront leur différenciation que s’ils reconnaissent un complexe de CMH (du Soi)-

peptide (CMHp) présenté par une cellule épithéliale. Cette étape, dite de « sélection

positive », résulte des interactions du TCR avec des complexes CMHp d’affinité faible

ou intermédiaire comparativement à celle mesurée lors de la sélection négative. Il est

maintenant bien établi que les cellules épithéliales corticales ont un rôle privilégié dans

la sélection positive (Anderson, 1996) et qu’elles sont mêmes spécialisées dans cette

tâche.
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1.1.3. Cellules épithéliales médullaires, DC intrathymiques et sélection négative.

Le thymocyte simple positif (SP) CD4 ou CD8 ne peut achever sa maturation

que s’il ne se révèle pas autoréactif. En effet, la reconnaissance d’un peptide du Soi

avec une trop forte affinité est un signal pour la sélection négative. En réalité la question

de savoir si la sélection positive et la sélection négative sont localisées séparément dans

le temps et l’espace n’est pas encore tranchée. En revanche, il est reconnu que les

cellules impliquées dans la sélection négative sont les DC situées à la jonction cortico-

médullaire ainsi que les cellules épithéliales médullaires. Ces dernières ont la

particularité de présenter des antigènes a priori spécifiques de certains tissus ou organes

(Anderson, 2002).

Cette expression ectopique d’antigènes est un moyen de sonder à distance la

réactivité des thymocytes face à des antigènes de tissus périphériques et donc de limiter

les risques ultérieurs d’auto-immunité. L’hypothèse retenue est que les DC et les

cellules épithéliales médullaires jouent des rôles complémentaires en présentant des

échantillons distincts et complémentaires d’antigènes du Soi (Klein and Kyewski,

2000). Des études relativement récentes ont montré le rôle du gène AIRE

« AutoImmune regulator gene, gène régulateur de l’autoimmunité » dans le

développement de maladies auto-immunes, et plus particulièrement dans le syndrome

de type I autoimmun polyendocrine. L’expression de AIRE n’est pas requise au sein des

cellules autoréactives, mais s’avére nécessaire pour l’expression ectopique de certains

gènes, tel que le gène de l’insuline dans le stroma épithélial thymique (Anderson, 2002).

Ainsi, en l’absence de AIRE, les cellules T spécifiques d’organe ne sont pas délétées

dans le thymus ce  qui diminue de manière drastique la capacité tolérogénique du

stroma thymique et favorise l’emergence de maladies autoimmunes (Liston, 2003). En

plus de son rôle sur l’expression ectopique de certains gènes, AIRE serait capable de

réguler l’apprêtage et la présentation de protéines du soi de manière suffisamment

efficace pour stimuler les cellules T autoréactives (Kuroda, 2005).

1.2. Nature des contacts cellulaires en fonction de leur répartition.

On peut schématiquement considérer que les deux lobes thymiques sont

constitués d’une multitude de lobules, formés eux-mêmes d’une région externe, le
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cortex, et d’une région interne, la medulla. L’origine de ces deux régions est semble-t-il

différente, même si cela reste controversé : ainsi, la région corticale pourrait être

d’origine ectodermique et la région médullaire d’origine endodermique. Le thymus

apparaît suite à de multiples invaginations de ces régions, qui viennent à se refermer sur

elles-mêmes, aux environs du 11e jour embryonnaire chez la souris.

Le microenvironnement thymique possède une importance cruciale dans le

développement des cellules T. Ainsi, les souris nude (nu/nu) présentent un défaut dans

la formation du thymus qui empêche l’apparition de cellules T αβ fonctionnelles

(Jenkinson, 1981) (Van Vliet, 1985). La base architecturale du thymus, appelée stroma

thymique, est constituée par les cellules épithéliales du cortex et de la medulla, qui sont

d’origine thymique, et par des cellules d’origine hématopoïétique. Ces cellules dérivées

de la moelle osseuse – DC et macrophages – ne sont pas distribuées équitablement entre

le cortex et la medulla. En effet, les DC et la plupart des macrophages sont concentrées

au niveau de la medulla. La distribution de ces cellules met donc en évidence des

compartiments jouant des rôles distincts dans la maturation des thymocytes (Anderson

and Jenkinson, 2001) (van Ewijk, 1991).

1.2.1. Dans le cortex.

Pour la sélection positive, le modèle de « single-niche » a été proposé en 1994. Il

postule que le thymocyte interagit préférentiellement et de façon prolongée, avec une

seule cellule stromale. Ce modèle a émergé d’expériences in vitro de reconstitutions

chimériques de thymus réalisées dans le groupe de D. Mathis. Il a ensuite été montré

que les thymocytes placés dans un environnement thymique mosaïque H-2b et H-2k

acquièrent préférentiellement (par transfert de matériel) un seul déterminant CMH

(Merkenschlager, 1996). Pourtant ce modèle a été remis en cause par une étude récente

de P. Bousso et E. Robey (Bousso, 2002). Grâce à un microscope équipé d’un laser

biphotonique, ils ont suivi des thymocytes de souris transgéniques pour un TCR,

réagrégés avec des cellules stromales sélectionnant positivement (CMH+) ou non

(CMH-). Les interactions des thymocytes se répartissent alors de façon équivalente dans

deux catégories qui peuvent être détectées avec une même cellule présentatrice

d’antigène : contacts stables (entre 6 et 12h) et contacts dynamiques (<40 min). Ces

deux catégories sont-elles alors le reflet d’un stade de différenciation du thymocyte plus
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ou moins avancée ? Des travaux récents, non publiés, de l’équipe de R. Lewis

confirment en tout cas que les conjugués formés avec les cellules épithéliales sont très

stables dans le cas où le thymocyte reçoit un signal calcique, nécessaire à sa survie

(congrès de Keystone 2004). On peut cependant se demander si ces conjugués durent

pendant tout le séjour des thymocytes dans le cortex ?

1.2.2. Dans la medulla.

Le temps de résidence d’un thymocyte dans la medulla est visiblement plus long

que dans le cortex (temps de renouvellement : de 12 à 16 jours (Scollay and Godfrey,

1995). Cela fait émerger l’idée que la sélection négative résulte plutôt d’interactions

multiples et séquentielles, par opposition à l’unicité des contacts proposée lors de la

sélection positive. Cette hypothèse est soutenue par le « duration model » (Hogquist,

2001). Ce modèle postule que les signaux imprimés lors de la sélection négative sont de

forte intensité mais de courte durée, contrairement à ceux associés à la sélection

positive, de plus faible intensité mais soutenus dans le temps. En tout cas, ce modèle

permet de mieux comprendre des expériences montrant que les évènements de sélection

positive corrèlent avec une activation soutenue (>60 min.) de Erk (extra-cellular signal

regulated kinase) alors que cette activation est plus transitoire (<20 min.) pendant la

sélection négative (Werlen, 2000). Du point de vue de l’évolution, il est raisonnable que

la stratégie des contacts multiples ait été sélectionnée. En effet, la multiplicité des

contacts du thymocyte dans la zone médullaire lui permet de « scanner » plus d’épitopes

du Soi et donc d’augmenter la probabilité de détecter et de censurer l’autoréactivité.

Cependant, des résultats récents obtenus dans un système de réagrégation in

vitro, contredisent cette idée de contacts courts et séquentiels (Richie, 2002). Dans cette

étude, les conjugués demeurent stables pendant plus d’1 heure. En outre, il est toujours

possible de détecter des conjugués 7 heures après l’ajout du peptide. Néanmoins cela ne

signifie pas forcément que ces mêmes conjugués ont duré 7 heures. Ainsi, la corrélation

entre durée des interactions et réponse fonctionnelle est controversée dans ce cas,

comme elle l’est pour les interactions T/DC.

Il convient de ne pas opposer catégoriquement ces deux visions (contacts stables

ou transitoires) sans avoir préalablement défini précisément les échelles de temps
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envisagées dans les deux cas. En effet, à raison d’un contact toutes les 7 heures (Richie,

2002), un thymocyte résidant pendant 10 jours dans la région médullaire serait tout de

même en mesure de sonder 34 cellules présentatrices d’antigènes.

Migration, différenciation et interaction des thymocytes avec les APC (Pezzano, 2001)

1.2.3. Migration des thymocytes dans le thymus.

La quasi-totalité de la maturation des thymocytes se déroule au niveau du cortex,

ce qui explique que les thymocytes immatures y soient concentrés. Toutefois, ce

processus de maturation n’est pas statique, les thymocytes sont amenés à se déplacer

entre les différentes régions du thymus durant leur différenciation. Pour commencer, les

précurseurs les plus précoces des cellules T sont principalement trouvés dans le thymus

au niveau de la région sous-capsulaire, autrement dit la région la plus externe du cortex.

C’est dans cette région qu’on peut d’ailleurs mettre en évidence les thymocytes CD4-

CD8- en prolifération. Au cours de leur différenciation, les thymocytes s’enfoncent plus

profondément dans le cortex vers la medulla, et atteignent en général le stade de

développement caractérisé par l’expression simultanée des deux molécules CD4 et CD8

à leur surface.

La jonction cortico-médullaire est propice aux étapes de sélection des LT. En

effet, on trouve dans le stroma du cortex des cellules épithéliales, dont les

caractéristiques leur permettent de jouer un rôle primordial dans la sélection des

thymocytes. La medulla, notamment à proximité du cortex, contient de nombreux

macrophages et cellules dendritiques, qui sont également des acteurs de cette sélection.
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En progressant dans leurs étapes de différenciation, les thymocytes traversent la

jonction cortico-médullaire et passent dans la medulla.

L’entrée des précurseurs les plus précoces dans le thymus et la sortie des

thymocytes matures pourraient potentiellement avoir lieu au niveau de la jonction

cortico-médullaire (Ceredig and Schreyer, 1984). Pour aller dans le sens de cette

hypothèse, on peut également remarquer que cette zone est riche en vaisseaux. Il est

donc envisagé que l’entrée des précurseurs et la sortie des LT matures utilisent des

veinules ou des vaisseaux lymphatiques se trouvant au niveau de la jonction cortico-

médullaire (Prockop and Petrie, 2000). Entre ces deux événements, les thymocytes se

différencieraient tout en faisant un « aller-retour » entre la jonction cortico-médullaire et

le cortex.

1.2.4. Molécules impliquées dans les mouvements intrathymiques.

- Les chimiokines et leurs récepteurs.

Les chimiokines semblent jouer un rôle important dans la migration et/ou la

rétention des thymocytes au sein de chacun des compartiments thymiques. D’un côté,

les chimiokines pourraient faciliter les interactions des thymocytes avec les cellules

épithéliales ; d’un autre côté, les récepteurs des chémokines pourraient produire des

signaux menant à l’activation des intégrines à la surface des thymocytes. Plusieurs

mécanismes impliquant les chémokines et leurs récepteurs ont ainsi été mis en évidence

lors de la migration des thymocytes dans le cortex, vers la jonction cortico-médullaire,

puis dans la medulla (Ansel and Cyster, 2001) (Norment and Bevan, 2000).

A titre d’exemple, l’expression du récepteur CCR9 est fortement accrue chez la

souris lors de la transition des thymocytes CD4-CD8- au stade CD4+CD8+ (Norment,

2000), et les mouvements des cellules CD4+CD8+ à travers le cortex sont

significativement régulés par ce récepteur CCR9 et son ligand CCL25/TECK (Thymus-

Expressed ChemoKine) (Youn, 1999). Initialement, TECK a été détecté au niveau des

cellules dendritiques de la medulla (Vicari, 1997), mais il est maintenant démontré que

cette molécule est également exprimée par les cellules épithéliales du cortex thymique

(Wurbel, 2000). En parallèle à ce mécanisme, on peut noter que l’expression de
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CXCR4, qui est impliqué dans la colonisation du thymus, commence à diminuer lors de

la transition des thymocytes vers le stade CD4+CD8+. Inversement, l’expression de

CCR5, dont les ligands CCL4/MIP-1β et CCL5/RANTES sont exprimés dans le

thymus, augmente à la surface des thymocytes (Norment and Bevan, 2000).

On peut ainsi établir une liste de chémokines potentiellement impliquées dans la

migration des thymocytes à la jonction cortico-médullaire (le récepteur CCR4 et ses

ligands CCL22/MDC, CCR4 et CCL17/TARC, CCR3 et CCL11/éotaxine, etc.), puis

enfin au sein de la medulla (CCR7 et CCL21/SLC, CCR7 et CCL19/ELC, CCR9 et

CCL25/TECK pour les lymphocytes T CD8+, CCR4 et CCL22/MDC pour les

lymphocytes T CD4+, etc.) (Ansel and Cyster, 2001) (Norment and Bevan, 2000). Les

observations menées au niveau de la medulla font de CCR7 un bon candidat pour le

mécanisme de migration des cellules T matures vers les organes lymphoïdes

secondaires (Ueno, 2002). Du fait de la multiplicité des ligands et des zones d’ombre

encore existantes (Zlotnik and Yoshie, 2000), il semble probable que cette liste de

couples « chémokines/récepteurs» impliqués dans la migration intrathymique des

thymocytes soit appelée à grandir dans les années à venir.

- Les intégrines.

D’autres molécules sont impliquées dans les processus de migration, notamment

les intégrines. Ainsi, il a été montré chez l’homme que la migration des thymocytes

matures vers la medulla nécessite une interaction entre les intégrines VLA-4 (Very Late

Antigen) et VLA-5, exprimées par les thymocytes, et la fibronectine, exprimée par le

stroma thymique. A l’inverse, l’interaction entre VLA-4 et la fibronectine pour les

thymocytes immatures CD4+CD8+ induit plutôt une forte adhésion locale (Crisa, 1996).

Ainsi, le rôle de VLA-4 évolue en fonction du stade de maturation des thymocytes. Pour

donner un autre exemple d’intégrine, on peut citer αLβ2/LFA-1 (intégrine également

répertoriée sous le nom CD11a/CD18) et un de ses ligands ICAM-1 (Intercellular

Adhesion Molecule-1 ou CD54), dont l’interaction a été impliquée dans la

différenciation des thymocytes (Fine and Kruisbeek, 1991).
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1.3. Différenciation intrathymique des thymocytes.

Le TCR est un hétérodimère composé des chaînes αβ  ou γδ. Bien que les

thymocytes γδ soient les premiers à apparaître dans le thymus, ils ne représentent que

1% des thymocytes chez l’adulte, les autres thymocytes étant composés à 99% de

TCRαβ. La chaîne α du récepteur à l’IL-2 (CD25) s’associe aux chaînes β et γ pour

acquérir une plus grande affinité pour l’IL-2, ce qui favorise la prolifération des

thymocytes. Le CD44 (protéoglycane) est un récepteur à l’acide hyaluronique, à la

fibronectine et au collagène. Ces deux molécules participent à la migration et à

l’activation des thymocytes (Haynes, 1989).

Les thymocytes les plus immatures (doubles négatifs = DN) représentant 5% des

thymocytes n’expriment ni le complexe TCR/CD3 ni les molécules accessoires CD4 et

CD8. Cependant deux populations de thymocytes peuvent être identifiées parmi les

thymocytes DN, les thymocytes TCR/CD3-CD4-CD8-CD44+CD25- récemment entrés

dans le thymus et les thymocytes TCR/CD3-CD4-CD8-CD44+CD25+. Les thymocytes

DN se différencient en perdant l’expression du CD25 et du CD44 et acquièrent à la fois

le CD4 et le CD8 pour devenir les thymocytes doubles positifs (DP) TCR/CD3-

CD4+CD8+CD44-CD25- représentant plus de 80% des thymocytes totaux.

Au stade de DP, les gènes du TCR sont réarrangés successivement en

commençant par la chaîne β puis la chaîne α. Les thymocytes ne réarrangeant pas leur

TCR meurent par apoptose tandis que les thymocytes aux TCR réarrangés sont capables

d’interagir avec les peptides présentés par les CMH des cellules épithéliales. Cette

interaction détermine la sélection positive et la sélection négative cruciales pour la

différenciation normale des thymocytes.

La maturation des thymocytes est régulée par des programmes de différenciation

intrinsèques aux cellules, par des interactions cellule-cellule, et par des facteurs

solubles. Ce processus a été décortiqué avec soin depuis de nombreuses années,

notamment au travers de l’expression ordonnée de multiples marqueurs cellulaires de

surface (complexe TCR/CD3 ; co-récepteurs CD4 et CD8 ; molécules CD44, CD25,

CD2, c-kit, etc.) et d’événements moléculaires précis (réarrangement des gènes codant
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pour les gènes du TCR).

1.3.1. Etapes du développement.

On peut considérer le précurseur le plus précoce des cellules T comme

n’exprimant pas de complexe moléculaire TCR-CD3, ni un des deux co-récepteurs

définissant la lignée T CD4+ dite « auxiliaire » ou la lignée T CD8+ dite « cytotoxique ».

Ces cellules triples négatives (TN) (TCR-CD3-CD4-CD8-) conduisent à la formation de

thymocytes matures simples positifs (SP) soit CD4+ (SP4), soit CD8+ (SP8) (Benoist

and Mathis, 1999) (Berg and Kang, 2001) (Di Santo and Rodewald, 1998) (Fehling and

von Boehmer, 1997) (Kuo and Leiden, 1999).

1.3.2. La population triple négative (TN).

Le progéniteur thymique le plus précoce, dans l’état triple négatif comme défini

précédemment, commence par subir une succession d’étapes (TN1/2/3/4) qui

l’amèneront au stade DP, c’est-à-dire exprimant les deux corécepteurs CD4 et CD8.

L’ensemble des cellules TN forme une population hétérogène et les cellules aux stades

les plus précoces ne sont pas encore irréversiblement engagées dans la lignée T αβ. La

population TN représente environ 5% des thymocytes d’une souris adulte, et la durée de

la maturation au stade TN est estimée à environ 2 semaines (Shortman, 1990).

Les thymocytes TN sont également définis comme cellules doubles négatives

(DN, CD4-CD8-) mais cette dénomination peut également se référer à des populations

particulières de cellules T αβ TCR-CD3+CD4-CD8-.

1.3.3. Analyse des marqueurs CD44 et CD25.

L’analyse de la population des thymocytes TN a été affinée par l’intermédiaire

de deux récepteurs cellulaires de surface, CD44 et CD25/IL-2Rα (Godfrey and Zlotnik,

1993). Le récepteur CD44 joue un rôle dans la colonisation du thymus, il est

logiquement trouvé à la surface des précurseurs les plus précoces parmi les thymocytes

de phénotype TN c-kit+CD44+CD25- (stade TN1). Les cellules ne sont pas encore
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totalement engagées dans la lignée lymphoïde T, puisqu’elle sont capables de générer

des cellules NK, des lymphocytes B et des cellules dendritiques si les conditions

environnementales requises sont présentes (Ardavin, 1993) (Matsuzaki, 1993) (Wu,

1991).

L’étape suivante est marquée par l’expression de surface du récepteur CD25

(TN c-kit+CD44+CD25+, stade TN2) et représente une population de précurseurs

possédant toujours les gènes codant pour le TCR en configuration germinale (Godfrey,

1994). Il n’est donc pas totalement surprenant que la population TN2 conserve un

potentiel de différenciation en cellules dendritiques thymiques (Wu, 1996). La transition

entre les stades TN1 et TN2 s’accompagne d’une augmentation nette (5 fois plus) du

nombre de cellules en cycle, comme le montrent des expériences d’incorporation de

BrdU (Penit, 1995). Ce phénomène serait conduit par l’action du ligand principal de c-

kit, SCF, ou encore de l’IL-7 (Rodewald, 1997).

Ensuite, les cellules perdent l’expression des récepteurs c-kit et, en partie, CD44

(c-kit-/ faible CD44faible CD25+, stade TN3), et acquièrent une expression forte du marqueur

CD2, signe que l’engagement dans la lignée T est désormais définitif. C’est lors du

passage vers ce stade TN3 que le processus génétique de mise en place du TCR se met

en route, en commençant par le réarrangement des gènes codant pour les chaînes β, γ  et

δ du TCR. Si un réarrangement productif donne une chaîne β, un TCR temporaire (pré-

TCR) est exprimé à la surface des thymocytes TN3, associant la chaîne β, spécifique du

thymocyte concerné, et la chaîne α commune à toutes les cellules TN3.

L’étape TN3, via ce processus dit de « β-sélection », représente donc un point de

contrôle important pour les thymocytes, et cela est confirmé par le blocage de la

différenciation chez des animaux manipulés génétiquement pour empêcher l’expression

des chaînes du TCR (Godfrey, 1994). Si aucun des deux allèles du locus β du TCR ne

donne de réarrangement productif, et si le thymocyte ne peut s’engager dans la voie de

différenciation des cellules T γδ (Robey and Fowlkes, 1998), la cellule s’engage dans la

voix de l’apoptose.

Au contraire, si le thymocyte traverse avec succès l’étape de β-sélection, et
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exprime à sa surface le pré-TCR, il acquiert des caractéristiques cellulaires et

moléculaires de cellules en division rapide (Hoffman, 1996) et passe à l’étape suivante

(c-kit-CD44-/faibleCD25+, stade TN4). Cette étape de prolifération aide également les

cellules à effectuer l’exclusion allélique de la chaîne β (Uematsu, 1988), autrement dit à

empêcher que le thymocyte ne possède plusieurs réarrangements productifs des gènes

codant pour la chaîne β du TCR.

Globalement, on peut résumer les étapes du développement précoce en deux

phénomènes : un processus de prolifération/survie non spécifique, et le processus de β-

sélection, plus drastique puisqu’il nécessite que le thymocyte ait réarrangé les gènes de

la chaîne β avec une phase ouverte de lecture productive et exprime alors un pré-TCR.

1.3.4. Les récepteurs IL-7Rα/γc et c-kit.

Il s’avère que certains des mécanismes que nous avons déjà abordés jusqu’ici

pour le développement des progéniteurs précoces agissent également durant le

développement des thymocytes. C’est le cas des voies de signalisation utilisant les

récepteurs IL-7Rα/γc et c-kit. L’IL-7 et le SCF, ligand de c-kit, sont des inducteurs de

prolifération pour les thymocytes immatures in vivo (Murray, 1989) (Rodewald, 1995).

De plus, l’IL-7 soutient la survie des thymocytes immatures en maintenant

l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (von Freeden-Jeffry, 1997), si bien que le

développement normal des cellules T αβ peut être partiellement restauré dans les souris

IL-7Rα-/- et γc-/- suite à l’introduction d’un transgène codant pour Bcl-2 (Akashi, 1997)

(Kondo, 1997) (Maraskovsky, 1997).

Toutefois, les données obtenues chez ces animaux γc-/- Bcl2-Tg+ sont contestées

d’une part parce qu’ils n’ont pas toujours donné ce résultat positif (Di Santo and

Rodewald, 1998), et d’autre part du fait d’une totale absence d’effet bénéfique sur le

développement des cellules B, T γδ et NK (Kondo, 1997).

Par conséquent, soit les cytokines γc dépendantes jouent pour ces lignées

lymphocytaires un rôle supplémentaire à celui du maintien de la survie cellulaire, soit le
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transgène codant pour Bcl-2 ne remplace pas totalement le vrai signal de survie induit

par l’IL-7. Enfin, on peut signaler que le rôle de l’IL-7 dans le réarrangement des gènes

α et β du TCR n’est pas clairement prouvé, mais il est difficile de bien séparer ces trois

phénomènes de survie, prolifération et réarrangement des gènes du TCR, qui sont

interdépendants.

En bref, un scénario satisfaisant envisage que l’IL-7 agisse sur les thymocytes

comme agent prolifératif avant et après les réarrangements, et comme agent de survie

pendant les réarrangements (Di Santo and Rodewald, 1998).

1.3.5. La population double positive (DP).

La population des thymocytes DP (CD4+CD8+) représente, numériquement

parlant, environ 80% des cellules du thymus d’une souris adulte. La plupart des cellules

DP sont des thymocytes de petite taille et au repos, même si des cellules en division

peuvent également être observées. On estime que les thymocytes restent environ 3 à 4

jours au stade DP (Huesmann, 1991). Les thymocytes TN4, définitivement engagés

dans la lignée T αβ, et exprimant un pré-TCR capable de transduire des signaux,

évoluent vers le stade DP via une phase de transition, les thymocytes immatures simples

positifs (ISP). Ces derniers expriment soit l’un, soit l’autre des deux co-récepteurs CD4

et CD8, mais pas encore de TCR αβ complet. En effet, c’est durant la transition entre le

stade TN4 et le stade DP que le réarrangement des gènes codant pour la chaîne α du

TCR a lieu. Cette observation est confirmée chez les souris déficientes pour

l’expression de la chaîne α du TCR, le développement T chez les animaux ne pouvant

exprimer de chaîne β étant bloqué plus précocement (stade TN3) lors de la β-sélection

(Mombaerts, 1992) (Philpott, 1992).

L’expression de surface, d’abord faible puis forte, d’un TCR αβ complet est

donc en général observée dans la population DP (Ohashi, 1990). Les thymocytes

peuvent donc exprimer un TCR résultant d’un réarrangement productif des gènes

codant pour la chaîne α du TCR, et que cette chaîne α s’associe correctement avec la

chaîne β sélectionnée auparavant via le pré-TCR. A ce point, les thymocytes DP doivent

alors traverser un « contrôle de qualité » qui doit répondre à deux contraintes : les TCR
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testés doivent dans une certaine mesure reconnaître le soi, mais les thymocytes portant

un TCR « dangereux » pour le soi doivent être éliminés. Il s’agit donc pour les

thymocytes de traverser les étapes d’une sélection positive et d’une sélection négative,

qui conduisent à l’élimination de la majorité d’entre eux (Shortman, 1990). Ces étapes

de sélection, permettent également aux thymocytes de s’engager plus avant dans la

différenciation vers la lignée soit des cellules T CD4+, soit des cellules T CD8+.

1.3.6. Les populations simples positives (SP).

Le stade simple positif (SP) est la phase finale de maturation des thymocytes qui

prend place au niveau de la jonction cortico-médullaire et de la medulla. Dans ce

microenvironnement, les thymocytes SP sont mis au contact de cellules particulières de

l’épithélium médullaire. Ces contacts pourraient permettre d’effectuer une étape

supplémentaire de sélection négative, en plus de celle ayant lieu au stade DP à la

jonction cortico-médullaire. Cependant, l’impact exact de cette dernière étape de

sélection sur les thymocytes SP pourrait s’avérer mineur en ne touchant que les moins

matures des thymocytes SP, comme cela a été suggéré dans le cas des cellules TCR-

CD3+CD4+CD8- (SP4) (Kishimoto and Sprent, 1997).

En fin de parcours, les cellules T matures obtenues sont prêtes à sortir du thymus

et à rejoindre les organes lymphoïdes périphériques. Les deux populations SP matures,

soit TCR+CD3+CD4+CD8- (SP4), soit TCR+CD3+CD4-CD8+ (SP8), représentent à elles

deux environ 15% des thymocytes d’une souris adulte. Chez les souris de la lignée

C57Bl/6, on note un ratio SP4/SP8 proche de 2, mais il s’avère que ce ratio varie selon

les lignées (Kraal, 1983) ou encore selon les individus chez l’homme (Amadori, 1995).

Enfin, il est estimé que la différenciation prend à ce stade au maximum deux semaines

supplémentaires (Scollay and Godfrey, 1995). Au final, entre la colonisation du thymus

par le progéniteur T le plus précoce et la sortie de LT matures, il aura fallu attendre

environ 3 à 4 semaines.

1.3.7. Export thymique, migration et dynamique des populations.

La plupart des thymocytes sont éliminés pendant les étapes de la sélection
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thymique, et peu d’entre eux sont finalement exportés vers la périphérie. Chez la souris,

il est ainsi estimé que l’export thymique maximal se situe aux environs de 1-2.106

cellules par jour (Shortman, 1990). Certains résultats obtenus chez le rat indiquent que

les cellules T quittant le thymus ne sont pas véritablement de vrais lymphocytes

matures, et que des étapes de maturation post-thymique sont envisageables (Sprent,

1993). Après avoir quitté le thymus, les LT colonisent les organes lymphoïdes

périphériques, et circulent de manière constante entre ces organes : rate, ganglions

lymphatiques, circuits sanguin et lymphatique.

Cette circulation peut toutefois être stoppée, lorsque les cellules sont séquestrées

dans les zones T des organes lymphoïdes par des CPA (Sprent and Tough, 2001). Elle

peut également être réorientée lorsque les cellules T activée acquièrent la capacité de

migrer au travers de l’endothélium, ce que les cellules naïves ne peuvent normalement

pas faire (Benoist and Mathis, 1999). Les cellules T activées peuvent donc accéder aux

sites extra-lymphoïdes comme la peau, les intestins, les poumons, et ce de manière

relativement tissu-spécifique grâce à l’expression spécifique d’intégrines (Butcher and

Picker, 1996) (Mackay, 1993), ou bien de récepteurs aux chémokines (Campbell and

Butcher, 2000). Ainsi, il apparaît que l’adressage des cellules T vers les organes

lymphoïdes secondaires (médié par le couple CCR7/SLC) n’utilise pas les mêmes

molécules que l’adressage vers la peau (CCR4/TARC) ou les intestins (CCR9/TECK).

Le schéma de migration hétérogène des cellules mémoires/effectrices,

contrairement au schéma homogène des cellules naïves, est en général corrélé avec le

site d’activation. Par exemple, des cellules T activées au niveau des plaques de Peyer

auront tendance à exprimer les molécules nécessaires à une migration vers les intestins

(Benoist and Mathis, 1999). Ces observations ont été récemment affinées chez

l’homme, les cellules T mémoires ayant été sub-divisées suivant l’expression du

récepteur aux chémokines CCR7 (Sallusto, 1999). Ainsi, il a été montré que les

lymphocytes T mémoires humains CCR7-, dits TEM (T Effector Memory), expriment

des récepteurs leur permettant de migrer, comme nous l’avons précédemment vu, vers

les sites d’inflammation. Les lymphocytes TEM peuvent alors activer leurs fonctions

effectrices de manière immédiate. A l’inverse, une seconde population de cellules

mémoires T CCR7+, dites TCM (T Central Memory), reste dans le circuit lymphatique.

Ces cellules TCM ne possèdent pas de fonctions effectrices immédiates, mais peuvent
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stimuler efficacement les DC et se différencier en cellules TEM (Sallusto, 1999).

2. Réponse immunitaire : interactions LT/DC.

Plusieurs types de cellules présentant l’antigène (CPA) peuvent stimuler une

réponse secondaire des lymphocytes T mémoire (LT) ayant déjà rencontré l’antigène.

Ce sont les macrophages, les lymphocytes B (LB), les cellules dendritiques (DC)

(Banchereau, 1998) et aussi les mastocytes (Villa, 2001). En revanche, seules les DC

sont capables d’initier une réponse immunitaire primaire des LT naïfs, ce sont des CPA

« professionnelles » (Hart, 1997).

2.1. Les cellules dendritiques.

2.1.1. Historique et différenciation.

Un nouveau type cellulaire appelé « dendritique », en raison de leurs

nombreuses, variables et très dynamiques expansions cytoplasmiques a été caractérisé

et mis en évidence au sein de la rate chez la souris (Steinman, 1973) (Steinman, 1974a)

(Steinman, 1974b) (Steinman, 1975) (Steinman, 1979). La principale observation était

que les DC avaient une capacité de stimulation des LT cent fois plus importante que les

autres CPA (Steinman, 1978). Ce phénomène est dû au nombre important de molécules

du CMH exprimées par ces cellules (Steinman, 1981). Par la suite, il a été démontré que

ces cellules étaient capables, après captation de l’antigène, de migrer de la périphérie

vers les organes lymphoïdes secondaires (Knight, 1984) (Knight, 1985) (Macatonia,

1986). Enfin, la possibilité de changement de phénotype par les DC et notamment

l’augmentation de l’expression du CMH lors de greffe, a fait apparaître la notion

d’activation et de maturation de ces cellules (Larsen, 1990).

La difficulté d’étudier la biologie des DC in vivo a engendré une multitude de

modèles de différenciation cellulaire des DC in vitro. Deux principaux protocoles

d’obtention des DC ont été décrits à partir des monocytes sanguins CD14+ et des

précurseurs multipotents hématopoïétiques CD34+ (Ardavin, 2001). Le modèle le plus

courant d’obtention de DC interstitielles (localisées in vivo au niveau des muqueuses et

du derme) est obtenu à partir des monocytes cultivés en présence de GM-CSF et d’IL-4



63

(Salusto, 1994). Cependant les DC interstitielles peuvent également être obtenues à

partir des progéniteurs CD34+ (isolés de la moelle ou du sang de cordon) en présence de

GM-CSF et de TNF-α (Caux, 1996).

2.1.2. Distinction entre les différentes sous-populations de DC.

Les origines et les étapes de différenciation des sous-populations de DC

retrouvées chez la souris et chez l’homme ne sont pas complètement élucidées.

Plusieurs éléments ajoutent à la complexité : 1/ chez l’homme, il existe peu d’études

portant sur des DC fraîchement isolées de tissus, 2/ le CD8α n’est pas exprimé par les

DC humaines, alors qu’il s’agit chez la souris d’un marqueur essentiel permettant de

distinguer les DC lymphoïdes et myéloïdes. Deux modèles coexistent pour expliquer la

génération des différents sous-types de DC (Shortman and Liu, 2002) : le modèle de

« lignée spécialisée » et le modèle de «  plasticité fonctionnelle ».

In vivo, il existe de nombreuses populations cellulaires possédant des dendrites

et ne jouant pas un rôle dans la présentation de l’antigène. On peut ainsi citer les

neurones, les mélanocytes, les cellules étoilées de Ito (qui stockent la vitamine A dans

le foie). Il existe aussi plusieurs populations de cellules impliquées dans l’initiation de

la réponse immunitaire qui possèdent des dendrites.

Dans les centres germinatifs sont retrouvées principalement deux types de DC,

distinctes phénotypiquement et fonctionnellement : les cellules dendritiques folliculaires

(CFD) et les cellules du centre germinatif.

Les CFD sont situées dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes

secondaires. En retenant les antigènes sous forme native complexés à des anticorps et au

complément, elles permettent d’induire l’expansion clonale, la diversification et la

sélection du répertoire des LB (Kosco-Vilbois, 1997). Leur origine ne semble pas être

hématopoïétique (Banchereau, 1998). Dans les zones T du cortex profond, on retrouve

un grand nombre de DC. Certaines sont dites « interdigitées » car elles étendent de très

longs et dynamiques dendrites. Ces DC interdigitées expriment fortement les molécules

du CMH-II et les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 (Inaba, 1994). Elles
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sont ainsi considérées comme étant à l’origine de l’initiation d’une réponse

immunitaire. En outre, elles sont fortement positives pour le CD83, un marqueur

spécifique de DC humaines activées dont la fonction est toujours inconnue (Zhou and

Tedder, 1995), le CD208/DC-LAMP, un marqueur des lysosomes et compartiments

riches en CMH-II (de Saint-Vis, 1998) et la fascine, une protéine régulant le

remodelage de l’actine, potentiellement impliquée dans la projection et la plasticité des

dendrites (Mosialos, 1996).

Les DC constituent une population hétérogène de par leur localisation tissulaire

et leurs fonctions. Chez l’homme, on distingue deux populations de DC, les cellules

dendritiques de Langerhans (LC) localisées dans les épithéliums malpighiens et les DC

interstitielles ou dermiques situées dans le chorion des épithéliums (Banchereau, 1998)

(Banchereau, 2000a). Dans le sang, deux autres sous-populations de DC ont aussi été

identifiées : les DC CD11c+ (DC1) dérivées des monocytes et les DC CD11c- (DC

plasmacytoïdes/pDC/DC2) (Pulendran, 2001) (Liu, 2001). Les pDC/DC2 constituent un

type de leukocytes sécrétant de grandes quantités d’interféron de type I (IFN-α et -ß) en

réponse à certains virus (HSV, Sendaï) et autres stimuli (Staphyloccocus aureus, CPG)

(Siegal, 1999) (Cella, 1999). Elles constituent une population cellulaire circulante

minoritaire représentant de 0,01% à 0,05% des PBMC (Cella, 1999) et auraient une

origine lymphoïde (Banchereau, 2000b). Leur rôle est très mal connu, mais il semblerait

qu’elles soient capables d’induire une réponse Th2 au contraire des DC1 qui induisent

une réponse Th1 (Rissoan, 1999).

Les cellules dendritiques thymiques chez l’homme sont d’une grande

hétérogénéité au niveau des marqueurs exprimés (Shortman and Liu, 2002). Il est

néanmoins possible d’identifier trois sous-types majoritaires : 1/ des DC CD11b-

CD11c+CD83+DC-LAMP+ de morphologie typiquement dendritique s’apparentant aux

cellules dendritiques interdigitées retrouvées dans les organes lymphoïdes secondaires,

2/ des DC CD11b+CD11c+ immatures de lignage plutôt myéloïde, 3/ des DC CD11c-IL-

3R+CD45RA+ sécrétrices d’IFN-α s’apparentant aux DC plasmacytoïdes : les plus

abondantes (Bendriss-Vermare, 2001) (Vandenabeele, 2001).
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2.1.3. Caractérisation.

Les DC ont la propriété remarquable de capturer les antigènes dans les tissus

non lymphoïdes puis de migrer dans les organes lymphoïdes secondaires pour présenter

l’antigène à des LT naïfs (Banchereau, 1998). Pour cette raison, les DC sont appelées

sentinelles de l’immunité. On distingue le stade dit « immature », où les DC sont

capables d’endocytose et de phagocytose dans les tissus périphériques, et le stade dit

« mature » où elles peuvent présenter l’antigène aux LT et déclencher une réponse

immunitaire (Banchereau, 1998). Ces propriétés sont la conséquence d’une régulation

fine de l’activité de la cellule, du trafic des protéines intracellulaires vers la surface et de

la biogenèse des compartiments.

Captation des antigènes et présentation par les DC (Pulendran, 2004).

A l’état immature, les DC expriment de nombreux récepteurs permettant la

capture de l’antigène, comme les récepteurs aux immunoglobulines (RFc), les

récepteurs aux protéines de choc thermique (HSP) et très peu de molécules impliquées

dans l’activation des LT (Guermonprez, 2002). De plus, la micropinocytose est

constitutive ce qui permet à la cellule de tester rapidement le milieu environnant et ce

de façon non spécifique de l’antigène. Le volume internalisé est extrêmement important

grâce à l’expression des aquaporines 3 et 7 qui permettent l’efflux des grandes quantités

de liquide absorbées (deBaey, 2000). Cependant, à ce stade, l’apprêtement de l’antigène

est inefficace et les antigènes demeurent intacts dans les compartiments lysosomiaux

pendant plusieurs jours (Inaba, 2000) (Turley, 2000). Le système lysosomial des DC est
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tout à fait unique car il servirait de réservoir en molécules de CMH-II. Ce phénomène

est dû à une faible activité protéolytique. La cathépsine S, responsable de la dégradation

de la chaîne invariante Ii est inhibée dans les DC immatures (Pierre, 1998). Une faible

dégradation de la chaîne Ii dans les DC immatures favorise la rétention des molécules

de CMH de classe II dans les compartiments lysosomiaux (Gatti, 2003). De plus, les

molécules de CMH de classe II sont séparées de leur protéine chaperonne H2-DM.

Enfin, la demi-vie des complexes CMH-peptides exportés à la surface des DC

immatures est très courte et ils ne semblent pas être suffisamment longtemps exposés

pour activer les LT (Guermonprez, 2002).

Au stade mature, les DC perdent l’expression des récepteurs de capture de

l’antigène et l’activité d’endocytose, mais acquièrent une importante capacité

d’activation des LT. Cette principale fonction est due à un ensemble de modifications

cellulaires coordonnées à la redistribution des molécules de CMH de classe II et des

compartiments intracellulaires à la surface des cellules et à la sécrétion de cytokines

(IL-10, IL-12…). En effet, les molécules de CMH de classe II sortent des

compartiments lysosomiaux et s’accumulent à la surface en même temps que les

molécules de costimulation (CD80, CD83, CD86), les molécules d’adhésion (CD48,

CD58) et les molécules de CMH de classe I (Pierre, 1997) (Turley, 2000). Cette

redistribution est complètement différente de l’exocytose des lysosomes sécrétoires

observée chez les LT cytotoxiques, ou la libération d’exosomes contenant les molécules

du CMH chez les LB (Gatti, 2003). La maturation augmente aussi les capacités

d’apprêtement de l’antigène sur les molécules de CMH de classe II du fait de

l’augmentation de l’activité protéolytique des cathépsines (Fiebiger, 2001) et de

l’activation des pompes à proton qui acidifient le pH des compartiments lysosomiaux

(Trombetta, 2003). Enfin, les cellules changent de morphologie en extendant leurs

dendrites de façon à augmenter la surface d’interaction avec les LT (Guermonprez,

2002).

La plupart des DC dans les organes lymphoïdes secondaires sont à l’état

immature (Mellman, 2001), il faut donc distinguer la migration des DC de la

maturation. Les DC maturent en réponse à différents types de stimuli : la

reconnaissance directe des pathogènes bactériens comme le LPS passe par les TLR

(Toll-like receptor), la reconnaissance indirecte via les médiateurs inflammatoires
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comme le TNF-α, l’IL-1ß, les RFc et enfin les signaux provenant des LT comme le

CD40L et l’OX-40L (Guermonprez, 2002).

Enfin, il faut noter que les DC sont particulièrement efficaces dans l’initiation de

la réponse immune de par une série de propriétés spécifiques. Les DC sont capables de

présentation croisée, c’est-à-dire de présentation d’un peptide issu d’un antigène

exogène sur les molécules du CMH de classe I (Rodriguez, 1999) (Jung, 2002). Le

mécanisme n’est pas encore bien décrypté, mais il semble que les antigènes exogènes

pourraient être transloqués des phagolysosomes vers le cytosol pour y être dégradés par

le protéasome, puis de nouveau transloqués dans les compartiments mixtes

(phagolylososme/réticulum endoplasmique) grâce aux molécules TAP (Gagnon, 2002)

(Guermonprez, 2003) (Houde, 2003). Les DC sont également capables d’interagir

directement avec les LB et les NK (Natural Killer cells) (Banchereau, 2000a) (Moretta,

2002) (Cooper, 2004). Enfin, les DC auraient un rôle dans l’induction de la tolérance

périphérique en présentant des antigènes du Soi et en rendant anergique les LT

autoréactifs (Steinman 2000) (Steinman, 2002). Le rôle central des DC dans le système

immunitaire en fait actuellement une cible privilégiée pour la mise au point de stratégies

thérapeutiques anti-tumorales.

2.2. Description de la synapse immunologique.

Le terme synapse, créé par Sherrington en 1897, à partir du mot grec

« συναψιs » qui signifie liaison, action de joindre ou jonction, a été utilisé

exclusivement en neurobiologie pendant plus d’un siècle pour décrire les zones

d’interactions entre les neurones ou entre neurones et cellules musculaires. Ce terme a

été utilisé en immunologie pour la première fois en 1984 pour décrire les interactions

entre les jonctions cellulaires entre les LT et les CPA (Norcross, 1984). Après son

introduction en 1984, le terme synapse est repris en 1994 dans une revue pour décrire

cette fois l’interface cellulaire entre les LT et les LB (Paul and Seder, 1994).
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Formation d’une synapse entre une DC et un Lymphocyte T (West, Dalhousie University, 2005).

Il n’existe pas « une » synapse mais « des » synapses compte tenu des

caractéristiques moléculaires et des acteurs cellulaires. Le parallèle le plus frappant

entre les synapses immunes et neuronales est leur capacité à faire circuler l’information

de cellules à cellules (Trautmann, 2003). La synapse immunologique la plus étudiée est

celle formée par un LT et une APC (Delon, 2002) (Dustin, 2000) (Van der Merwe,

2000).

2.2.1. Les premiers contacts cellulaires.

- Adhésion initiale : rôle des intégrines.

Les étapes d’adhésion initiale du LT sur des DC, par exemple, ne sont pas

dépendantes de l’antigène (Delon, 1998). Ces processus sont assurés par les intégrines

et d’autres molécules d’adhésions (DC-SIGN/ICAM-3) et non par des interactions

TCR/CMHp. En effet, la taille de la portion extra-cellulaire du TCR (~7nm) est petite

par rapport à celle des intégrines (~20nm). Les premières associations des intégrines

rapprochent les membranes des deux cellules qui peuvent alors franchir la barrière

stérique imposée par les larges glycoprotéines du glycocalix (CD43 ~45nm) et autoriser

les liaisons de CD2 avec ses ligands (CD58/CD48) (~15nm) (Anton van der Merwe,

2000). CD2, une molécule très abondante à la surface du LT, forme ensuite des milliers

d’interactions transitoires et de faible affinité avec son ligand (Kd>10µM), stabilisant

l’apposition des membranes et favorisant la liaison du TCR avec les molécules du CMH

(Davis and van der Merwe, 1996). De profonds changements morphologiques dans la

cellule T suivent alors ces évènements très précoces (<1min.).
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- Importance des remodelages de l’actine.

Le remodelage de l’actine dans le LT se traduit par la formation de lamellipodes

(Larges protusions membranaires générées préférentiellement par l’activation de Rac) et

filopodes (spicules plutôt dépendants de l’activation de Cdc42) (Nobes and Hall, 1995).

Cela est illustré dans un conjugué T/B, par le fort enrichissement de l’actine

filamenteuse et de l’ezrine en périphérie du contact, traduisant la proportion de

lamellipodes englobant la cellule présentatrice d’antigène (Roumier, 2001) (Tskvitaria-

Fuller, 2003).

Des voies indépendantes du TCR sont très certainement impliquées. En effet,

d’une part la simple signalisation par LFA-1 peut conduire au remodelage de l’actine

filamenteuse et à l’augmentation de l’adhésion (Porter, 2002) et d’autre part

l’engagement du CD28, via l’activation de Cdc42 indépendamment de celle de ZAP-70,

suffit à promouvoir la formation de filopodes (Salazar-Fontana, 2003). Parallèlement,

des voies dépendantes du TCR jouent également un rôle. Selon le groupe de C.

Wülfing, l’accumulation soutenue (>5 min.) d’actine requiert des quantités optimales de

peptide agoniste (Tskvitaria-Fuller, 2003). De même, dans des contacts T/B, les

déformations membranaires majeures qui traduisent un intense et dynamique

remodelage de l’actine sont strictement dépendantes de la présence de l’antigène

(Delon, 1998). Enfin le rôle de Itk, une kinase de la famille Tec, a été récemment mis en

évidence dans ces remodelages dépendant de la présence de l’antigène (Labno, 2003).

- Elargissement de la surface de contact.

L’intense dynamique du cytosquelette d’actine contribue très probablement à

l’augmentation de la surface de contact entre LT et CPA. Après 5 min de contact, le

diamètre moyen de la zone de contact T/B formée en présence d’un peptide agoniste est

de 21µm, contre 12µm seulement avec un agoniste faible (Moss, 2002). Toutefois peu

d’études ont réellement estimé la surface de contact entre deux véritables cellules. Pour

mesurer plus simplement ce paramètre, L. Samelson et ses collaborateurs se sont placés

dans un contexte bi-dimensionnel. Ils ont utilisé des LT de la lignée Jurkat déposés sur

des lamelles de verre recouvertes d’anticorps anti-CD3 ou de poly-L-lysine. Ils ont alors

montré que l’étalement des cellules sur la lamelle dépend de l’engagement du TCR, de
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l’élévation du calcium et de LAT (Bunnell, 2001).

- Augmentation de l’adhésion par les intégrines.

Parallèlement et suite aux phénomènes de réorganisation de l’actine, des

mécanismes de signalisation « inside-out » contribuent à l’augmentation de

« l’adhésivité » des intégrines. Dans les lymphocytes au repos, LFA-1 est inhibée par

des interactions fortes avec l’actine corticale : elle se retrouve dans un état inactif.

L’activation des cellules T par le TCR délivre LFA-1 de ces interactions et facilite son

mouvement dans la membrane, ce qui augmente son avidité potentielle pour son ligand

(Dustin and Springer, 1989). D’autres mécanismes, comme des réarrangements

conformationnels peuvent aussi contribuer à l’augmentation de l’affinité des intégrines

(Takagi, 2002).

Cette signalisation « inside-out » semble nécessiter la présence de Lck mais pas

celle de ZAP-70 (Morgan, 2001). Vav joue aussi un rôle majeur dans ce phénomène

dans la mesure où la capacité d’adhésion et l’accumulation des intégrines en réponse à

un anticorps anti-CD3 sont affectées dans des cellules issues de souris Vav-/-

(Krawczyk, 2002).

- Signal stop et forme sphérique.

Il semble que la coopération entre remodelage de l’actine et augmentation de

l’adhésion envoie un « signal stop » à la cellule T. Celle-ci modifie alors son phénotype

migratoire et se stabilise sur la CPA. Selon le groupe de M. Dustin (Dustin, 1997) qui a

étudié le « signal stop » sur une bicouche lipidique, ce phénomène est dépendant d’une

signalisation par le TCR. L’arrêt du « crawling » des lymphocytes peut aussi être induit

par l’augmentation de l’affinité de LFA-1 par un anticorps. De manière simultanée ou

légèrement postérieure à l’arrêt sur la CPA, l’activité membranaire diminue et le LT

adopte une forme plus sphérique (Krummel and Davis, 2002).

2.2.2. Modifications du cytosquelette de microtubules.

Parallèlement à la réorganisation de l’actine, le cytosquelette de microtubules du
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LT subit de profondes modifications qui aboutissent in fine à la réorientation du centre

organisateur des microtubules (MTOC) dans une région proche de la zone de contact

avec la CPA.

- Le MTOC/centrosome.

Le centrosome est une organelle complexe composée de deux centrioles, eux-

mêmes constitués de tubuline, de centrine et de nombreuses autres protéines. Le

centriole mère représente le site de nucléation des microtubules qui s’assemblent et

rayonnent vers la périphérie cellulaire. Le nom de « centre organisateur des

microtubules » attribué au centrosome se trouve ainsi justifié. Les microtubules sont

polarisés : leurs extrémités négatives sont localisées du côté du MTOC et leurs

extrémités positives (site de croissance du microtubule) se situent à la périphérie. En

conditions normales dans les LT, l’appareil de Golgi et les endosomes de recyclage sont

localisés autour du centrosome. Ils le suivent dans ces mouvements. Cette distribution

résulte en réalité de l’équilibre entre une force de traction vers les extrémités négatives,

exercée par des moteurs de type dynéine, et une autre vers les extrémités positives,

exercée par les moteurs de type kinésine.

- La réorientation du MTOC.

Les premières descriptions de la réorientation du MTOC face à la CPA

proviennent d’études réalisées sur des LT CD8 ou des cellules NK en contact avec leurs

cibles (Geiger, 1982). La présence de l’antigène sur les cellules cibles entraîne alors la

polarisation conjointe du centrosome et de l’appareil de Golgi dans le CTL, mais pas

dans la cellule cible, fut-elle un CTL. De plus, cette réorientation est requise pour une

lyse efficace. Ce mouvement de centrosome se produit aussi dans les LT CD4 en

contact avec des cellules B (Kupfer, 1987).

Les modèles d’études suivant : 1/ Hybridomes T de souris activés par une lignée

de cellules B chargée avec un antigène (Stowers, 1995), 2/ Cellules T Jurkat exprimant

des chimères CD25-ζ et CD25-CD3ε, activées par billes ou anticorps (Lowin-Kropf,

1998), 3/ Clones T CD4 de souris activés par des fibroblastes transfectés avec des
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molécules de CMH-II, ICAM-1 et B7 (Sedwick, 1999) ont mis en évidence que la

présence d’antigène sur les CPA est nécessaire à la réorientation du MTOC. La

signalisation par le TCR (Sedwick, 1999), ou la présence d’un motif ITAM (Lowin-

Kropf, 1998) semble suffisant pour induire une réorientation du MTOC.

3. Synapses immunologiques T/DC.

Les contacts T-DC présentent la particularité de pouvoir se mettre en place en

l’absence d’antigène et de CMH à la surface des DC, entraînant des réponses calciques

dans les cellules T, avec augmentation locale des phosphotyrosines (Revy, 2001)

(Delon, 1998) (Montes, 1999). Ces résultats sont cohérents avec l’observation selon

laquelle les DC sont « scannées » par les lymphocytes T de façon indépendante de

l’antigène (Delon, 1998) (Inaba, 1989), et provoquent une mobilité accrue des cellules

T qui pourrait faciliter la reconnaissance d’antigènes exogènes faiblement présentés.

Récemment, l’observation in vivo d’interactions T-DC dans des organes lymphoïdes a

confirmé ces résultats (Bousso, 2002) (Miller, 2002). Ces interactions ont sans doute

aussi un rôle déterminant dans la survie des LT naïfs (Revy, 2001).

3.1. Organisation des protéines dans le recrutement du TCR.

3.1.1. Des signaux dépendants du TCR.

Plusieurs études ont montré que des signaux directement en aval du TCR

président à sa propre accumulation dans le cSMAC « central supramolecular activation

cluster »: 1/ le cSMAC n’est pas observé en absence de peptide ou avec des agonistes

partiels (Krummel, 2000) (Monks, 1998), 2/ la densité de CMHp dans le cSMAC formé

avec une bicouche lipidique corrèle avec le temps de demi-vie du complexe

TCR/CMHp (Grakoui, 1999), 3/ des anticorps anti-TCR inhibent l’accumulation de

CMHp dans le cSMAC (Wulfing, 2002). Cette interaction induit également la formation

d’un anneau périphérique ou pSMAC « peripheral supramolecular activation cluster »

où s’accumule les intégrines LFA-1 et la taline.
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3.1.2. Le cytosquelette d’actine.

L’accumulation dense et centrale du TCR à la synapse dépend aussi de

l’intégrité du cytosquelette d’actine et de son remodelage. Ainsi 1/ la cytochalasine D,

une drogue perturbant la polymérisation de l’actine, empêche la stabilisation et la

coalescence des petits agrégats de ζ-GFP au centre de la synapse (Krummel, 2000), 2/

l’accumulation de CMHp est plus diffuse à l’interface entre cellules T et B provenant de

souris Vav-/-, en comparaison aux souris Vav+/+ (Wulfing, 2000), 3/ des myosines,

moteurs moléculaires se déplaçant sur les filaments d’actine, sont impliquées dans le

déplacement de billes liées aux molécules de surface du lymphocyte T en direction de la

CPA (Wulfing and Davis, 1998).

Ces données démontrent l’influence évidente du cytosquelette d’actine sur le

mouvement des récepteurs, en particulier du TCR. Parmi toutes les sous-unités du

complexe TCR/CD3ζ, la chaîne ζ est soupçonnée de jouer un rôle important. En effet,

30 à 40% de la quantité totale de ζ est associée constitutivement au cytosquelette

d’actine. De plus, l’association de ζ au cytosquelette augmente après activation (Caplan

and Baniyash, 1996). De façon curieuse, l’association au cytosquelette est abolie par

une simple mutation ponctuelle de la tyrosine C-proximale (Rozdzial, 1995). Les liens

moléculaires insolubles de ζ présents dans les rafts restent néanmoins mal définis.

3.1.3. Raft.

Les rafts sont des microdomaines lipidiques membranaires, enrichis en

cholestérol, glycosphingolipides (tel que le ganglioside M1 (GM1)) et protéines à ancre

GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol) (Simmons and Ikomen, 1997).

Expérimentalement, les rafts sont caractérisés par leur insolubilité à basse

température dans des détergents non-ioniques. Ils peuvent être isolés par flottaison sur

gradient de sucrose ou visualisés directement par microscopie à fluorescence, grâce à la

liaison de la toxine cholérique couplée à un fluorochrome au GM1. Des molécules

essentielles pour le lymphocyte T, comme Lck, Fyn et LAT, sont retrouvées

constitutivement dans les rafts. D’autres comme le CD45 en seraient exclues (Janes,
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1999). Depuis quelques années, de nombreux travaux ont analysé leur localisation et

leur contenu en protéines, avant ou après stimulation par le TCR.

3.1.4. Recrutement du TCR dans les rafts.

Par une approche biochimique, il a été démontré que l’activation du TCR par des

anticorps anti-CD3 entraîne le recrutement du TCR/CD3 et de la forme

hyperphosphorylée de ζ (p23) dans les rafts (Montixi, 1998). Bien que certaines

données ultérieures n’aient pas toujours, pour des raisons de sensibilité du TCR à

l’extraction, confirmé le recrutement de formes phosphorylées du TCR (Zhang, 1998),

il semble que l’intégrité des rafts soit un élément déterminant dans la transduction du

signal par le TCR (Xavier, 1998). Par la mobilisation de Lck, ZAP-70 (Janes, 1999) et

LAT et par l’exclusion du CD45, les rafts offriraient un environnement favorable à la

signalisation.

3.1.5. Recrutement des rafts dans la synapse.

Une première étude du laboratoire d’A. Lanzavecchia a suggéré que la

redistribution et l’accumulation des rafts à la synapse sont orchestrées par le CD28. En

effet, le recrutement de GM1 à l’interface entre les lymphocytes T et les billes n’est

observé que si ces dernières sont recouvertes d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (Viola,

1999). Etudiant la localisation des rafts dans le système de la bicouche artificielle,

l’équipe d’A. Shaw a cependant fait l’observation contradictoire que la présence de

CD28 n’est pas nécessaire à l’accumulation des rafts (Burack, 2002). Ils ont en outre

constaté que l’enrichissement des rafts dans le cSMAC est modéré et qu’il est plus une

conséquence de leur disparition du pSMAC que celle du réarrangement global des

microdomaines dans toute la membrane. En tout cas, si les rafts se retrouvent

concentrés à la synapse, leur coalescence et leur recrutement ne signifient pas

nécessairement une agrégation des protéines résidantes dans ces domaines. Malgré une

activation localisée du TCR à la zone de contact avec des billes anti-CD3/anti-CD28,

les protéines à ancre GPI semblent conserver une distribution aléatoire et non

oligomérisée (Glebov and Nichols, 2004).
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Représentation schématique du SMAC (Poeni, 2004)

3.1.6. Rôle de l’agrine dans la synapse.

La découverte que les lymphocytes T expriment une des isoformes de l’agrine

(Khan, 2001) a fait naître une hypothèse supplémentaire pour expliquer l’agrégation des

récepteurs dans la synapse immunologique. L’agrine est une glycoprotéine sécrétée par

les neurones pré-synaptiques dans la jonction neuro-musculaire. Dans ce contexte, cette

protéine induit indirectement l’agrégation des récepteurs à l’acétylcholine situés sur la

cellule musculaire post-synaptique (Trautmann and Vivier, 2001). De manière

intrigante, l’agrine purifiée à partir de lymphocytes T activés par une multi-lectine,

promeut l’agrégation du TCR, du CD28 et du GM1. Il a donc été proposé que l’agrine,

par des mécanismes communs aux systèmes nerveux et immunitaires, contribue à la

genèse de microdomaines particuliers, riches en molécules de signalisation. Ce concept

rejoindrait celui de l’agrégation des rafts induite par la stimulation par le TCR.

Néanmoins, le mode de fonctionnement de cette molécule et son importance

physiologique dans le système immunitaire restent à démontrer.

3.1.7. Mécanismes impliqués dans l’assemblage des intégrines.

Les mécanismes régulant l’accumulation des intégrines à la synapse, et plus

schématiquement dans l’anneau du pSMAC, sont probablement encore moins clairs que

pour le TCR. Une signalisation par le TCR semble nécessaire dans la mesure où des

anticorps anti-CMH-II désorganisent la répartition périphérique de ICAM-I dans des

conjugués T/B (Huppa, 2003). Il est très probable que l’association de LFA-1 aux

filaments d’actine joue un rôle. La taline, soupçonnée d’intervenir dans
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l’immobilisation latérale des complexes d’intégrines (Sampath, 1998) est localisée sous

LFA-1 dans la synapse mature, est un bon candidat pour faire le lien entre LFA-1 et

l’actine. Pourtant contrairement à l’accumulation du TCR qui requiert l’activité de Vav

et de Wasp, la voie contrôlant l’accumulation des intégrines ne dépendrait que de Vav

et pas de Wasp (Krawczyk, 2002).

          

Illustration schematique de la formation d’une synapse imunologique. (Qi, 2001).

3.2. Mécanismes et fonctions de la polarisation du MTOC.

3.2.1. Rôle de ZAP-70.

L’implication de ZAP-70 dans la polarisation du MTOC a été démontrée dans

un système entièrement cellulaire. En effet, l’activation des LT par les CPA (dans

environ 80% des cas) est la résultante de l’activité kinase de ZAP-70 ainsi stimulé

(Kuhne, 2003) (Blanchard, 2002).

Plusieurs arguments appuient l’hypothèse d’une action directe de ZAP-70 sur les

microtubules, laquelle contribuerait à la réorientation du MTOC, 1) l’association de l’α-

tubuline (Huby, 1995), 2) la phosphorylation de l’α-tubuline (Isakov, 1996), 3) la

phosphorylation des tyrosines de l’α-tubuline induite par l’activation du TCR (Ley,

1994). En outre il semble que la phosphorylation de l’α-tubuline affecte son

incorporation dans les polymères de microtubules et inhibe leur assemblage (Ley,

1994). Nous pouvons donc envisager que la phosphorylation des microtubules par ZAP-

70 à proximité de la zone de contact, destabilise les microtubules et favorise la

repolarisation du MTOC.
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Néanmoins, il existe des évènements indépendants de ZAP-70 pour l’orientation

du MTOC ce qui implique les molécules de LAT (Kuhne, 2003) et la protéine Cdc42

activée par Vav (Stowers, 1995) (Wong, 1998).

3.2.2. Rôle des CPA.

S’il est certain que la réorganisation des molécules dans la synapse dépend

partiellement des signaux intrinsèques au LT CD4, il est aussi indéniable qu’elle dépend

de la nature de la CPA. En effet, en fonction du stade d’activation des CPA, immatures

ou matures, le taux membranaire de molécules de CMH de classe I et II varie ainsi que

le taux de molécules de costimulation. La fluidité et la composition lipidique de la

membrane qui, avec le cytosquelette, régulent la diffusion de ces molécules, sont des

candidats potentiels.

Une expression différentielle de molécules d’adhésion pourrait aussi être à

l’origine de ces différences. Ainsi la maturation accroît l’expression des intégrines et

ceci est très certainement responsable des différences d’adhésion et de la nature des

contacts (Benvenuti, 2004) (Blanchard, 2004). Une meilleure adhésion des LT aux DC

matures pourrait, en retour, favoriser l’organisation de la synapse.

Enfin, même si la proportion de TCR stimulés est semblable avec les DC

immatures et matures, la forte densité des molécules du CMH à la surface des DC

matures est susceptible d’induire un pontage des TCR.
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Du fait de l’implication de nouvelles molécules d’origine neuronale et/ou

neuromusculaire dans la régulation de la réponse immunitaire et notamment dans la

formation des différentes synapses, nous avons recherché si d’autres molécules

d’origines similaires étaient présentes dans l’immunité.

Nous nous sommes axés sur la recherche de molécules neurologiques

fonctionnant comme dans le domaine de l’immunologie : c’est-à-dire des molécules

formant des complexes entre les molécules transmembranaires (récepteurs) et des

ligands solubles. Cet axe est fondé sur les similitudes et l’importance de ce genre de

molécules en regard des cytokines, des chimiokines et de leurs récepteurs ainsi que sur

les modes d’action de proximité et/ou à distance. C’est pour ces raisons que notre choix

s’est fixé sur les molécules neuronales de la famille des sémaphorines de classe III.

De plus ces molécules neurologiques ont une importante action régulatrice sur le

cytosquelette au niveau des neurones. Dans les années soixante, les docteurs Jacob et

Monod avaient émis l’hypothèse que le cytosquelette des cellules de l’immunité était

indispensable au bon déroulement de chaque étape de la réponse immunitaire et que, de

ce fait, la recherche des molécules pouvant réguler ce mécanisme était une des bases

fondamentales pour une meilleure compréhension de la réponse immunitaire et/ou

cancéreuse.

Nous avons donc évalué la présence et le rôle des molécules neuronales solubles

ou membranaires dans les cellules de l’immunité (article n°1) et au cours de la réponse

immunitaire (article n°1 et 2). Nous nous sommes axés plus particulièrement sur un

récepteur (neuropiline-1) ainsi que sur la famille des Sémaphorines solubles de classe

III. Au niveau du développement neuronal, les interactions entre les Sémaphorines et la

neuropiline-1 sont impliquées dans l’orientation des axones, la réorganisation du

cytosquelette par la modulation de l’activité des protéines G (Rac, Rho), et dans

l’induction de l’apoptose des neurones.

Nous avons donc également étudié les effets des Sémaphorines sur la

fonctionnalité des cellules dendritiques et des lymphocytes T lors de l’induction d’une

réponse immunitaire (article n°2). Nous avons aussi recherché les facteurs pouvant

influencer la sécrétion des Sémaphorines et l’expression de leurs récepteurs (article n°2
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et 3) mais également le rôle de ces molécules dans le développement de cellules de

l’immunité et notamment au niveau de l’ontogénie T dans le thymus (article n°3).
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ARTICLE N°1
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A neuronal receptor, Neuropilin-1, is essential for the initiation of the primary

immune response. R. Tordjman, Y. Lepelletier, V. Lemarchandelle, Golard, A.

Chedotal, O. Hermine, P.H. Roméo. Nat. Immunol. 2002 May; 3(5):477-82.

Au cours de la réponse immunitaire les cellules dendritiques (DC) et les

lymphocytes T (LT) communiquent entre eux via la formation de synapse au niveau des

zones de contacts entre le TCR et les antigènes présentés par les CMH de classe II.

Dans ce contexte et au vu de l’apparition de nouvelles molécules neurologiques, comme

l’agrine et les sémaphorines de classe 4, dans le domaine de l’immunologie nous avons

recherché la présence d’une autre famille de protéine neurologique que sont les

neuropilines.

Nous avons dans un premier temps détecté la présence de la neuropiline-1 (Np-

1) sur les DC et suivi son expression au cours de la différenciation des DC à partir des

monocytes. Au fur et à mesure que les monocytes acquièrent les caractéristiques des

DC, c’est-à-dire le CD1a et DC-SIGN, ils commencent à exprimer la Np-1 à leur

surface. Dans un deuxième temps, nous avons recherché les fonctions de ce récepteur

au cours de la réponse immunitaire et plus particulièrement au cours du contact entre les

LT et les DC. En utilisant un anticorps bloquant anti-Np-1, nous avons observé un

blocage de la prolifération des LT médiée par les DC. Cette inhibition s’accompagne

également d’une diminution de la formation de conjugués DC/LT.

Ces résultats mettent en évidence 1) la présence et l’expression d’une molécule

neuronale au niveau des cellules immunitaires et notamment au niveau des cellules les

plus spécialisées dans la présentation antigénique que sont les DC, 2) l’implication

d’une nouvelle molécule au niveau de la formation de la synapse immunologique

apporte de nouvelles possibilités dans la modulation et la compréhension de

l’engagement ou de l’arrêt de la communication cellulaire entre les deux plus

importants types cellulaires impliqués dans les réponses immunitaires.

Ces données ouvrent également une nouvelle voix d’étude pour une meilleure

compréhension du système immunitaire du fait de l’importance du réseau d’actine et

des différentes molécules impliquées dans la mobilité du cytosquelette au cours de

l’immunité, puisque ces molécules de la famille des neuropilines et plus
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particulièrement de leurs ligands peuvent moduler la mobilité du cytosquelette dans les

neurones.

Afin de mieux appréhender les effets des sémaphorines sur les cellules de

l’immunité nous avons par la suite recherché la présence d’un des principaux ligands de

la NP-1 qu’est la sémaphorine-3A dans les DC et les LT. Puis nous avons recherché les

mécanismes d’action de cette protéine soluble sur l’induction d’une réponse immune et

plus particulièrement au cours de la formation de la synapse immunologique (article

n°2).
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Immunosuppressive role of Semaphorin 3A on T cell proliferation is mediated by

inhibition of actin cytoskeleton reorganization

Yves Lepelletier1*, Ivan Cruz Moura1*, Réda Hadj-Slimane2, Amédée Renand1, Susana

Fiorentino4, Cédric Baude1, Anat Shirvan5, Ari Barzilai6, Olivier Hermine1. (accepté,

Eur. J. Immunol.)

Comme nous l’avons montré dans l’article précèdent les lymphocytes T (LT)

expriment très peu de neuropiline-1 (NP-1) à leur surface contrairement aux cellules

dendritiques (DC). Nous nous sommes donc demandé si son taux d’expression était

augmenté au cours de l’activation T induite par les DC et via les stimulations

CD3/CD28. Dans un deuxième temps, nous avons recherché si le ligand naturel de la

NP-1 qu’est la sémaphorine-3A (Sema-3A) était exprimé dans les cellules de

l’immunité et sous quelles formes. En effet il existe différentes formes de Sema-3A, la

forme répulsive d’un poids de 95kDa et son produit de clivage d’un poids de 65kDa

dont l’activité répulsive est moindre et qui par conséquent entre en compétition avec la

forme répulsive pour la fixation à la NP-1. Dans un ultime test, nous avons recherché

quels étaient les mécanismes de la Sema-3A sur le contrôle de la réponse immune et

plus particulièrement ses effets sur le cytosquelette d’actine des cellules de l’immunité

comme les lymphocytes T et les DC.

Nous avons donc pu mettre en évidence que l’activation des LT induit

l’augmentation de la NP-1 à la surface des LT CD4 et CD8. De ce fait, on peut émettre

les hypothèses suivantes : 1) la NP-1 pourrait jouer un rôle important dans la réponse

immune, 2) son rôle pourrait être modulé du fait notamment des différentes formes de

sémaphorine-3A sécrétées au cours de la réponse immune. En effet, ce ligand naturel de

la NP-1 a été détecté à la fois dans les surnageants de culture au cours d’une réponse

immunitaire mais également dans ceux des LT activés et des différents types de DC

(immatures et activées). Différentes formes de sémaphorines ont ainsi pu être détectées.

De ce fait, nous avons recherché quelles pouvaient être les fonctions des sémaphorines

de classe III au cours de la réponse immune. Nous avons alors observé que l’addition de

sémaphorine-3A recombinante au cours de la réponse immune entraîne une diminution
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de la prolifération des LT induite par les DC activées. De plus, si les formes endogènes

sont inhibées par l’utilisation de peptide ou d’anticorps bloquant, la réaction

immunitaire est amplifiée et se traduit par une surprolifération des LT. Afin de mieux

comprendre les mécanismes liés à ce phénomène nous avons recherché si des

modifications structurales pouvaient être induites dans la synapse immunologique.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence un lien entre la zone de fixation

effectrice entre les LT et les DC pour l’activation du TCR et la concentration en

sémaphorine-3A. En effet, la polarisation du TCR dans la synapse est dépendante de la

localisation de la sémaphorine-3A dans la zone de contact. Cependant ce mécanisme est

un effet secondaire de l’action de la sémaphorine-3A sur la réorganisation du

cytosquelette d’actine des LT. En effet, le sémaphorine-3A inhibe la réorganisation des

filaments d’actine au niveau de la zone de contact des cellules. De plus, du fait de ce

blocage, le recrutement d’autres molécules associées aux filaments d’actine

indispensable à la formation d’une synapse immune comme les sphingolipides GM1 est

également abrogé.

Nous avons donc ainsi mis en évidence l’implication de molécules solubles

d’origine neuronale dans la régulation du cytosquelette au cours de la réponse immune

sans oublier que la labilité de ces protéines apporte de nouveaux concepts dans la

régulation transitoire des contacts cellulaires et donc introduit la notion de temps de

contact entre les LT et les DC.

Cette notion de contact, entre LT et CPA ainsi que l’action de la sémaphorine-

3A sur les LT, nous ont orientés par la suite à étudier l’expression et les fonctions du

complexe NP-1/sémaphorine-3A au cours de l’ontogénie T dans le thymus et plus

particulièrement au cours de l’adhésion des thymocytes au cellules épithéliales

thymiques ainsi que sur la mobilité des thymocytes (article n°3).
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SUMMARY

Timely negative regulation of the immune system is critical to allow it to

perform its duty while maintaining it under tight control to avoid overactivation. We

previously reported that the neuronal receptor Neuropilin-1 (NP-1) is expressed on both

dendritic cells (DC) and T cells in human lymph nodes. However, the role of NP-1

interaction with its physiological ligand Semaphorin-3A (Sema-3A) on immune cells

remains elusive. Here we show that Sema-3A is expressed by activated DC and T cells

and that its secretion in DC/T cell cocultures is delayed, reaching a plateau after 96h.

Sema-3A/NP-1 interaction down-modulated T cell activation since addition of Sema-

3A in DC/T cell cocultures dramatically inhibited allogeneic T cell proliferation in a

dose-dependent manner. More importantly, neutralization by blocking antibodies or by

antagonist peptide of endogenous Sema-3A produced by DC/T cell cocultures resulted

in a 130% increase in T cell proliferation. Sema-3A acted directly on T cells, since it

could also block anti-CD3/CD28 stimulated proliferation of T cells. Finally,

immunomodulatory functions of Sema-3A relied on the blockage of actin cytoskeleton

reorganization, affecting TCR polarization and interfering with early TCR signal

transduction events such as ZAP-70 or focal adhesion kinase (FAK) phosphorylation.

Therefore, we propose that Sema-3A secretion and the resulting NP-1/Sema-3A

interaction on activated T cells are involved in a negative feedback loop controlling

DC-induced T cell proliferation. These data uncover novel mechanisms involved in late

regulatory steps of the immune response.
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INTRODUCTION

Dendritic cells (DC), the most efficient antigen-presenting cells, are of the

utmost importance for the initiation of immune response since they are the only cells

capable to stimulate naive T cells [1, 2]. Following exposure to antigen, DC acquires

the unique capacity to migrate from the periphery into the T cells areas of secondary

lymphoid organs. Recent studies in mice using two-photon microscopy showed that, in

lymph nodes, the interaction between antigen-loaded DC and naive T cells is a dynamic

process presenting three distinct phases. In the initial phase (during the first 8 h) T cells

interact transiently with antigen-bearing DC. The second phase (between 15 and 20 h) is

characterized by the formation of DC/T cells stable contacts. During phase 3, on the

second day, T cells recover their dynamic movements and proliferate [3, 4]. The

outcome of antigen presentation is either priming or tolerization of T cells depending on

the maturation status of DC [4-6].

DC express antigen as MHC-peptide complexes that are recognized by the T cell

receptor (TCR). Stimulation of T cells is triggered by the engagement of multiple

receptors and their cognate ligands TCR triggering confers the antigen-specificity of T

cell activation, and costimulatory signals provided by antigen presenting cells (APCs)

determine the outcome of T cell response. While CD28 synergizes with TCR signaling,

CTLA-4 can inhibit T cell proliferation [7]. CTLA-4 has been proposed as a master

switch for peripheral T cell tolerance acting directly by inhibiting CD28 signaling [7,

8]. CTLA-4 cell surface expression is dependent on the activation status of T cells and

controlled at both transcriptional and lysosomal targeting levels [9, 10]. In addition,

soluble CTLA4-Ig can efficiently block costimulatory signal and inhibit T-cell clonal

expansion in vivo [11, 12]. The presence of CTLA-4 at the cell surface can explain how

activated T cells can inhibit the activation of resting T cells. However, little is known

about the soluble factors that are secreted during a DC/T cell interaction and that could

participate in the feedback control of T cell proliferation.

Semaphorins are members of a large, highly conserved family initially

characterized by their role in axon guidance [13, 14] that are classified according to

their structural features into seven subclasses. Subclass 3 members (Sema-3) are the

only ones that are secreted and capable to form steep tissue gradients. These secreted

proteins contain an immunoglobulin-(Ig-) like domain C-terminal to their characteristic

Semaphorin (Sema) domain. The other members of Semaphorin family are cell-

associated and need cell-cell contacts to mediate their function. Neuropilin-1 (NP-1), a
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member of the axonal glycoprotein neuropilin family, is a cell surface protein that acts

as a receptor for Semaphorin-3A (Sema-3A) [15, 16]. Its associated protein Plexin-A

(PlexA1-3) [17-19] transduces the Sema-3A activated signal whereas NP-1 is the

ligand-binding structure. The binding of Sema-3A to NP-1 induces neuronal growth

cone collapse through actin cytoskeleton reorganization [20] that plays a critical role in

the development of the nervous system [21]. Sema-3A is secreted as homodimers

composed of 95kDa monomers. This homodimer can undergo proteolytic cleavage

through the removal of the 33kDa carboxy-terminal domain resulting in the dissociation

of Sema-3A homodimers into 65kDa monomeric forms [22]. These lower m.w. forms

exhibit reduced repulsive activity on neuronal dendrites [23] and compete with the

95kDa form for receptor binding. Semaphorins display tissue specific and highly

dynamic expression patterns in the developing nervous system as well as in non-neural

tissues [13, 24-32], but their pattern of expression and role in the immune system

remain to be determined.

We have recently reported that NP-1 is expressed by both DC and T cells and

that NP-1 plays a critical role in the DC-T cell synapse formation [33]. DC-T cell

contact induces NP-1 polarization and NP-1-transfected COS-7 can promote T cells

clustering. However, no data exist on the mechanisms implicated in the modulation of

the immune response by NP-1 and its natural ligand, Sema-3A. Given the accumulating

evidence of the involvement of semaphorins in the immune system [33-37], we decided

to investigate the role of Sema-3A during an immune response. We observed that Sema-

3A is secreted by activated T cells, but not by resting T cells. Sema-3A secretion

reached maximum levels after 96h of DC/T cells cocultures and played an

immunomodulatory role by inhibiting T cell proliferation. Sema-3A did not act by

altering the formation of DC/T cell clusters but through modulation of actin

polymerization, abrogating TCR polarization and early signal transduction events

including ZAP-70 and focal adhesion kinase (FAK) phosphorylation. These data shed

light on the role of Sema-3A/NP-1 interaction in the immune system as a late negative

regulator of the immune response. These findings could provide the basis for new

alternatives in immunosuppressive therapies.
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RESULTS

Sema-3A is expressed in both activated DC and T cells.

Secreted and transmembrane semaphorins are widely expressed throughout

development and into adulthood in neuronal and non-neuronal tissues [38]. Since there

is no previous study for NP-1 ligand expression by immune cells, we looked for Sema-

3A expression in different human DC and T cell subsets. For this purpose, purified

mRNA from different cell types was reverse-transcribed and cDNA was analyzed by

semi-quantitative PCR. Whereas no Sema-3A mRNA was detected in resting human

PBMCs, T cell activation by PHA and IL-2 induced Sema-3A expression (Fig. 1A and

1C). In another set of experiments CD4+ and CD8+ T cell subsets purified by negative

selection were examined for Sema-3A expression before and after stimulation by anti-

CD3/CD28 antibodies. Sema-3A mRNA was detected in both activated CD4+ and CD8+

T cells but not in resting cells (Fig. 1A and 1C). Activated CD4+ T cells expressed

significantly higher amounts of Sema-3A than activated CD8+ T cells (Fig. 1A and 1C).

Sema-3A expression was also examined in purified monocytes and in GM-CSF/IL-4-

derived DC. Sema-3A mRNA was not detected in monocytes and at only low levels in

immature DC (Fig. 1B and 1D). However, DC maturation induced by both TNF-α and

IL-1β or by CD40-L significantly increased mRNA for Sema-3A (Fig. 1B and 1D). Of

note, no expression of Sema-3A mRNA was detected in CD40-L transfected fibroblasts

alone (Fig. 1B). CD40-L was the strongest stimulus for Sema-3A expression in DC.

Thus, Sema-3A expression by both DC and T cells correlated with cell activation status.

Delayed secretion of Sema-3A from activated cells

Since Sema-3A mRNA expression correlates with cell activation status, we

decided to examine Sema-3A secretion during T cell activation. Sema-3A exists as a

repulsive 95kDa protein that can be cleaved into a less active 65kDa form [23]. We next

looked to the expression of these isoforms during immune response.

As a first step, we evaluated the production of these distinct Sema-3A isoforms

in activated T cells. In culture medium from CD3/CD28 activated T cells, the 95kDa

Sema-3A form was immunoprecipitated from 72h of cell activation reaching maximum

levels at 96h. By contrast, the 65kDa Sema-3A form was constitutively, but poorly,

detected at all the time points (Fig. 2A). In the second step, we looked for Sema-3A
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expression on activated DC. As expected from mRNA expression data, immature DC

produced low levels of Sema-3A (Fig. 2B). However, upon activation with

inflammatory cytokines, DC produced Sema-3A preferentially in its 95kDa isoform

(Fig. 2B). By contrast, maturation of DC upon CD40-L stimulation after 48 h resulted

only in the secretion of the 65kDa Sema-3A isoform (Fig. 2B). No Sema-3A was

detected in supernatants of CD40-L transfected fibroblasts. Thus, the 95kDa

chemorepulsive form of Sema-3A is secreted by both activated T cells and DC activated

by inflammatory cytokines, but not by DC that are activated by CD40-L.

We next investigated which isoform was produced in a situation where T cells

are activated by DC, i.e., during a Mixed Leukocyte Reaction (MLR). Supernatants

corresponding to different time points of MLR were collected from which Sema-3A

was captured by immunoprecipitation and detected by immunoblotting with anti-Sema-

3A antibodies. As shown in Fig. 2C, secretion of the 95kDa isoform of Sema-3A was

delayed in MLR reaching its maximal level after 96 hours of coculture. By comparison

with a Sema-3A-Fc (95kDa form) standard curve, we also quantified the amount of

Sema-3A secreted in these supernatants. From 96h of MLR Sema-3A secretion reached

a plateau (at around 60 ng.ml-1) remaining stable up to 144h, the longer time point

studied (Fig. 2C middle and lower panels).

Sema-3A regulates DC-induced T cell proliferation

We next investigated the potential role of Sema-3A secretion during the immune

response. For this purpose, HLA mismatched activated DC (generated in the presence

of the inflammatory cytokines TNF-α and IL-1β) were mixed with purified T cells in

the absence or in the presence of recombinant homodimeric Sema-3A active form

(95kDa). As we found previously that secretion of Sema-3A in MLR supernatants was

around 60 ng.ml-1 we decided to use this range of recombinant protein concentration in

further experiments. Addition of Sema-3A significantly decreased allogeneic T-cell

proliferation (54% inhibition) (Fig. 3A). The effect of homodimeric Sema-3A-Fc was

dose-dependent reaching a maximal effect between 20 to 40 ng.ml-1 (Fig 3B). By

contrast, Sema-6A-Fc (Fig. 3C) had no effect on T-cell proliferation. In time-course

experiments, the immunosuppressive action of Sema-3A-Fc was detected from 2 to 3

days of coculture (Fig. 3D)
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We have previously shown that NP-1 is expressed on T cells [33]. However, the

binding of Sema-3A to its receptor on T cells has not been demonstrated. We used

therefore a recombinant construct of Sema-3A with a Fc tag (Sema-3A-Fc) to examine

its binding to T cells. Monoclonal antibodies (mAb-Sema-3A) and antagonist peptide

(pSema-3A) were used to inhibit Sema-3A/NP-1 interaction. Indeed, mAb-Sema-3A

competes with NP-1 through its binding to the NP-1 binding site on Sema-3A and the

antagonist peptide competes with Sema-3A through its binding to NP-1 [39]. As

assessed by FACS analysis, Sema-3A binding to T cells was inhibited both by mAb-

Sema-3A blocking antibody and by pSema-3A (Fig. 3E) reinforcing that NP-1 is the

receptor for Sema-3A expressed by T cells.

We further examined the activity of Sema-3A endogenously secreted in DC/T

cell cocultures. pSema-3A, mAb-Sema-3A or recombinant NP-1 (NP-1-Fc) were used

to neutralize endogenous Sema-3A secreted during MLR. These reagents increased

allogeneic T cell proliferation in a dose-dependent manner reaching 96% to 134%, at

the respective maximal dose tested (Fig. 4A, 4B and 4C). The effect of these reagents

was significant from 2.5 µg.ml-1 for mAb-Sema-3A, 0.01 µM for pSema-3A or 2 µg.ml-

1 for NP-1-Fc (Fig. 4A, 4B and 4C). As shown in Figure 4D, this immunosuppression

was observed from the first day of MLR using NP-1-Fc. Similar kinetics were obtained

with pSema-3A and mAb-Sema-3A (data not shown).

We previously observed that NP-1 blocking antibodies inhibit the formation of

the DC-T cell clusters [33]. To test whether Sema-3A inhibition of T cell proliferation

is dependent on DC-T cell cluster formation, we quantified by flow cytometry cluster

formation in the presence or in the absence of an excess of Sema-3A-Fc (100 ng.ml-1).

As shown in Figure 4E, Sema-3A had no effect on cluster formation. Moreover, Sema-

3A had no significant effect on the expression of MHC class I and II and co-stimulatory

molecules expressed by DC (data not shown). Thus, the inhibition of DC-induced T cell

proliferation occurred downstream of DC-T cell interactions.

To examine whether Sema-3A binding to T cells was sufficient for inhibition,

we next analyzed the proliferation of T cells induced by anti-CD3/anti-CD28 or

PHA/IL-2. Both stimuli promote T cell proliferation but only CD3/CD28 stimulation

induces TCR polarization and actin skeleton rearrangement [40]. PHA/IL-2-activated T

cell proliferation was not affected by the addition of Sema-3A-Fc or Sema-6A-Fc (Fig.
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5A left and right panel, respectively). However, as previously observed during MLR,

Sema-3A but not Sema-6A blocked CD3/CD28-activated T cell proliferation (Fig. 5B

left and right panel, respectively). Conversely, mAb-Sema-3A increased T cell

proliferation induced by anti-CD3/anti-CD28 (Fig. 5C). Taken together, these data

demonstrate that Sema-3A secreted during MLR affects a particular signaling pathway

critical during CD3/CD28 or DC induced T cell proliferation (i.e., that dependent on

TCR).

Sema-3A affects actin skeleton polymerization and early events of T cell activation

The above-mentioned observation suggested that Sema-3A might target

cytoskeleton components. The actomyosin cytoskeleton is crucial for T lymphocyte

activation. For example, the TCR-CD3 complex is associated with the cytoskeleton via

the ζ-chain [41]. In addition, the actin, talin and myosin network was proposed to be a

scaffold for the spatial and temporal distribution of signaling components [42, 43].

In order to better characterize the effect of Sema-3A on T cell activation we

analyzed the reorganization of actin cytoskeleton at the DC-T cell contact in the

presence or in the absence of exogenous Sema-3A. After incubation with Sema-3A-Fc,

DC/T cell clusters in MLR were fixed and stained with various antibodies. As we

previously reported [33], NP-1 was recruited to DC/T cell contacts in controls.

Interestingly, exogenous Sema-3A prevented this recruitment (Fig. 6A). Next, labeling

with anti-CD3ε or phalloidin, to reveal TCR and F-actin, respectively were performed.

As expected, TCR aggregates (stained in red) co-localized with the actin cytoskeleton

(stained in green) at the site of DC-T cells contact in control cells (Fig. 6B, upper

panels). However, in the presence of exogenous Sema-3A there was no actin filament

cytoskeleton at the DC-T cell contact zone (Fig. 6B, lower panels). Quantification of

these results showed that Sema-3A inhibited dramatically the redistribution of TCR at

the DC-T cell contact (Fig. 6C, 62% inhibition, *** P<0.001). In agreement with this

result, polarization of talin, a major component of the synapse, was significantly

disrupted in the presence of Sema-3A-Fc (Fig. 6D). Therefore, NP-1/Sema-3A

interaction inhibits cytoskeleton reorganization, thereby altering TCR polarization.

Peptide-MHC complexes on APCs are recognized by T cells via the TCR. This

association leads to the stimulation of multiple intracellular signaling pathways that

implies multiple tyrosine kinases and the phosphorylation of numerous effectors and
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adaptor proteins. One of the first signaling event that occurs upon the interaction of the

TCR with the peptide-MHC complex is the stimulation of two members of the Src

family of tyrosine kinases, Lck and Fyn, resulting in the binding of ZAP-70, a member

of the Syk family of tyrosine kinases, to dually phosphorylated ITAM motifs in the ζ-

chain. This tyrosine kinase plays a pivotal role in TCR signaling, and is activated

subsequently to its binding to phospho-ζ by phosphorylation of several tyrosine

residues allowing recruitment of signaling effector molecules [44]. Another tyrosine

kinase, the focal adhesion kinase (FAK), plays a critical role in synapse formation and

cell-cell adhesion [45]. Given the importance of these kinases in synapse formation and

in T cell activation through TCR engagement, we next assessed the consequences of

cell incubation with Sema-3A on the tyrosine phosphorylation of these kinases. As

shown in Figures 6E and 6F, addition of Sema-3A-Fc to DC/T cell cocultures inhibited

the induced phosphorylation of ZAP-70 by about 70 % (*** P<0.001) (Fig. 6E and 6F).

Likewise, tyrosine phosphorylation of FAK was dramatically impaired upon Sema-3A

stimulation (Fig. 6F)

Thus, Sema-3A inhibits actin cytoskeleton rearrangements, TCR polarization

and TCR-mediated T cell activation signals.
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Discussion

Signaling pathways comprise multiple co-evolutionally selected biochemical

reactions that control homeostasis. Accumulated evidences exist that signaling

pathways may converge between the nervous and the immune system [36]. We have

recently shown that NP-1, a member of the axonal glycoprotein family involved in

axonal guidance, participates in cell contact formation between T cells and DC [33].

Here we report that the NP-1 ligand Sema-3A is produced during the immune response.

Upon cell activation Sema-3A expression is induced in both DC and T cells but not in

their resting counterparts. Maturation of DC with various stimuli such as bacterial wall

components (LPS), pro-inflammatory cytokines (TNF-α  and IL-1β ) or CD40

engagement results in Sema-3A expression. Sema-3A gene expression and protein

synthesis are observed also in T cells that are activated by anti-CD3ε antibodies.

Subclass 3 semaphorins (Sema-3) are secreted proteins that, together with

ephrins, constitute the major source of repulsive guidance signals for axons. We show

here that activation of T cells by DC bearing alloantigens induces Sema-3A secretion in

cell cocultures. Sema-3A secretion is delayed reaching significant levels at late time

points of the immune response. At this time, the chemorepulsive 95kDa dimeric form of

Sema-3A accumulates in DC/T cell cocultures, as well as in cultures of anti-CD3/anti-

CD28 activated T cells. Since Sema-3A gene expression and synthesis was induced and

the 95kDa chemorepulsive form was preferentially secreted upon DC/T cell activation,

we hypothesized that it could play a role in the regulation of the immune response by

modulating DC/T cell crosstalk.

Immune responses require antigen/major histocompatibility complex (MHC)

engagement by the T-cell receptor complex in concert with a plethora of adhesion and

costimulatory events. The outcome of T cell activation by DC is specifically regulated

at the cell surface level by the induction of costimulatory molecules from the CD28

family of receptors (e.g., CD28, cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 [CTLA-

4], inducible costimulator [ICOS], program death-1 [PD-1], and B- and T-lymphocyte

attenuator [BTLA]) that participates in the DC-T cell contact and that plays a critical

role in controlling the adaptive arm of the immune response [7]. Less is known about

the soluble factors that control DC-dependent T cell activation. The role of Sema-3A

secreted after DC/T cell cluster formation was therefore explored. In a first approach,

exogenously added Sema-3A significantly inhibited T cell proliferation induced by
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alloantigens. Sema-3A could directly target T cells since it blocked T cell activation by

anti-CD3/anti-CD28 antibodies that mimic MHC and co-stimulation delivered signals.

In a second approach, the relevance of Sema-3A secretion in DC/T cell cocultures was

demonstrated by the enhanced T cell activation observed when endogenously produced

Sema-3A is blocked with antibodies or antagonist peptides. Interestingly, DC activated

by CD40/CD40-L pathway induces preferential and strong production of the signaling-

incompetent 65kDa isoform of Sema-3A that can act as an antagonist for the 95kDa

dimeric form. This may explain, at least in part, why CD40/CD40-L engagement on

mature DC allows high avidity stable cell conjugates that fully promote T cell

activation. Altogether these data demonstrate that the delayed secretion of Sema-3A

95kDa chemorepulsive form could play a pivotal role in a novel mechanism that

regulates negatively antigen-dependent T-cell activation.

We have proposed that NP-1 dependent interactions could control the immune

response since addition of NP-1 blocking antibodies in MLR blocks allogeneic T cell

proliferation [33]. The present results extend these data by showing that there is a

physiological relevance for NP-1 expression and for the secretion of Sema-3A in an

immunological context. Sema-3A, like NP-1 blocking antibodies, inhibited T cell

proliferation demonstrating that NP-1 dependent interactions have an important role in

immune reaction. Our data also outline the complexity of NP-1 involvement in the

regulation of the immune response. Indeed, whereas Sema-3A did not interfere in

formation of DC/T cell conjugates, we previously reported that NP-1 participates in

heterotypic interactions between DC and T cells since it is found polarized in DC/T cell

contact zone and since addition of NP-1 blocking antibodies inhibits cluster formation

[33]. Therefore, NP-1 could play different roles at different steps: whereas it is involved

in the establishment of DC/T cell contacts through interaction with a putative and so far

unidentified ligand thus favoring initiation of the immune response, it is also implicated

in the restraint of the response through interaction with late secreted Sema-3A.

Actin skeleton polarization is a central feature of the DC-T cell contact

establishment. The formation of a cleft in the DC/T cell contact zone is required for the

efficient delivery of the signal. In neurons, exposure to Sema-3A causes rapid growth

cone collapse associated to the depolymerization of F-actin and the reduced plus end

growth of the filaments [20, 46, 47]. Binding of Sema-3A to NP-1 also mediates

localized rearrangement of the actin cytoskeleton resulting in the retraction of filopodia

and lamellipodia [46]. These alterations in cytoskeletal dynamics are mediated by the



98

small G protein Rac1 [48], PAK kinase [49], LIM kinase and its substrate cofilin, which

act to depolymerize actin. Here, Sema-3A blocked actin skeleton rearrangement and

talin redistribution in DC/T cell contact zone leading to an impairment of TCR

polarization. Cortical actin reorganization accompanies TCR clustering and the

recruitment of signaling molecules. For example, a number of cell surface proteins

involved in T cell functions are associated with cytoskeletal complexes, such as the ζ-

chain of the TCR-CD3 complex [43, 50]. In addition, the cytoskeleton may act as a

scaffold for the temporal and spatial distribution of T cell signaling components. Here,

in agreement with these observations, the phosphorylation of the early signaling effector

ZAP-70 and of the kinase FAK was impaired in Sema-3A treated cells. Therefore

signaling and cytoskeleton rearrangement are both affected by Sema-3A leading to

inhibition of cell activation.

In summary, we describe a novel role of Sema-3A in the regulation of the

immune response, as a modulator of the DC-T cell cross-talk. As reported in the

nervous system, Sema-3A affects cytoskeletal rearrangement impairing TCR

polarization and favoring inhibition of T cell activation by activated, but not immature,

DC. This is achieved by Sema-3A binding to NP-1 expressed on the surface of T cells,

affecting TCR signaling and thus T cell responsiveness. Since Sema-3A secretion is

delayed we propose that Sema-3A/NP-1 interaction participates in the termination of

the immune response, thus preventing its overactivation. However, NP-1 has no

signaling capacity in neurons and must be associated to a signaling competent co-

receptor, notably PlexA1, to exert its function [17-19]. Its remains to be determine

whether or not NP-1 used the same signaling pathway in T cells.

Taken together these results shed light on the immune system homeostasis and

could open new perspectives in the comprehension of autoimmune disorders.
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Materials and Methods.

Antibodies and reagents

Polyclonal rabbit anti-Sema-3A (H300) was from Tebu (France). Monoclonal mouse

anti-Sema-3A (mAb-Sema-3A) has been previously described [39]. Human

recombinant Sema-3A-Fc, Sema-6A-Fc and NP-1-Fc, IL-2, anti-CD3ε antibody (clone

UCHT-1) and anti-CD28 were purchased from R&D systems (UK). Polyclonal rabbit

anti-phospho-ZAP-70 was from Cell Signaling (France). PHA and anti-phospho-FAK

were obtained from Sigma (France).

Cell isolation and culture

Monocytes and resting T cells were isolated from peripheral blood mononuclear cells of

healthy donors using monocyte and pan-T cell isolation kits according to the

manufacturer’s instructions (Miltenyï Biotec, Germany). DC were generated from

monocytes as previously described [51] and activated with TNF-α plus IL-1β (10 ng.ml-

1), or by irradiated fibroblasts (L-cell transfectants) expressing CD40-L, during 48h

before use (ratio 1:10) [51]. Purified T cells were activated in the presence of coated

anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (1 µg.ml-1) or PHA/IL-2.

Semaphorin-3A binding assay.

One hundred ng.ml-1 Sema-3A-Fc (R&D, France) were pre-incubated or not with 40

µg.ml-1 mAb-Sema-3A and subsequently incubated with T cells (1x106 cells /ml) for 30

minutes. After several washes cells were incubated with FITC-labeled goat anti-human

Fc antibodies (Jackson ImmunoResearch, France) for 15 minutes. After another round

of washes, the cells were analyzed by flow cytometry. In another set of experiments, T

cells were pre-incubated with a peptide derived from Sema-3A that encompasses the

binding site to NP-1 (0.1 µM) for 30 minutes, and further incubated with Sema-3A-Fc.

Sema-3A binding was then analyzed as described above.

Intracellular detection of ZAP-70 phosphorylation.

CFSE-stained T cells were cocultured with APC during 6 days in the presence or

absence of Sema-3A-Fc (100 ng.ml-1). At the end of experiment, cells were harvested

and fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized with 1% saponin. Cells were then
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stained using polyclonal antibody against phospho-ZAP-70 and revealed by goat anti-

rabbit IgG-Cy5 (Jackson ImmunoResearch, France). Phosphorylation of ZAP-70 in

activated T cells was determined by measuring the median of fluorescence of ZAP-70

in CFSE-positive gated T cells in flow cytometry.

Immunoprecipitation and Immunoblot analysis

Culture supernatants from immature and activated DC, resting and activated T cells and

MLR were harvested, centrifuged and stored at -80°C before use. Sema-3A

immunoprecipitation was carried out using 5 µg of rabbit polyclonal anti-Sema-3A

antibody (H300) and detected by western blot using an anti-Sema-3A monoclonal

antibody (2 µg.ml-1) followed by an anti-mouse HRP-conjugated antibody (Amersham,

France) and revealed with the ECL kit (Pierce, France) and exposure to X-OMAT

Kodak films. Western blot was performed as previously described [52] and PVDF

membranes were stained using polyclonal anti-phospho-ZAP70 (Cell Signaling,

France), anti-phospho-FAK (Sigma, France) or anti-actin (Tebu, France) and followed

by an appropriate secondary HRP-conjugated antibody (Amersham, France). Sema-3A

amount in the different immunoprecipitations was evaluated by immunoblotting using

recombinant protein as a standard. Quantification of secreted protein was evaluated by

Image-J software (NIH-Bethesda).

Semiquantitative RT-PCR analysis

Total RNA from 1 x 107 immature and activated immune cells was prepared as

described [52]. 5 µg of total RNA was reverse transcribed using a first-strand cDNA

synthesis kit (Amersham Pharmacia, France) according to the manufacturer’s

instructions. PCR were performed using equivalent amounts of cDNA in each sample.

The PCR conditions were the following: 1 min at 95°C, 1 min at 54.5°C for Sema-3A

or 53.5°C for actin, and 1 min at 72°C for 25 cycles.  Sense and anti-sense primers

were, respectively: 5'-ACT CAC TGT TCA GAC TTA-3' and 5'-AGA GAC TTC ATG

CAG CTC-3' for Sema-3A; 5'-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT GGA

GGG-3' and 5'-TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA-3' for actin.

Twenty µl amplified PCR products were resolved in 1.5 % agarose gel.

Semiquantitative determination was done using the Gel Doc 2000 System (Bio-Rad

laboratories, Richmond, CA). Sema-3A PCR products were normalized with those of

actin.
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Mixed Leukocyte Reaction

Mixed leukocyte reactions (MLR) were performed as described [53] and were evaluated

as previously described [51]. In these assays, 96-well tissue culture plates (Falcon, CA)

were used for cocultures of DC and resting T cells (ratio 5:100). Cultures were

incubated with the Sema-3A-Fc (10 to 120 ng.ml-1) or Sema-6A-Fc (10 to 120 ng.ml-1).

Cells were also cocultured in the presence of Sema-3A antagonist peptide (pSema-3A;

363-380 NYQWVPYQGRVPYPRPGTC at 0.01 to 1 µM) or with control peptide

(B1.96) or monoclonal blocking antibody (0.5 to 40 µg.ml-1) with an appropriate

isotype-matched control (40 µg.ml-1) or with NP-1-Fc (0.5 to 5 µg.ml-1). After 1 to 5

days, allogeneic T lymphocyte proliferation was measured by thymidine incorporation

after 18-h pulses with 1 µCi/well (0.037 MBq/well) [3H]-thymidine (Amersham,

France). Cells were then harvested with a 96-well Harvester (Pharmacia, France),

collected on filters (Pharmacia) and the incorporation of [3H]-thymidine was measured

with a β-plate microscintillation counter (Pharmacia).

Cluster formation

Cluster formation was evaluated as previously described [33]. Briefly, T cells were

labeled with hydroethidine (40 µg.ml-1) (Molecular Probes, Eugene, USA) for 1h at

37°C before mixing with DC (at a ratio 100:4). Clustering was determined by

measuring the percentage of fluorescent T cells-bound DC (labeled using anti-CD1a

antibody) using flow cytometry.

Confocal microscopy.

DC were mixed with T cells (at a ratio of 5:100) in the presence or absence of human

Sema-3A-Fc (100 ng.ml-1) during 30 minutes and plated on poly-L-lysine (Sigma, MO)-

coated slides. Clusters were then fixed in 4% paraformaldehyde, quenched with 0.1M

glycine, and permeabilized with 1% saponin. After incubation with the monoclonal

antibody anti-CD3ε (Clone UCHT-1, R&D systems, France) revealed by a goat anti-

mouse IgG-Cy3 (Jackson ImmunoResearch, France), or with phalloidine-alexa-488

(Molecular Probes, USA), cells in mounted slides were examined with a confocal laser

microscope system (LSM 510 Carl Zeiss, Germany).

Statistic analysis.
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The results were analyzed by independent sample two-tailed and unpaired Student's t-

test, and were presented as means ± standard deviation.
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Legends of figures

Figure 1: Sema-3A is expressed by activated T cells and by DC activated by

inflammatory cytokines- or CD40-L.

(A) Sema-3A mRNA is expressed by mitogen-activated PBMC and by activated CD4+

and CD8+ T cells.  Purified PBMC were activated by PHA/IL-2, and CD4+ and CD8+ T

cells were activated by anti-CD3/anti-CD28 antibodies for 24 hours. Extracted RNA

from resting cells (R) and from activated cells (A) were subjected to RT-PCR using

Sema-3A and actin primers. Products were separated on a 1.5% agarose gel and stained

with ethidium bromide. (B) Sema-3A is expressed by inflammatory cytokines- and

CD40-L-activated-DC. Sema-3A RT-PCR for monocytes, immature and activated DC

(with IL-1β+TNFα or CD40L). (C and D) Histograms representing the ratio of

intensity of Sema-3A/actin bands from A and B, respectively. One representative

experiment out of three is shown.

Figure 2: Secretion of Sema-3A by activated T cells and DC

(A) Activated T cells mainly secrete the Sema-3A repulsive (95kDa) form. Cell

supernatants from different time points of anti-CD3/anti-CD28 activated PBMC were

collected and immunoprecipitated. Sema-3A repulsive isoform (95kDa) and proteolytic

fragment (65kDa) were detected by immunoblotting using anti-Sema-3A antibodies. (B)

Secretion of 95kDa and 65kDa Sema-3A isoforms by DC is dependent on DC

maturation. DC were matured in the presence of LPS, TNF-α and IL1-β or CD40-L and

Sema-3A was immunoprecipitated from culture supernatants. Sema-3A repulsive form

(95kDa) and proteolytic fragment (65kDa) were detected by immunoblotting using anti-

Sema-3A antibodies. Arrows indicate molecular weight. (C) Delayed secretion of

Sema-3A during MLR. Supernatants from DC/T cell cocultures at different time points

were immunoprecipitated and further immunobloted with anti-Sema-3A antibodies

(upper panel). Quantification of Sema-3A secretion in MLR supernatants (middle and

lower panels). A standard curve of recombinant Sema-3A was established by

immunoblotting (middle panel) and was used to quantify immunoprecipitated Sema-3A

from different time points of MLR (lower panel). The different band intensities were

compared using NIH image-J software. Data are means ± SD of triplicates from one

representative of at least three independent experiments.
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Figure 3 : Sema-3A inhibits DC-induced T cell proliferation.

(A) Sema-3A-Fc repulsive form blocks DC-induced T cell proliferation. Inflammatory

cytokine-activated DC were mixed with allogeneic T cells in the absence or in the

presence of Sema-3A-Fc (50 ng.ml-1). T cell proliferation was evaluated by [3H]-

thymidine incorporation. Percentages of X axis indicate DC:T cell ratios. (B and C)

Sema-3A-Fc effect on allogeneic T cell proliferation is dose-dependent. Cocultures at

4% DC/T cell ratio were incubated with increasing concentrations (10 to 120 ng.ml-1) of

Sema-3A-Fc (B) or Sema-6A-Fc (C) as a negative control. (D) Time course of the

effect of Sema-3A-Fc on allogeneic T cell proliferation. DC/T cell cocultures were

incubated in the presence or in the absence of Sema-3A-Fc, and T cell proliferation at

different time points was evaluated by [3H]-thymidine incorporation. (E) Sema-3A

binds to T cells. Sema-3A-Fc (pre-incubated or not in the presence of mAb-Sema-3A)

was incubated with T cells and binding was evaluated by flow cytometry. T cells were

also pre-incubated with Sema-3A/NP-1 binding antagonist peptide before analysis of

Sema-3A-Fc binding. Data are means ± SD of triplicates from one representative of at

least three independent experiments. P values from Student’s unpaired t test are

indicated (not significant; NS, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).

Figure 4: Blockage of NP-1/Sema-3A interaction enhances DC-induced T cell

proliferation.

(A, B and C) Addition of pSema-3A, mAb-Sema-3A or NP-1-Fc during MLR increases

T cell proliferation in a dose dependent manner. MLR at 4% DC:T cell ratio were

incubated in the presence of (A) pSema-3A (0.01 to 1 µM) or an irrelevant peptide

(B1.96 at 1 µM), (B) mAb-Sema-3A (0.5 to 40 µg.ml-1) or an isotype-matched control

(40 µg.ml-1) or (C) NP-1-Fc (0.5 to 5 µg.ml-1). Allogeneic T cell proliferation was

evaluated five days later by the incorporation of [3H]-thymidine. (D) Time course of the

effect of NP-1-Fc on allogeneic T cell proliferation. DC/T cell cocultures were

incubated in the presence or in the absence of NP-1-Fc, and T cell proliferation at

different time points was evaluated by [3H]-thymidine incorporation. (E) Addition of

Sema-3A-Fc in DC/T cell cocultures does not alter cluster formation. Curves represent

MLR cluster formation for different lengths of time in the absence or in the presence of

Sema-3A-Fc (100 ng.ml-1). Data are means ±SD of triplicate from one representative of
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at least 4 independent experiments. P values from Student’s unpaired t test are indicated

(not significant; NS, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).

Figure 5: Sema-3A can directly inhibit T cell activation dependent on TCR

clustering.

Sema-3A blocks TCR but not mitogen mediated T cell activation. T cells were activated

by PHA/IL-2 (A) or by anti-CD3/anti-CD28 antibodies (B) in the absence or in the

presence of Sema-3A-Fc or of Sema-6A-Fc as a negative control (100 ng.ml-1). T cell

proliferation was then measured by [3H]-thymidine incorporation. (C) mAb-Sema-3A

enhances CD3/CD28-dependent T cell proliferation. PBMC were activated by anti-

CD3/anti-CD28 in the presence of mAb-Sema-3A (10 to 40 µg.ml-1) or control isotype

(40 µg.ml-1). T cell proliferation was then measured by [3H]-thymidine incorporation.

Results are representative of triplicate values of one representative experiment out of

four Data are means ±SD of triplicates from one representative of at least three

independent experiments. P values from Student’s unpaired t test are indicated (not

significant; NS, *** P<0.001).

Figure 6: Sema-3A blocks actin and TCR polarization in DC/T cell contact zone

and ZAP-70 and FAK phosphorylation

(A) Sema-3A abrogates NP-1 re-orientation towards DC/T cell contacts. DC/T cell

clusters, formed in the presence or in the absence of Sema-3A-Fc were stained with

anti-NP-1 antibody (blue). (B) In clusters, TCR aggregates (labeled with anti-CD3ε

antibodies, red) co-localize with the actin cytoskeleton (labeled with phalloidin, green)

at DC/T cell contact after 30 minutes coculture (upper-panel). In the presence of Sema-

3A-Fc, actin polarization is abolished in T cells, impairing TCR capping (lower panel).

(C) The histogram shows the quantification (mean +/- SD) of F-actin and TCR

polarization of DC-T cell clusters in (B) from four independent experiments. The

difference between the percentages of TCR, and F-actin polarized clusters with or

without Sema-3A-Fc. (D) Sema-3A abrogates talin re-orientation towards DC/T cell

contacts. DC/T cell clusters, formed in the presence or in the absence of Sema-3A-Fc

were stained with anti-talin antibody (blue). Arrows indicate DC-T cell contact zone.

(E) Impaired induction of ZAP-70 phosphorylation in Sema-3A treated cells. PBMCs

were activated by anti-CD3ε/anti-CD28 antibodies in the absence or in the presence of
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Sema-3A-Fc. ZAP-70 phosphorylation was then quantified by flow cytometry using

anti-Phospho-ZAP-70 antibodies. Histogram shows the means +/- SD of ZAP-70

phosphorylation (fold increase relative to resting T cells) in 3 experiments. The

difference between ZAP-70 phosphorylation in activated T cells with or without Sema-

3A was statistically significant. (F)  Analysis of ZAP-70 and FAK tyrosine

phosphorylation. Purified T cells were stimulated with anti-CD3ε for 30 minutes in the

presence or in the absence of Sema-3A-Fc. Cells were lysed and the presence of

tyrosine-phosphorylated ZAP-70 or FAK was examined by immunoblotting using anti-

phospho-ZAP-70 and anti-phospho-FAK, respectively. Data are means ±  SD of

triplicate from one representative of at least three independent experiments. P values

from Student’s unpaired t test are indicated (*** P<0.001).
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Control of human thymocyte migration by

Neuropilin-1/Semaphorin-3A mediated interactions.

Yves Lepelletier, Salete Smaniotto, Réda Hadj-Slimane, Déa Maria Serra Villa-Verde,

Ana Cristina Nogueira, Mireille Dardenne, Olivier Hermine and Wilson Savino.

(Révision, PNAS).

La migration des thymocytes est un évènement crucial dans leur processus de

différenciation. Les molécules impliquées dans ce phénomène aussi bien chez l’Homme

que chez la souris, font partie de la famille des protéines de la matrice extracellulaire

(ECM) et des chémokines. Cependant les molécules responsables de l’induction de la

migration et du détachement des thymocytes des protéines de la matrice extracellulaire

sont inconnues.

Une revue récente souligne l’importance de molécules du système nerveux

central dans la réponse immune. La chémokine CXCL-12 est ainsi capable d’induire la

migration des cellules de l’immunité que celle des neurones.

Nous avons donc supposé que ce concept pouvait être applicable au système

immunitaire et étudié dans le thymus. Nous nous sommes tout naturellement orientés

vers la neuropiline-1 (Np-1) du fait de sa présence sur les lymphocytes T matures. De

plus, au regard des résultats obtenus sur la sécrétion de la sémaphorine-3A au cours de

la réponse immunitaire, nous avons également suivi les effets de ce ligand naturel de la

Np-1 sur la sélection thymique, et plus particulièrement sur l’adhésion des thymocytes

aux cellules épithéliales thymiques. En effet, il a été montré que la sémaphorine-3A

pouvait inhiber l’adhésion des cellules endothéliales.

Nous mettons ici en évidence la présence de la Np-1 et de la sémaphorine-3A

dans le thymus et plus particulièrement au sein des cellules épithéliales thymiques, des

cellules nurses, des cellules dendritiques thymiques et des différents sous-types de

thymocytes. De plus, l’adhésion des thymocytes aux cellules épithéliales thymiques

induit l’expression de la Np-1 sur les thymocytes adhérents. Cette augmentation est

principalement due aux effets de l’interleukine-7 sécrétée par les cellules épithéliales

thymiques mais également à l’engagement du TCR des thymocytes au cours de la
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sélection. La semaphorine-3A quant à elle n’est augmentée qu’après stimulation par le

TCR, ce qui met en évidence deux mécanismes distincts de l’augmentation de ces deux

protéines. Les thymocytes exprimant ainsi la Np-1 sont les premiers à subir les effets de

la sémaphorine-3A. En effet, l’ajout de sémaphorine-3A au cours de l’adhésion des

thymocytes aux cellules épithéliales thymiques inhibe la capacité d’adhésion des

thymocytes Np-1+. De plus cet effet s’accompagne d’un effet répulsif (appelé ici

« fugetaxie ») provoquant preferentiellement la migration des thymocytes Np-1+ vers le

microenvironnement dépourvu de sémaphorine-3A.
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Abstract.

It is largely established that molecules first discovered in the nervous system

are also found in the immune system. Neuropilin-1 (NP-1) was initially identified

to mediate semaphorin-induced chemorepulsion during brain development and

is also involved in peripheral T cells/DC interactions. Herein, we studied NP-1

during T cell development in the human thymus. NP-1 is expressed in both

cortex and medulla of thymic lobules, being found in distinct CD4/CD8-defined

thymocyte subsets. NP-1 is also found in thymic epithelial cells (TEC) in situ

and in vitro, and is polarized at the TEC-thymocyte contact. Moreover, NP-1

was rapidly upregulated during thymocytes stimulation by TCR and IL-7 or after

adhesion to TEC. Semaphorin-3A (Sema-3A), a natural ligand of NP-1 is also

present in human thymus, both in TEC and thymocytes, being upregulated in

thymocyte following TCR engagement. Functionally, Sema-3A decreases the

adhesion capacity of NP-1+ thymocytes and induces their migration by a

repulsive effect. In conclusion, we show here for the first time that NP-1/Sema-

3A-mediated interactions participate in the control of human thymocyte

development.
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INTRODUCTION.

Migration of thymocytes is a crucial event in intrathymic T cell differentiation. At

least two large families of molecules have been incriminated as playing a role in

thymocyte migration: extracellular matrix (ECM) proteins and chemokines (1-3).

Moreover, recent data point to a combined effect of ECM and chemokines upon

thymocyte migration (3, 4). Nevertheless, one can expect that such migration is

under a broader control, that comprises yet unknown molecular interactions.

It is established that molecules typically discovered in the nervous system are

also found in the immune system and vice-versa (5). For example, the

chemokine CXCL12 is able to drive neuron migration (6), whereas stem cell

factor controls neuron migration through CD117/c-kit activation (7). Accordingly,

we might expect that interactions involved in cell migration within the nervous

tissues also exist in the immune system, more particularly in the thymus. The

candidate approached herein is neuropilin-1 (NP-1), a 130 kDa transmembrane

protein receptor, initially identified to mediate the chemorepulsive activity of

semaphorins during embryonic brain development (8, 9). Semaphorins

correspond to a large family of transmembrane and secreted glycoproteins that

function in repulsive growth cone and axon guidance. NP-1 interacts directly

with one member of the semaphorin family, semaphorin-3A (Sema-3A) (9), and

induces cytoskeleton changes ultimately driving repulsion of axons (10).

Additionally, it is expressed in endothelial cells, playing a role in angiogenesis

(11). We have shown that NP-1 is expressed on dendritic cells (DC) and

peripheral T cells (12). At this level, NP-1 seems to be involved in the

immunological synapse formation and colocalized with the TCR (T cell receptor)

on T cells, during DC-T cell contact (12). In angiogenesis, Sema-3A was shown

to inhibit adhesion of endothelial cells, indicating a role in the migratory activity

of this cell type (13). All these data prompted us to study the putative role of

NP-1/Sema-3A interaction upon human thymocyte adhesion and migration.

We show here that NP-1 and Sema-3A are constitutively expressed in the

human thymus in both thymic epithelial cells (TEC) and CD4/CD8-defined

thymocytes. TEC-thymocyte adhesion enhances NP-1 expression on

thymocytes. This effect may be partially attributed to IL-7 secreted by TEC and

to TCR engagement, since both stimuli enhance NP-1 surface expression on

thymocytes. Moreover, NP-1-mediated thymocyte adhesion is inhibited by
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Sema-3A and this activity is mainly due to the decrease in the integrin-mediated

adhesion capacity of thymocytes on ECM substrata. Lastly, Sema-3A induces a

chemorepulsive activity on thymocytes and on thymic DC.

Materials and methods.

Antibodies and chemicals.

Monoclonal antibodies (mAb) used in flow cytometry were BDCA-4-PE or -APC

(anti-NP-1) (Miltenyï Biotec, Germany), anti-VLA-3 to –6-FITC (Cymbus, UK),

anti-avß3-FITC (Chemicon, USA ), anti-CD8-FITC, -PE or -APC, anti-CD4-FITC

or -PE-Cy5, anti-CD11b-PE, anti-CD11c-PE, anti-CD13-PE-Cy5 and

appropriate Ig isotype controls (Immunotech, France) and anti-CD123w-PE

(Beckton Dickinson, CA, USA). Recombinant human Fc-Sema-3A, IL-7, as well

as anti-TCR (UCH-T1) were purchased from R&D Systems (France). Anti-

Sema-3A mAb was kindly provided by Dr. A. Shirvan (14) and was revealed

using a goat anti-mouse-Ig-PE (Beckman Coulter, France). The Antibodies

used in immunohistochemistry were anti-cytokeratin mAb KL-1 (Immunotech,

France) and anti-NP-1 polyclonal antibody (12) revealed by FITC-labelled goat

anti-mouse IgG and Cy5-labelled goat anti-rabbit IgG second antibody,

respectively (Jackson ImmunoResearch, USA).

Thymus samples and TEC cultures.

Human thymic tissue was obtained from children undergoing cardiac surgery

(n=19), aged from 1 day to 9 years. Experimental procedures with human

thymic fragments have been approved by the Oswaldo Cruz Foundation and

the Necker Hospital Ethical Committees for human research, and were done

according to the European Union guidelines and the declaration of Helsinki.

Some fragments were snap frozen in liquid nitrogen and used for in situ

immunohistochemistry. Other fragments were processed for isolation of thymic

nurse cells (TNCs). In culture, TNCs spontaneously release thymocytes, so that

after 3-5 days in culture, we come up with a TNC-derived epithelial monolayer

(15). TNCs were isolated from human thymic fragments as currently done in our

laboratory (16), and cytofluorometric detection of NP-1 was done on

lymphoepithelial complexes or after obtention of highly purified TNC-derived



125

epithelial cultures. Since in TNC isolation non-epithelial contaminants may be

present, the cytofluorometric analysis was done after double-staining with an

anti-cytokeratin antibody (Dako, CA USA), so that we first gated cytokeratin-

positive cells, and then ascertained NP-1 in this gate.

Two human TEC lines, were obtained by an explant technique and limiting

dilution cloning, being kindly provided by Dr. M.L. Toribio (Universidad

Autonoma de Madrid, Spain). One TEC line was derived from a foetal thymus

whereas the other was obtained from an infant thymus (17).

Immunofluorescence and cytofluorometry.

Thymus frozen sections and TEC cultures were double labelled according to

routine procedures. Specimens were subjected to anti-NP-1 antibody followed

by rhodamine-labelled goat anti-rabbit IgG. Secondly, anti-cytokeratin mAb was

revealed by FITC-labelled goat anti-mouse IgG. Analysis was done by confocal

microscopy. TEC and thymocyte plated on poly-L-lysine (Sigma-Aldrich,

France) -coated slides were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA), quenched

with 0.1 M glycine, and permeabilized with 1% saponin. Cells were incubated

with the anti-Sema-3A, anti-NP-1 or anti-cytokeratin mAb. Primary antibody was

revealed by a goat anti-mouse or rabbit IgG conjugated to Cy-5, respectively.

Specimens were examined with a confocal laser microscope (LSM 510 Carl

Zeiss, Germany).

For flow cytometry, cells were fixed in 4% PFA and incubated for 15 minutes at

4°C in phosphate-buffered saline (PBS), 2% BSA, containing 0.05% saponin,

with anti-Sema-3A or control isotype-matched irrelevant antibodies. Specific

labelling was revealed using a goat anti-mouse-Ig-PE. Membrane staining was

performed using FITC- and APC-conjugated anti-CD4, anti-CD8 antibodies.

Specimens were analyzed with a FACS-Calibur (Becton Dickinson, Germany).

In some experiments four-color labelling was done, so that to detect NP-1 in

dendritic cells (DC). In this case, we performed simultaneous labelling for NP-1,

CD4, CD8 and a given DC marker, CD11c or CD13.

RNA isolation and semiquantitative RT-PCR.

Total RNA was extracted from 107 total thymus, total stroma, TEC, unstimulated

and IL-7 or TCR stimulated thymocytes, at different stages, and reverse



126

transcribed using the first-strand cDNA synthesis kit according to the

manufacturer’s instructions (Amersham Biosciences, France). The PCR reaction

was carried out with cDNA as template, 50 pmol of both primers in the reaction

mixture (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 0.1% TritonX-100,

0.4 mM each dNTP (Promega, USA), 2.5 U AmpliTaq polymerase (Applied

Biosystems, USA)). After denaturation at 94°C for 5 min., samples underwent 25

amplification cycles. Sense and antisense primers were, respectively: 5’-

C T A G A A G C A T T T G C G G T G G A C G A T G G A G G G - 3 ’  a n d  5 ’ -

TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3’ for β-Actin and 5’-

ACTCACTGTTCAGACTTA-3’; 5’-AGAGACTTCATGCAGCTC-3’ for Sema-3A

a n d  5 ’ - C T G G T G A G C C C T G T G G T T T A T T C C - 3 ’  a n d  5 ’ -

ACTATTGTCATCCACAGCAATCCC-3’ for NP-1. PCR products were analyzed

on 1.5% agarose gel. Semi-quantitative analysis was performed by the Gel Doc

2000 System (Bio-Rad, USA). Sema-3A or NP-1 cDNA was normalized to β-

Actin cDNA concentration and Sema-3A/β-Actin or NP-1/β-Actin cDNA ratios

were calculated.

Thymocyte stimulation.

Freshly isolated-thymocytes were cultured in presence of IL-7 (10 ng.mL-1)

during 6-12 hours. Then cells were harvested and cytofluorometry analysis of

NP-1 expression or mRNA extractions were performed to follow both NP-1 and

Sema-3A protein and mRNA regulation, respectively. To induce TCR

engagement, thymocytes were plated in the presence of coated anti-TCR

antibody (UCHT-1, 5 µg.mL-1) or uncoated wells during 3-24 hours at 37°C.

Thymocytes were harvested at different times and stained with mAbs to follow

NP-1 expression, or used to extract mRNA to detect NP-1 and Sema-3A mRNA

by semi quantitative RT-PCR.

Cell adhesion.

Human TEC cultures were harvested and 4x105 cells replated in 75 cm2 flasks

(Nunc, Denmark). After 24 hours, thymocytes were co-cultured (50 thymocytes

per TEC) for 2 hours at 37ºC. Adherent cells were counted and phenotyped by

cytofluorometry. We tested the inhibitory effect of Sema-3A on thymocyte
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adhesion by pre-incubating thymocytes with various concentrations of the

protein (5 to 500 ng.mL-1), or the medium alone, for 2 hours at 37°C. Non-

adherent cells were gently washed out, and adhered thymocytes were counted

and phenotyped.

Chemotaxis assay.

Thymocyte migratory activity was assessed ex-vivo in 5-µm pore size transwell

plates (Corning Costar, USA), as previously reported (18). Membrane inserts

were coated with BSA, laminin or fibronectin for 1 hour at 37º C, followed by 1

hour of blocking with BSA 1%. Thymocytes (2.5x106) with Sema-3A (25 to 100

ng.mL-1) were plated in the upper chamber in 100µl of BSA 0.5%/RPMI, and

600µl of BSA 0.5%/RPMI were added to the lower chamber. After 3 hours, cells

that migrated into lower chambers were removed, counted and phenotyped for

the detection of NP-1, CD4 and CD8. In some experiments, Sema-3A was

placed in the botton well of the transwell chamber, so that to test a possible

chemoattractant effect of the molecule.

In the horizontal migration assay (Biovalley, France), cells were plated in the

first chamber side in presence of BSA or Sema-3A (100 ng.mL-1). After 30-60

min., we counted those cells migrating towards the opposite chamber through a

capillary ridge.

Purification of NP-1+ thymocytes.

Total thymocytes (109 cells) were incubated during 30 min. at 4°C in presence

of APC-coupled anti-NP-1 mAb, washed in 2% FCS/PBS solution, and

incubated with anti-APC magnetic beads during 30 min at 4°C before being

plated in a magnetic sorter (Miltenyï Biotec, Germany). NP-1- thymocytes were

directly eluated whereas NP-1+ cells were retained in the column. Then total,

NP-1- and NP-1+ thymocytes were used in culture to test the effect of Sema-3A

(100 ng.mL-1) upon thymocyte adhesion to TEC monolayers.

Statistic analysis.

The results were analyzed by independent sample two-tailed and unpaired

Student's t-test, and were presented as means ± standard error.
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RESULTS.

Human thymic cells constitutively express NP-1.

We first defined the constitutive expression of NP-1 in the human thymus. In

situ immunohistochemistry revealed that epithelial (cytokeratin-containing) cells

express NP-1 (Fig. 1A). High membrane levels of NP-1 were also found in

cultures of foetal and post-natal human TEC lines (Fig. 1B), freshly-isolated

thymic nurse cells (TNCs) and primary cultures of TNC-derived epithelium (Fig.

1C). NP-1 gene expression by TEC was confirmed by RT-PCR (Fig. 1D). In

contrast, only a minority of thymocytes express NP-1 constitutively, although

NP-1+ cells were detected in all CD4/CD8-defined subsets (Fig. 1E).

Percentage of NP-1+ cells within each subset varied among the thymuses

evaluated (n=19), without any correlation with age or sex of the infant (Table 1).

NP-1+ thymocytes ranged from 1.32 to 12.68% with an average of 5.11%.

Finally, CD13+/CD11c+ afferent myeloid thymic DCs (19, 20) also express NP-1,

bearing a higher membrane density than thymocytes (data not shown).

IL-7 and TCR engagement upregulate NP-1.

TEC constitutively secrete interleukin-7, which is crucial for progression of very

immature thymocytes (21). When we pre-incubated thymocytes with IL-7, we

observed an upregulation of NP-1 expression in thymocytes, as ascertained by

cytofluorometry and RT-PCR (Fig. 2A-B), as early as 6 hours of IL-7 exposure.

Such an increase was seen, not only in immature thymocytes, and in mature

CD4+ and CD8+ single-positive subsets (Fig. 2A).

In addition, NP-1 expression increased on thymocytes during TEC-thymocyte

contact, suggesting that cell-cell interaction participates in NP-1 regulation (Fig.

3A). Moreover, IL-7 positively contributed to the increase in NP-1 expression

(Fig. 3A). To better define the involvement of this contact upon NP-1

upregulation, we performed TCR stimulation to mimic cell-cell interaction, by

subjecting thymocytes to the activator anti-TCR antibody (22). TCR-

engagement enhanced NP-1 expression, as rapidly as 3 hours, as seen at the

mRNA and protein levels (Fig. 3B-C). These results suggest an involvement of

NP-1 in thymocyte-TEC adhesion. Accordingly, thymocytes that adhered to

TEC cultures were higher NP-1 expressors (Fig. 3A), as seen by confocal

microscopy (Fig. 3D) and flow cytometry evaluation of adherent versus non-
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adherent thymocytes (Fig. 3A). Interestingly, confocal analysis of thymocyte-

TEC co-cultures showed that NP-1 is concentrated at the thymocyte pole that is

in close contact with TEC (Fig. 3E). Taken together, these findings indicate that

NP-1 is involved in thymocyte-TEC interactions.

Human thymic cells express sema-3A.

To better understand the effect of NP-1 on thymocyte-TEC adhesion, it was

necessary to determine whether its natural ligand, Sema-3A, is also expressed

in the thymus. We found Sema-3A mRNA and protein expressed by human

TEC in situ, both in cortex and medulla, as well as TEC cultures (Fig. 4A-C).

Interestingly, we found 80-95% of total thymocytes bearing cytoplasmic Sema-

3A, comprising immature and mature subsets (Fig. 4D).

We then evaluated if Sema-3A production by thymocytes could be also

modulated by IL-7 or TCR engagement, as it was the case for NP-1. Semi-

quantitative analysis of Sema-3A gene expression by thymocytes revealed only

a minor upregulation of mRNA upon IL-7 stimulation (data not shown). By

contrast, antibody-induced TCR engagement rapidly increased Sema-3A

mRNA; a progressive effect that lasted for at least 24 hours (Fig. 4E).

Sema-3A regulates thymocyte-TEC contact.

In order to further determine whether NP-1 participates in thymocyte-TEC

adhesion, we pre-incubated thymocytes with Sema-3A. This procedure resulted

in 50% inhibition of thymocyte adhesion, in a dose-dependent manner (Fig. 5A).

Nonetheless, the CD4/CD8-defined phenotype of the adhered thymocytes was

similar in the presence or absence of Sema-3A. This finding suggests that at all

stages of human thymocyte differentiation, adhesion to the thymic epithelium is

under influence of NP-1/Sema-3A-mediated interactions.

Given the results showing that NP-1 is involved in TEC-thymocyte adhesion,

and that such an adhesion is partially abrogated by Sema-3A, we determined

the NP-1 phenotype of adherent and non-adherent CD4/CD8-defined

thymocyte subsets. Sema-3A decreased adhesion of NP-1+ thymocytes and

enriched the non-adherent fraction on NP-1+ thymocytes in a dose dependent

manner (Fig. 5B). In addition, adhesion of enriched NP-1+ thymocytes was

partially inhibited by Sema-3A when compared with total or NP-1- thymocytes
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(Fig. 5C). These results represent the first evidence of a negative effect of

Sema-3A on the NP-1+ thymocyte adhesion on TEC, and the involvement of

NP-1/Sema-3A complex on heterocellular interactions in the human thymus.

Chemorepulsive effect of sema-3A upon thymocytes.

Since adhesion and de-adhesion are crucial for cell migration, and considering

that Sema-3A exhibited a de-adhesive role upon thymocyte-TEC adhesion, we

searched whether this molecule could exert a chemorepulsive effect upon

thymocyte migration. Pre-incubation of thymocytes with Sema-3A in the upper

chamber of transwell plates did induce a dose-dependent enhancement of

migration as compared to BSA alone (Fig. 6A). By contrast when Sema-3A was

applied in the bottom well of the transwell chambers (so that to mimic a typical

chemoattraction), no effect was seen upon thymocyte migration (Fig. 6B). A

putative cooperation between chemoattraction of ECM (laminin or fibronectin)

and chemorepulsion of Sema-3A was tested in similar conditions. As expected,

laminin or fibronectin induced thymocyte attraction. However, when one of

these stimuli was applied in combination with Sema-3A, resulting migration

values were inferior to the sum of each stimulus alone (Fig. 6C). Lastly, we

performed experiments on slides bearing a horizontal migration chamber.

Sema-3A addition to thymocytes on a given side of the slide largely increased

the migration towards the opposite side (Fig. 6D).

Sema-3A inhibits thymocyte migration through ECM substrata.

In accordance to the chemorepulsive and de-adhesion effects of Sema-3A on

thymocytes, we investigated if Sema-3A could modulate ECM-driven cell

migration.  As previously defined in thymus, VLA-4, -5 and -6 are able to bind

fibronectin and laminin respectively, and participate in thymocyte-TEC adhesion

(3). We incubated thymocytes or TEC with Sema-3A and checked for VLA

expression. As ascertained by cytofluorometry, variations of VLAs (VLA-3 to

VLA-6) and αvβ3 membrane expression were not observed, either on

thymocytes or TEC (data not shown). Nevertheless, laminin-driven migration

diminished in Sema-3A-treated thymocytes (Fig. 6E), suggesting that the de-

adhesion effect of Sema-3A on thymocytes was partially due to the inhibition of

VLA binding to laminin.
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DISCUSSION.

During T cell development, bone marrow derived precursors migrate towards

the thymus. Developing thymocytes travel within the cortex and medulla

through mechanisms of chemoattraction (23) and chemorepulsion (24).

Appropriate migration is achieved at each thymic compartment where cells

undergo positive or negative selection. During this process, there is a

requirement of several time-dependent adhesion events of thymocytes to TEC

and DC. The cell-cell contact is clearly time-dependent but also varies as a

function of the integrin receptor that binds ECM and contributes to the stability

of thymocyte-APC contact (25).

Acquisition of specific membrane proteins in interacting cells represents a

means by which thymocytes regulate the strength and time of contact with TEC

and DC. In this process it is conceivable that interactions between receptors

and their corresponding ligands may result in impairment and/or termination of

adhesion, associated to a migratory effect, secondary to chemoattraction or

chemorepulsion. In this respect, the molecules involved in the de-adhesion of

thymocytes to TEC, as well as in the transmigration of thymocytes towards

specific thymic niches are not well defined.

The similarities of interactions formed between interacting APCs and peripheral

T cells and the contacts existing between pre-and post-synaptic neurons may

provide some clues to the understanding of immune regulation within the

thymus. We recently demonstrated that NP-1 is expressed by peripheral T cells

and DCs, being involved in the interaction between these two cell types (12).

Herein, we extend the concept to the T cell development within the human

thymus. We found that NP-1 is expressed in both cortex and medulla of thymus,

and particularly on all thymocyte CD4/CD8-defined subsets, as well as in TEC

(including TNC) and DC. As we have reported during DC-T cell contact (12),

NP-1 is localized and polarized at the site of thymocyte-TEC contact. In

addition, upregulation of NP-1 during this contact prompted us to investigate the

putative regulatory role of key intrathymic stimuli, IL-7 secretion and TCR

engagement. Both increased NP-1 expression on thymocytes, suggesting an

important role of NP-1 during thymocyte-TEC adhesion.

Semaphorins are proteins involved in neuronal axonal guidance, and are
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structurally defined by a 500-aminoacid conserved Sema domain at their N-

terminal ending. In axon guidance, the repulsive nature of semaphorin signaling

is due to the modification of the growth cone cytoskeleton: the NP-1/Sema-3A

signaling mediates the retraction of filopodia and lamellipodia and a localized

rearrangement of the actin cytoskeleton (26). It can be hypothesized that this

cytoskeleton modification and rearrangement modulates the adhesion capacity

of thymocytes, in addition to the repulsive effect of Sema-3A on thymocyte

migration. Even though Sema-3A is able to modify thymocyte adhesion and

migration, the presence of the NP-1 co-receptor plexin-A is a functional key for

this complex.

In particular, plexin-A1 is known to increase the sensitivity and activity of Sema-

3A on the actin microfilaments. We have actually detected plexin-A1 on TEC

and all thymocyte subsets, indicating a relevant function for the NP-1/Sema-3A

complex (data not show). Interestingly, plexin-A1/Sema-3A signaling induces

the association of plexin-A1 to MICAL (27, 28), a CAS-L adhesive molecule

constitutively expressed in thymus (28). Even though NP-1/Sema-3A complex

is functional, being able to influence thymocyte behavior, its remains to be

determined the signaling pathway(s) involved in this process and mediated by

plexin-A1.

In summary, we show that NP-1 and Sema-3A are constitutively expressed in

the human thymus, in both microenvironmental and lymphoid compartments. In

thymocytes, NP-1 is upregulated by IL-7 and TCR engagement, as well as

following adhesion to TEC monolayers. Taken together, these data strongly

indicate that NP-1 expression on thymocyte subsets is tightly regulated through

interactions with the thymic epithelium. Also, we show that heterocellular

interactions between thymocytes and TEC are partially dependent on NP-

1/Sema-3A mediated interactions, and that Sema-3A exerts a de-adhesive

action upon this contact. Moreover, Sema-3A/NP-1 ligation modulates

thymocyte migration acting as a chemorepulsive stimulus.

Lastly, our data reinforces the notion that human thymocyte migration is a

complex event, comprising multiple molecular interactions, leading to

chemoattraction and chemorepulsion, and that are driven by a variety of

secreted moieties, including at least ECM proteins, chemokines, and (as shown

in this report) semaphorins. These results lead us to propose the following
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hypothetical model. During maturation, thymocytes interact with various cell

types (such as TEC) through an adhesion → de-adhesion mechanism that

plays a crucial role in thymocyte differentiation. In this respect, our findings

favour the implication of NP-1 and Sema-3A in the regulation of events

contributing to thymocyte migration and adhesion. The first contact between

TEC and thymocyte is dependent of NP-1 upregulation mediated by TEC-

derived IL-7 and this event enhances focal adhesion of thymocytes. In a second

vein, TCR engagement will induce expression of both NP-1 and Sema-3A.

Increased NP-1 expression will increase sensitivity of thymocytes to Sema-3A.

Secreted Sema-3A will in turn form a complex with NP-1, triggering signalling

through the NP-1 co-receptor, plexin-A1. This multiple complex will then induce

de-adhesion and chemorepulsion of thymocytes thus being involved in their

normal guidance. These events highlight the importance of NP-1/Sema-3A

complex in the regulation of migration and adhesion of human thymocytes.
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Figure legends.

Figure 1: NP-1 expression in the human thymus and thymic cell types.

(A) In situ expression of NP-1 on thymus in both cortex and medulla. Note that

most of NP-1+ cells showed in this microscopic field correspond to thymic

epithelial cells selectively revealed herein with an anti-cytokeratin antibody.

Original magnification, x250. (B, C) Flow cytometry profiles showing that both

foetal TEC lines and thymic nurse cells (TNCs) express NP-1. (D) Semi-

quantitative PCR showing NP-1 expression on thymus, total stroma, TEC and

thymocytes. Histograms represent the NP-1/Actin ratio and shows the pattern

expression of NP-1 mRNA. (E) Thymocyte subsets, defined by CD4, CD8

staining into double negative (CD4-/CD8-), double positive (CD4+/CD8+), CD4

and CD8 single positive cells (CD4+/CD8-, CD4-/CD8+), show similar pattern of

NP-1 expression. Percentages illustrate the relative number of NP-1+

thymocytes in each CD4/CD8-defined subset.

Figure 2: IL-7 upregulates NP-1 expression on thymocytes.

(A)  Flow cytometry analysis of NP-1 expression on IL-7-treated (red

histograms) or untreated thymocyte subsets (blue histograms). The green curve

corresponds to the labelling generated by an irrelevant fluorochrome-matched

IgG. Upregulation of NP-1 by IL-7 is seen in total thymocyte profile, as well as in

each CD4/CD8-defined thymocyte subsets. (B) Semi-quantitative PCR showing

NP-1 expression by IL-7-treated (during 6 and 12 hours) or untreated (T0) total

thymocytes. Histograms represent the NP-1/Actin ratio and show the pattern of

NP-1 mRNA expression. Data shown in each panel are representative of three

independent experiments.

Figure 3: NP-1 is involved in TEC-thymocyte adhesion.

(A) TEC-Thymocyte adhesion increases NP-1 expression on adherent

thymocytes (2 hours). IL-7 addition in this co-culture context further enahnces

NP-1 expression on adherent thymocytes (2 hours). Moreover, adherent
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thymocytes, co-cultured for additional 4 hours continue to increase NP-1

expression. This effect is even more prominent when the second co-culture

period is preceded by wash. (B) Semi-quantitative PCR showing increase in

NP-1 gene expression in thymocytes following TCR engagement. Histograms

represent the NP-1/Actin ratio. (C) Flow cytometry analysis of NP-1 expression

on TCR stimulated (blue histograms) and untreated thymocyte subsets (red

histograms) compared to irrelevant antibody (black histograms). (D) TEC-

thymocyte co-culture was stained by the anti-NP-1 antibody and analysed by

confocal microscopy. Original magnification, x250. (E) NP-1 polarisation at the

TEC-thymocyte contact was observed using Z-stack analysis by confocal

microscopy. Original magnification, x1000. Data shown in each panel are

representative of at least three independent experiments. (*** P<0.001).

Figure 4: Sema-3A expression in the human thymus and thymic cell types.

(A) In situ expression of Sema-3A in both cortex and medulla of the thymic

lobules. In these double-labelled figures it is clear that Sema-3A staining

comprises the thymic epithelial (cytokeratin-positive) network, but is also seen

throughout the tissue, thus including thymocytes. Original magnification, x250.

(B)  The foetal TEC line also expresses Sema-3A as revealed by

immunocytochemistry (left panel) and flow cytometry (right panel). Original

magnification, x250. (C) Semi-quantitative PCR showing Sema-3A gene

expression in the whole thymus, total stroma, TEC and total thymocytes.

Histograms represent the Sema-3A/Actin ratio. (D) Total and CD4/CD8-defined

thymocyte subsets that expressed the Sema-3A (red histograms) as compared

to irrelevant antibody (black histograms). (E) Semi-quantitative PCR showing an

increase in Sema-3A gene expression on thymocytes following TCR

engagement. Histograms represent the Sema-3A/Actin ratio. Data shown in

each panel are representative of at least three independent experiments.

Figure 5: Semaphorin-3A downregulates TEC-thymocyte adhesion.

(A) The recombinant Sema-3A repulsive isoform decreases thymocyte

adhesion in a dose dependent manner (5 to 500 ng.mL-1). Control values of

untreated co-cultures were normalized as 100% of adhesion and the various

Sema-3A values correspond to the means +/- SEM of six wells, recovered in
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three independent experiments. (B) Sema-3A (50 to 100 ng.mL-1) decreases

the relative number of NP-1+-adhered thymocytes (white histograms) and

increases NP-1+-non-adherent thymocytes (grey histograms). (C) Sema-3A

(100 ng.mL-1) mainly inhibits adhesion of NP-1+ thymocytes, as compared to the

NP-1-depleted thymocyte fraction. Control values of untreated co-cultures in

this panel were normalized to 100% of adhesion. (* P<0.05, *** P<0.001).

Figure 6: Chemorepulsive effect of Sema-3A on thymocyte migration.

(A) Thymocytes were incubated with BSA or Sema-3A (25, 50 or 100 ng.mL-1)

and plated in the upper chamber of transwell. Histograms represent the number

of migrating thymocytes recovered in the lower chamber. (B) Sema-3A and

laminin (LN) were plated in the lower chamber and insert, respectively, to test

the chemoattractant property of these proteins upon thymocytes. Histograms

represent the number of migrating thymocytes in the lower chamber. (C) In

presence of BSA or Sema-3A (100 ng.mL-1), thymocytes were plated in the

upper chamber of transwell under chemoattraction driven by laminin (LN) or

fibronectin (FN). Histograms represent the number of migrating thymocytes in

the lower chamber. (D) Thymocytes, were incubated in presence of BSA or

Sema-3A (100 ng.mL-1) and plated in the first well of horizontal migration slide.

Histograms show the number of migrating thymocytes towards the opposite

side of two independent experiments. (E) Thymocytes were incubated with BSA

or Sema-3A (50 or 200 ng.mL-1) and plated in the upper chamber of transwell

coated with laminin or fibronectin. Histograms represent the number of

migrating thymocytes in the lower chamber. Histograms represent the mean +

standard error of at least 4 wells, evaluated in at least two independent

experiments. (not significant; NS, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).
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Table 1: Relative numbers of NP-1 cells in CD4/CD8-defined thymocyte

subsets.

Thymus Age Total CD4-/CD8- CD4+/CD8+ CD4+/CD8- CD8+/CD4-

1 1 day 8.01 4.63 9.07 2.68 9.21

2 6 days 3.76 15.26 3.95 19.79 24.01

3 9 days 1.61 13.83 8.40 6.92 9.27

4 10 days 2.31 11.41 1.46 11.42 8.42

5 17 days 12.68 13.25 13.26 12.24 7.51

6 3 months 3.55 3.14 3.60 3.67 2.56

7 3 months 1.32 23.21 1.56 17.05 7.93

8 4 months 6.80 1.70 7.71 3.80 2.24

9 4 months 2.61 16.19 3.17 5.25 14.52

10 4 months 2.95 4.08 2.63 4.32 4.57

11 8 months 8.80 4.87 9.86 5.55 11.09

12 2 years 12.22 16.81 14.40 7.46 9.09

13 3 years 4.17 22.35 3.91 12.57 5.48

14 3 years 6.86 2.80 7.27 1.53 14.88

15 3 years 2.63 9.92 1.63 21.30 5.85

16 5 years 4.09 0.87 4.47 0.62 4.27

17 6 years 1.57 14.72 1.91 14.82 19.26

18 8 years 6.69 14.90 7.47 4.01 6.26

19 9 years 4.38 6.14 4.68 3.81 1.85

MEAN 5.11 10.53 5.81 8.36 8.86

SEM 1.17 2.42 1.33 1.92 2.04

This table represents the percentage of total NP-1+ and NP-1+ CD4/CD8-defined

thymocyte subsets obtained in fresh thymus samples from 19 young children

(ages are comprised between 1 day to 9 years). Mean and standard error

(SEM) of NP-1 expression on total and CD4/CD8-defined thymocyte subsets

are indicated at the bottom of the table.
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Figure 1 :
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Figure 2 :
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Figure 3 :
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Figure 4 :
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Figure 5 :
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Figure 6 :
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DISCUSSION
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De la synapse neuronale à la synapse immunologique, un pas à franchir.

L’apparition récente de molécules communes aux deux systèmes de synapses,

neurologique et immunitaire ou au cours de jonction neuro-musculaire, nous fait

largement penser que les concepts fondés sur une classification indépendante entre les

différents domaines de la biologie conduisent à créer des séparations beaucoup trop

importantes entre les différentes spécialités.

Pourtant la présence de nombreux récepteurs, comme les récepteurs aux

neuropeptides et ß-adrénergique par exemple, est une des notions qui ont largement été

introduites et démontrées à la fois en neurobiologie et en immunologie. Néanmoins, des

mécanismes régulateurs pourtant évoqués par nos pères ont également été oubliés ou

non étudiés : c’est le cas de la plasticité des cellules immunitaires en réponse aux

mécanismes de coopération cellulaire et de médiation dans l’échange de

micromolécules inférieures à 1kDa.

Dans ce travail, nous proposons des faits supplémentaires impliquant des

molécules neurobiologiques, pour la première fois, mises en évidence en immunologie,

et dont les mécanismes d’action ouvrent des perspectives additionnelles pour la

compréhension des phénomènes associés au cytosquelette, aux intégrines de type

matrice extracellulaire etc. Nous avons récemment mis en évidence le fait qu’un

récepteur neurologique de la famille de la Neuropiline, la Neuropiline-1 (Np-1), est

exprimé à la fois sur les cellules dendritiques (DC) et sur les lymphocytes T (LT) naïfs

in vivo et in vitro (Tordjman, 2002). La Np-1 est un récepteur impliqué dans

l’orientation axonale des neurones pendant le développement embryonnaire (Gavazzi,

2001). Ce récepteur possède deux familles de ligands : les sémaphorines impliquées

dans l’orientation axonale (les sémaphorines sécrétées de classe III) et les facteurs

angiogéniques de la famille du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire

(VEGF) (Neufeld, 2002). Nous avons montré que les DC acquièrent la Np-1 au cours de

leur différenciation et sont alors capables de former des synapses immunologiques avec

les LT. Cette interaction est dépendante de la Neuropiline. En effet, les cellules COS-7,

transfectées avec la Np-1, augmentent leur capacité d’interaction avec les cellules

dendritiques. Ces événements suggèrent que les cellules dendritiques interagissent avec

les LT via un mécanisme pouvant être régulé par la Np-1. Cette interaction est
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indispensable à la formation et à la fonction de la synapse immunologique DC/LT

nécessaire à l’initiation de la réponse immune, puisqu’elle peut être inhibée par des

anticorps bloquant la Np-1.

Molécule d’adhésion.

Il a été récemment démontré que l’intégrine α4ß1 (VLA-4) fait intégralement

partie du contact cellulaire entre les DC et les LT au cours de la formation de la synapse

immunologique du fait de son agrégation au niveau du site de contact (Mittelbrunn M,

2004). Ce mécanisme d’adhésion est présent également au cours de l’adhésion entre les

thymocytes et les cellules épithéliales thymiques régulant ainsi les adhésions cellulaires

tout au long de la sélection positive et négative. Enfin ce concept d’adhésion entre

cellules dépendant des intégrines de type VLA est régulé par le cytosquelette des

cellules du fait de l’association intracytoplasmique des VLA à la cofiline, cette

association permet de réguler la fonctionnalité des VLA vis-à-vis de leur ligand. Ces

mécanismes d’adhésion et desadhésion sont associés, en plus des interactions cellules-

cellules, aux mécanismes de migration cellulaire dépendante des molécules de la

matrice extracellulaire comme le fibronectine et la lamine.

Un point fort par rapport au complexe protéique étudié ici (Np-1/Sema-3A) est

que le signal induit par la Sema-3A modifie la capacité d’adhésion des VLA à leur

ligand en modulant la phosphorylation de la cofilin et donc son activité (Serini, 2003).

Ces effets pourraient donc réguler la capacité d’adhésion des LT ou des thymocytes aux

DC ou aux cellules épithéliales thymiques et donc moduler l’efficacité des contacts

cellulaires au cours de la réponse immunitaire ou de la sélection thymique.

Cytosquelette, mobilité, deux phénomènes indispensables pour les cellules.

Les cellules présentatrices d’antigène sont les premières à même d’avoir besoin

d’une large capacité de migration et de mobilité du cytosquelette afin de phagocyter les

pathogènes. En effet, les récepteurs à la surface des phagocytes sont essentiels pour

l’élimination des pathogènes soit par reconnaissance directe (Stahl and Ezekowitz,

1998) ou indirecte nécessitant alors une opsonisation par des anticorps (Daeron M.,

1997). Ces deux types de reconnaissance vont conduire à l’internalisation des
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complexes anticorps-antigène et la phagocytose des pathogènes. Ces mécanismes sont

respectivement dépendants des clathrines et du cytosquelette d’actine. Dans tous les cas,

la captation des antigènes nécessite le remodelage du cytosquelette.

Une fois cette captation réalisée, les cellules doivent impérativement migrer du

site de l’infection vers les organes lymphoïdes secondaires. Pour ce faire, les celllules

ont besoin de développer une fois encore une large plasticité afin de se frayer un chemin

au sein du réseau tissulaire. Il en est de même pour les LT au cours de la réponse

immunitaire induite par les DC activées. Dans ces conditions, la captation et la

migration cellulaire sont des évènements indispensables pour médier une bonne réponse

immunitaire. Cependant, comme pour tous modèles, les cellules doivent développer des

rétro-contrôles afin d’éviter tout dérapage au cours de l’immunité. C’est pour cela, que

nous pensons que les neuropilines et les sémaphorines sont de bons candidats pour ce

genre de régulation du fait des variations d’expression au cours de l’activation des DC

et des LT et du fait des régulations directes de ces molécules sur le cytosquelette

d’actine.

Nous avons pu mettre en évidence que les DC pouvaient sécréter la Sema-3A

sous différentes formes : tout d’abord la forme répulsive de 95kDa au cours de leur

activation par des cytokines inflammatoires puis sous la forme de 65kDa (dominant

négatif) pendant la costimulation DC/LT induite par la voie CD40-CD40L suite à la

reconnaissance de l’antigène par le TcR des LT mémoires. Nos hypothèses sont les

suivantes : 1- Comme les cellules LT activés expriment transitoirement la Np-1, la

sécrétion de la Sema-3A (95kDA) par les DC activées permettrait d’éviter le

recrutement et l’adhésion des LT déjà activés par contre la reconnaissance de l’antigène

par le TcR des LT mémoires et la costimulation via la voie CD40-CD40L permettrait

une meilleure adhésion et une formation synaptique plus importante du fait de la

sécrétion de l’isoforme inactive. 2- Dans un deuxième temps, du fait de l’apparition de

la Np-1 et de la sécrétion de la Sema-3A de 95kDa après l’activation des LT par le TcR,

les LT peuvent se séparer des DC matures et ainsi arrêter la synapse immunologique. 3-

De plus du fait des différentes formes de la Sema-3A, nous pouvons envisager

également un rôle régulateur dans la formation de synapse de faible ou de haute

interaction. Cette variation pourrait également modifier l’orientation des LT effecteurs.
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En ce qui concerne les organes lymphoïdes primaires, il a été récemment

démontré que la Np-1 était exprimée par des lignées de cellules stromales de la moelle

osseuse de souris (Dormady, 2001). Cependant, l’expression de cette molécule dans le

thymus n’a pas été étudiée jusqu’à présent.

Thymus foyer de la plasticité, de la sélection : un domaine neurobiologique ?

Compte tenu des données montrant d'une part, le rôle de la Np-1 dans

l'orientation axonale des neurones et d'autre part, son rôle dans la formation de la

synapse immunologique entre DC et LT périphériques, nous avons émis les hypothèses

suivantes en ce qui concerne la physiologie du thymus : 1) la Np-1 pourrait être

impliquée dans la migration des thymocytes, 2) elle pourrait aussi contribuer à la

formation de la synapse immunologique à l'intérieur du thymus, par exemple, entre les

thymocytes et les cellules épithéliales thymiques mais aussi avec les DC à la fois pour

la sélection négative et positive.

L'existence d'une communication bidirectionnelle entre les systèmes

immunitaire et neuroendocrinien est, de nos jours, bien établie : les deux systèmes

utilisent des ligands solubles communs, et expriment les récepteurs correspondants,

permettant l'établissement et le maintien des circuits de communication, qui jouent un

rôle important dans l'homéostasie. Ainsi, non seulement des cellules du système

immunitaire produisent des hormones classiques, mais aussi les glandes endocrines et

les tissus nerveux sont capables de synthétiser et de sécréter une série de cytokines. De

plus, des récepteurs spécifiques pour ces différentes familles de molécules peuvent être

détectées à la fois dans les systèmes immunitaire et neuroendocrinien. Dans ce contexte,

le thymus exprime des récepteurs pour différentes hormones, neuropeptides et

neurotransmetteurs classiques. Enfin, plusieurs laboratoires dont celui du Dr W. Savino

ont démontré l'expression intrathymique d'une série d'hormones et de neuropeptides

(voir revue Savino & Dardenne, 2000).

Nous avons pu mettre en évidence que la Np-1 ainsi que la Sema-3A sont

exprimées à la fois dans le cortex et la medulla, et ce plus particulièrement sur les

cellules épithéliales thymiques et les thymocytes. Les régulations de la Np-1 et de la

Sema-3A par l’IL-7 et/ou par l’engagement du TCR indiquent que ces molécules sont
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importantes au cours de l’ontogénie T dans le thymus et pourraient réguler tous les

stades de la sélection thymique. Cependant il reste à démontrer la présence de ces

molécules aux niveaux des cellules dendritiques thymiques afférentes et résidentes ainsi

que sur les cellules nurses. Ces observations pourront ainsi permettre une meilleure

compréhension de l’implication des neuropilines et des sémaphorines dans toutes les

phases de sélections thymiques. L’étude des souris Ko pour les neuropilines et/ou pour

les sémaphorines pourrait apporter des données supplémentaires qui nous permettrons

de mieux comprendre les mécanismes et fonctions de ces nouvelles protéines dans le

thymus humain.

Confrontation

Des données récentes mettent également en évidence la présence et les fonctions de la

Np-1 et de la sémaphorine-3A sur les cellules de l’immunité. Le laboratoire de D.

Bruder a mis en évidence la présence de la Np-1 sur les T-reg chez la souris (Bruder,

2004), cependant nos résultats personnels non pas révélés d’expression de la Np-1 sur

les T-reg humains. Il semble donc qu’il y ait des divergences d’expression entre les

espèces même si ces protéines sont fortement conservées. Nous avons également

recherché la présence de la Np-1 sur les DC murines, et une fois encore et ce bien quelle

y soit présentes ne semble pas être régulée de la même manière entre les DC humaines

et les DC de souris. Nous continuons malgré tout nos expériences chez la souris afin de

vérifier les fonctionnalités détectées chez les cellules humaines. A. Wong a également

étudié l’expression et la fonction des plexines dans les lymphocytes T murins. Son

étude que la plexine-A1 est exprimée dans les DC et qu’elle est importante au cours de

la stimulation DC-LT. Un autre point est abordé dans ce papier, il constate que la

plexine-A1 n’est pas exprimée dans les lymphocytes T murins (Wong, 2003). A ce

stade, nous de nouveau en désaccord, en effet nous avons détecté la présence de la

plexine-A1 à la fois dans les thymocytes et les lymphocytes T humains. Nous tenons à

souligner que les études génétiques publiées dans la littérature mettent en évidence la

présence des plexine-A1 à A4 chez la souris, hors jusqu’à présent aucun élément n’est

en faveur de l’expression de la plexine-A4 chez l’homme. Nos résultats sur l’expression

de la plexine-A1, ont été validés dans des cellules Huvec qui de base n’expriment pas

les plexines-A1 et –A2. Ce résultat a été vérifié à la fois par PCR qu’en protéine, de

plus sous stimulation avec du VEGF-A165, les mRNA codant pour les plexines sont
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présentes et la protéine est exprimée. Ce qui prouve que nos résultats sur les

lymphocytes et les thymovytes humains sont valables. D’autres équipes (Laboratoire de

P. Giraudon et Laboratoire de Catalano), confirment l’implication de la sémaphorine-

3A ou de CRMP-2 sur la modulation de l’activation et/ou migration des lymphocytes T

humains (Catalano, 2006) (Vincent, 2005).

Tous ces résultats réunis montrent qu’une nouvelle molécule d’origine neuronale

est entrée dans les mécanismes de régulation de la réponse immunitaire. Certes nous

pourrions échafauder de nombreuses hypothèses sur les fonctions de cette protéine dans

la réponse immunitaire, mais il me semble que tous ensemble nous avons ouvert une

nouvelle porte et point de vue sur l’immunologie, et nos perspectives sont très larges.

Perspectives.

Tous ces éléments de la réponse immunitaire et de l’ontogénie lymphocytaire

font appel à trois principaux mécanismes : 1) la capacité d’adhésion, 2) la migration

cellulaire et surtout 3) un cytosquelette dynamique. Ce dernier est indispensable à la

fois pour la captation des pathogènes, la sécrétion de différents facteurs et médiateurs,

la mobilité cellulaire qui s’effectue à la fois au cours de l’adhésion entre deux cellules et

pendant la migration cellulaire. Nous apportons ici de nouvelles perspectives dans la

compréhension de tous ces mécanismes du fait de l’expression à la surface des cellules

de récepteurs pouvant directement agir sur la plasticité des cellules. De plus ces ligands

sont sécrétés à différents moments au cours de la réponse immunitaire et au cours de

l’ontogénie T.

Du fait de la régulation négative de la prolifération T induite par la Sema-3A et

de sa sécrétion autocrine au cours de l’activation des LT, nous avons recherché si cette

protéine pouvait être présente dans les populations T régulatrices. Nos résultats

montrent que les T régulateurs expriment constitutivement de la Sema-3A. La sécrétion

de cette Sema-3A par les T régulateurs est provoqué après stimulation du TcR et son

stock intracytoplasmique est régulièrement reconstitué au cours du temps. Nous

sommes en train d’évaluer le rôle de la Sema-3A contenue dans les T régulateurs au

cours de la réponse immunitaire ainsi que son rôle dans l’inhibition de prolifération des

LT mémoire par rapport aux autres facteurs solubles sécrétés par les T régulateurs
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comme le TGF-ß et l’IL-10 ainsi que vis-à-vis du contact cellulaire médié par le CTLA-

4 exprimé à la surface des T régulateurs. Nous espérons ainsi mettre en évidence le rôle

de la Sema-3A dans l’immuno-suppression des LT par les T régulateurs au niveau de la

signalisation du TCR et de la sécrétion de cytokines à la fois dans un contexte CD4 que

CD8.

Un fait supplémentaire, du fait de nos investigations, montre que certaines

tumeurs sont capables de sécréter la Sema-3A, et pourraient ainsi moduler la réponse

immunitaire par interférence avec la plasticité des cellules de l’immunité en cours

d’activation ou en cours de progression vers la tumeur. Pour valider cette hypothèse,

nous sommes en train de développer un modèle d’étude basé sur la réponse anti-virale à

partir de lymphocytes T CD8 anti-CMV (cyto-mégalo-virus). Nos premiers résultats

montrent qu’après stimulation par le TcR induit par le CMV, les CD8 se mettent à

exprimer la Np-1, et donc potentiellement à devenir sensible à la Sema-3A. Les cellules

cibles infectées par le CMV quant à elles sont capables de synthétiser et de sécréter de

la Sema-3A. Dans un contexte de sécrétion de la Sema-3A par les tumeurs, nous avons

suivi les effets sur la sécrétion d’INFγ et de la perforine des LT CD8 stimulés par le

CMV. Cette sensibilité à la Sema-3A n’induit pas de variation de la sécrétion

d’INFγ, mais diminue très fortement la capacité d’exportation et de sécrétion de la

perforine. Cette inhibition différentielle est explicable du fait du mécanisme de

sécrétion de l’INFγ versus perforine. En effet, la sécrétion de l’INFγ n’est pas

dépendante de l’α-tubuline contrairement à la perforine. La perforine est sécrétée par

des vésicules exprimant la protéine Rab27 qui se fixe sur le réseau de tubuline pour être

sécrétée. Du fait de son effet inhibiteur direct sur la plasticité de l’ α-tubuline, la Sema-

3A semble donc jouer un rôle différentiel en fonctions des mécanismes d’exportation

des vésicules. Nous pouvons donc envisager que, dans un contexte tumoral viro-induit

ou non, les CD8 cytotoxiques recrutés au niveau des tumeurs soient capables certes de

sécréter de l’INFγ mais incapables de lyser les cellules tumorales. Ce phénomène est

d’ailleurs observable dans certains types de tumeurs comme la maladie d’Hodgkin et les

lymphomes B-EBV, modèles que nous sommes en train d’étudier à l’heure actuelle.

Ces mécanismes pourraient donc apporter de nouvelles informations et

compréhensions dans l’échappement tumoral à la lyse cellulaire induite par les CD8
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cytotoxiques. Du fait de ce type de blocage de la lyse cellulaire, nous avons également

orienté nos recherches vers l’étude des cellules NKT (douées également de la capacité

de lyse cellulaire).
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