N

N

Organisation spatiale de LFA-1 a la synapse
immunologique des lymphocytes T cytotoxiques:
approches de microscopie de super-résolution

Raissa Houmadi

» To cite this version:

Raissa Houmadi. Organisation spatiale de LFA-1 a la synapse immunologique des lymphocytes T
cytotoxiques: approches de microscopie de super-résolution. Immunologie. Université Paul Sabatier
- Toulouse III, 2017. Francgais. NNT: 2017TOU30239 . tel-01922403

HAL Id: tel-01922403
https://theses.hal.science/tel-01922403v1

Submitted on 14 Nov 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01922403v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Fédérale

THESE

En vue de I'obtention du

Toulouse Midi-Pyrénées

DOCTORAT DE L’'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par:

Université Toulouse 3 Paul Sabatier (UT3 Paul Sabatier)

Présentée et soutenue par:
Raissa Houmadi

le mercredi 4 octobre 2017

Titre :

Organisation spatiale de LFA-1 a la synapse immunologique des lymphocytes T
cytotoxiques : approches de microscopie de super-résolution

Ecole doctorale et discipline ou spécialité :
ED BSB : Immunologie

Unité de recherche :
UMR INSERM U1043, Centre de physiopathologie de Toulouse-Purpan

Directeur/trice(s) de These :

Docteur Loic Dupré
Docteur Sophie Allart

Jury:

Professeur Denis Hudrisier, Président du jury
Docteur Claire Hivroz, Rapporteur
Docteur Marie-Pierre Valignat, Rapporteur
Docteur Lydia Danglot, Rapporteur
Docteur Loic Dupré, Directeur de thése
Docteur Sophie Allart, Co-directrice de thése




Sommaire

REMEICIEMEBNTS ...ttt ettt e e e e e e et e et e e e e e e s st e et e e e e e saaannbe et eeeeeeaannrsneeeeeeeaaaanns -3-
FA o =NV =Y o o LR -6-
TodgeTe [V 4 Te] o HA O T PO O PP TUP U UPRTORPPPTON -15-
(Y] oo el o 1= e [N s a1 ol o T ol o 1TSS -16 -

A. La microscopie, un outil d’agrandissement dans le prolongement de I'ceil humain................ -16 -

1. De la loupe au premier microscope composé de lentilles de Van Leeuwenhoek et Hooke . - 16 -

2. Le Microscope optique dE Dase......cuiiciiiiiiiiiiec et e e e -17 -

3. Le principe de la résolution selon de la loi d’Abbe........c.cooviiiiiiiiiiie e, -19-

B. Imagerie de super-résolution optique de fluOrescence........cccccvveeevcieeeecciiee e, -19-

1. Principes et limites de la microscopie optique de fluorescence.......ccccceeeveeccviieeeeeeeecccnnneen, -20-

2. Développement des techniques de microscopie de super-résolution ...........cccccoveeeecuneeenes -28-

3. Applications des techniques de super-résolution .........cccccvecieeeieciiee st -36-

IIl. ROle de I'intégrine LFA-1 dans les lymphocytes T CD8" .......ccccieieieiiiieciiee e -38-
A, Les INTEGIINES dES IEUCOCYLES ...uviiiiiiiiee ettt e et e e e etr e e e e et e e e s entaeeesenbaeeeeensaeeenans -38-
B. LFA-1 est une molécule importante dans la naissance des lymphocytes T ......c.cccceccvveeeennnnenn. -39-

1. Du progéniteur lymphoide commun a un lymphocyte T spécifique : étape sous le contréle de

LR AL et ettt b e b e e et s et et e bt e bt b e e nhe e st e sare e re e -40-

2. EXPression du Pré&-TCR......cocciiiiieiiee e eciiee e ectte e e eette e e e etae e e s sbae e e sebaeeesentaeeesantaeeesantaseseessneanns -41 -

3. Education des thymocytes DP TCR .........uiii i ccctiee ettt ettt e e e are e e et e e e e earae e e e eanaeeas -41-

C. Différenciation des thymocytes en lymphocytes T CD4 ou CD8........cccceeveviieeeeeiieeeeecieee e -42 -
1. L’activation des lymphocytes T CD8*: naissance de cellules tueuses professionnelles

LoV 0] (o) Lo [ U =T PPN -43 -

2. Activation des lymphocytes T CD4 : coopération cellulaire avec les lymphocytes T CD8.....- 44 -

D. La molécule d’adhésion de LFA-1 : un systéme clef-serrure de choix contrélé vers un ancrage de

Lo L] 11T S PR -46 -

R T ol g oL TeT o e [ I o s PSPPI -46 -

2. ICAM-1 : le principal liIgand d& LFA-1.........ooeiii ittt e e e et e e e e e e e e eraaee e e e e e e e eanns -49 -

3. Activation de LFA-1 : interaction LFA-1/ICAM-1 ......oooivoriieiiiiieeeieiie ettt e st sevre e ssnaaees -50 -

E. Le remodelage du cytosquelette d’actine : un réarrangement bien contrélé.......................... -55-

1. Dumonomere d’actine au filament d’acting .........cccceevieiienieniiee - 56 -

2. Le branchement des filaments d’actine sous le contréle du complexe Arp2 /3................... -58-

3. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) .......ccccieiieciiieeeiee e, -59-

F. Ancrage de LFA-1 au cytosquelette d’acting ........coeieciiieieciiee e -62 -

[ll. LFA-1 controle la formation et la stabilité de la synapse cytotoxique .......ccccccveeeeeiieeeeccieee e, -64 -

A. La formation de la synapse immunologique : le TCR circonscrit par LFA-1.........ccccoveeeeiienenn. -64 -


file:///C:/Users/Noulaiscas/Desktop/these-RH_version_finale-081217.docx%23_Toc500803992

B. La synapse immunologique : orchestration d’un réarrangement spatial a trois temps controlé par

le remodelage du cytosquelette d actine........cccoiiiiiiiee e - 65 -
V. Le role de LFA-1 dans I'activité de cytotoxicité des lymphocytes T CD8* cytotoxiques.............. - 66 -
A. La déficience de I'adhésion des leucocytes entraine une inhibition de la cytotoxicité............. -67-
B. Libération des granules [YtigUES.......ccuuiiiiciiiie ettt ettt e st e et e e e etae e e e eara e e e ennaeeas - 68 -

C. Nécessité du remodelage du cytosquelette d’actine et de I'adhésion de LFA-1 dans la libération

S BranUIES IYLIQUES ...eeii ittt et e e et e e e e rabe e e e e ata e e e sate e e e esnteeesenraeeeennees -68 -
IMBENOTES ...ttt e h e s at e sttt e bt e s bt e sb et sat e st e e bt e b e e ebeesmee et e enbe e beenreens -71-
Mise en place des techniques d’imagerie de super-résolution ..........cccceeeeiieeeeciieeccccieee e -74 -
[ La techniqUE dU BaLM .......eeiiiiiiiie ettt ettt s bt e e e et e e e e bae e e esasbeeeesnsbeeeesnnees -76 -

A. Stratégie expérimentale et mise en place du BalM .......ccccoooviiiiiiiiiiii e -77 -

B. LFA-1 de conformation fermée s’organise en clusters de plusieurs centaines de nanometres de

diametre au plan équatorial des lymphoCytes T......cuviiiiciiie e e -80-

C. CONCIUSIONS E1 TIMITES...eiiiiieiiii ettt et st e st e e st e e sabe e sbeeesareeesareesaneeans -82-
[1. La technique du ASTORM ....cciciiiee ettt e st e e et e e et e e e e abt e e e e abaeeeesasteeeesnssaeeeennees -83-

AL STratégie EXPEIrIMENTAIE.....cci it e e e e e e et e e e e e bt e e e eenbaeeeeeabaeeaens -84 -

B. CONCIUSION €1 TIMILES c.neeiiiiiieeee sttt ettt st st sbeesree -89-
[11. La tEChNIQUE AU PALIM.....eeieei ettt e e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e esnnbstaeeeeeeessnnssenneeeassennns -90 -

A, Stratégie EXPEIrIMENTAIE ... .oii it e e s e e e e e ebreaeen -91-

B. CONCIUSION € TIMILES cueeiiiieiieieeriee ettt ettt st reenree -92-
[V. ASTORM MUIBICOUIBUN ettt -92-

A. CONCIUSION €1 lIMITES c.ueveeiiiieiiee et st sar e s b e sr e e sare e e smreesaneeeas -95-
V. La technique du SIM MUIICOUIBUL ...t e e e et e e e e e e e araeae s -95 -
VI. Méthodes quantitatives d’analyse des clusters de molécules.........cccocvuveerriiieiiniiieeencieeeeieenn, -96 -
RESUITAES ..ttt ettt sttt et e s b e sh e sat e st e e bt e bt e s bt e s mee et e enn e e reenneen -98 -
RESUITATS EXPEITMENTAUX...cccivieeeiiiireeiitieeeeetteeeeetteeeeeteeeesateeeeesataeeesasasessansseeesassaeeseaseneesanssnaeaans -146 -
DISCUSSION ..ttt ettt ettt et e e st e e st e e e s amr e e e e samre e e e samreeeesamneeeesamneeeesanreeeesanneneesans - 164 -
I. LFA-1 s’organise en nano-clusters a la surface des lymphocytes T......cccovevivvvieiiivccieeecccieee e - 165 -
. La protéine WASP contréle I'organisation de la ceinture de nano-clusters de LFA-1................. -167 -
[ll. La ceinture de nano-clusters de LFA-1 confine les granules lytiques a la surface des CTL......... -168 -
POISPECTIVES .ttt nnnn -170-
I. Organisation de LFA-1 dans un contexte de MOtilité.......ccccccoveciiiiieei e -171-
[Il. Organisation de LFA-1 versus les récepteurs aux chimiokines .........ccccocevveiiviveeeinciiee s -172 -
[ll. Organisation des protéines d’ancrage au cytosquelette d’actine sous LFA-1 active................. -174 -
IV. Méthodes d’analyse et estimation des tailles des nano-clusters de LFA-1 ..........cccccceeureeennnnee. -175 -
ANNEXES ciiiiiiiiititt e e e e s e e e e e s r e e e s e e e e s naan -177 -
2T o] [ToT=d T o] o [T - 240 -



Remerciements

Je remercie toutes les personnes qui m’ont aidée dans la réalisation de ce projet de these a
commencer par mon directeur de thése Docteur Loic Dupré et ma co-directrice Docteur Sophie
Allart pour leur disponibilité et leurs conseils. Cette thése s’est déroulée a travers une
collaboration entre le plateau d’imagerie dont la responsable est le Docteur Sophie Allart et
I’équipe du Professeur Salvatore Valitutti, envers qui je suis sincérement reconnaissante pour
son soutien, son humanité et ses conseils treés judicieux. Le président et les membres du jury
pour I’intérét qu’ils ont bien voulu porter a mes travaux de these en acceptant de les évaluer. Je
remercie également le conseil départemental de Mayotte qui a financé mes trois années de these

en m’octroyant une allocation de poursuite d’études.

Si la réalisation de projet de thése a été possible, ¢’est grace a I’accueil chaleureux, 1’aide et la
disponibilité des membres de 1’équipe du professeur Valitutti et du plateau d’imagerie du CPTP
a commencer par Sabina Miieller, j’ai énormément apprécié nos échanges, ton aide et surtout
ton soutien moral, Marie-pierre Puisségur-Lay et Liza Filali qui sont pour moi des fées au grand
cceur en plus d’aimer les lysosomes, Delphine Guipouy : collaborer avec toi a été un plaisir,
merci pour ta bonne humeur et les discussions fructueuses, Javier Rey-Barroso mon meilleur
ami et collégue toujours de bons conseils, Yoan Eliasse pour qui 1’automatisation n’a pas de
secret et toujours prét a conseiller en matiere de programmation, Romain Jugelé avec qui les
échanges philosophiques étaient trés passionnants, Pauline Gonnord : d’une méthodologie
implacable et de conseils trés avisés, Lauréne Pfajfer , Alice Munaretto notre trés jeune maman
et pour qui la cytométrie n’a plus de secret, Yolla German jeune thésarde a qui je souhaite une
bonne chance pour la suite, Eric Espinosa, Cécile Demeur Manon Costa, Astrid Canivet la

professionnelle des macros, Dani¢le Daviaud qui prend plaisir a aider dés qu’elle peut.



Je ne peux pas oublier de remercier les filles de la cytométrie.Fatima L'Faqihi-Olive, Valérie
Duplan-Eche et Anne-Laure Iscache, les collaborateurs physiciens Nicolas Destainville et Julie
Cornet, les autres membres du centre CPTP : Mélanie Souyris, Jos¢ Enrique Méjia, qui m’ont
beaucoup aidée pour caractériser mon plasmide, Lucette Pelletier qui a €t¢é ma marraine de
thése, Yannick Degboe, le plateau d’imagerie de I’'12MC : Frédérique Gaits et Madjid Zanoun

et enfin le plateau d’Imagoseine : Orestis Faklaris.

Je n’oublie pas de remercier tous ceux que j’ai délaissés toutes ces années pour mener jusqu’au
bout cette thése. Tout d’abord mes proches maman et papa qui méme a 10 000 km continuent
a me soutenir tant bien que mal, Niya et Mays mes « moina mbuzi » adorés, Loubna et Hairou
les autres « moina mbuzi ». Ensuite, de Roanne a Mayotte en passant par la Réunion, Cathy
Forestier, qui a su me redonner I’énergie suffisante pour aller jusqu’au bout, deux semaines
avant la remise de mon manuscrit, Anne-Marie et Charles Delaye qui m’ont accueilliil y a 10
ans, sans le collier de fleurs, mais avec la chaleur de leur sourire, Eolia, Nati et Mouinate qui
ont enrichi mes souvenirs de rires, pleurs et cris, Mohamed pour son enthousiasme, Christéle
Zagula, Marie Anne et Bernard, Moncef qui est toujours prét a encourager et remotiver quand
il faut, Toibrane et Emeline qui sont toujours la en cas de besoin. Depuis la Polynésie, Danielle
Hartmann qui a eu la gentillesse de corriger mon manuscrit. Du Mexique a la Guyane, Brenda
(Brendita) qui ne manque pas une occasion pour me souhaiter une bonne journée et Roxane
(queredita) pour ses conseils avisés. Enfin d’ici et d’ailleurs Myléne, Caroline (Carcoura),

Smita, Olivia et Noussayir.

Je ne peux finir sans citer ceci, extrait du TAO : « Celui qui se dresse sur la pointe des pieds
n’est pas stable. Celui qui se précipite en avant ne va pas loin. Celui qui essaie de briller ternit
sa propre lumiere. Celui qui se définit ne peut pas savoir qui il est réellement. Celui qui exerce

son pouvoir sur les autres se prive de son véritable pouvoir. Celui qui s’attache a son ceuvre ne



crée rien de durable. Si tu veux étre en accord avec le Tao fais simplement ton travail, puis

lache prise ». Lao-tseu



ADP
Arp2:
Arp3:
ARPC:
ATP:
BalLM
CALDAG-
GEF1
CD
CDc-42:
CMH
CPA
DAG
dSTORM
FERM
FRET:
GBD
GEFs
GTP
ICAM-1
IL

LAD

LCK

Abréviations

Adenosine Diphosphate
Actin-related-protein2
Actin-related-protein3

actin related protein 2/3 complex
Adénosine Triphosphate
Bleaching/blinking assisted Localization Microscopy
Calcium and diacyglycerol-regulated
Guanine nucleotide exchange factors
Cluster differenciation

Cell division cyle42

Complexe Majeur d’Histocompatibilité
Cellule présentatrice d’antigénes
diacyglycerol-regulated

direct Stochastical reconstruction Microscopy
4.1 protein ezrin/radixin/moesin
Fluorescence Resonance Energy Transfer
GTPase-binding domain

Guanine nucleotide Exchange Factor
Guanosine 5’ Triphosphate

InterCellular Adhesion Molecule-1
InterLeukine

Leucocyte Adhesion Deficiency

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase



LFA-1 Lymphocytes Function-associated Antigen-1

LAMPI Lysosomal-associated membrane protein 1
Mac-1 Macrophage-1 antigen

mDial: mouse Diaphanous 1

MTOC MicroTubule Organizing Center

NFP: Nucleating promoting factor

NK Natural Killer

N-WASP Neural-WASP

PALM: Photoactivation Localization Microscopy
PIP2 Phosphatidylinositol (4, 5) biphosphate
PLC Phospholipase C

PMT Photomultiplier

Rapl Ras-related protein 1

RapL Rap1-binding protein

RhoA Ras homologous member A

SDF-alpha  Stromal cell-derived factor 1
SHD: SCAR homology domain
SIM: structured illumination

SKAP-55 SH2 domain containing leukocyte protein of 76kDa

SLP-76 Src kinase-associated phosphoprotein of 55 kDa
SMAC Supra Molecular Activation Cluster

STED: Stimulated emission depletion microscopy
STORM Stochastical reconstruction Microscopy

TCR T Cell Receptor

TGF facteur de croissance transformant



Th

TIRF:

VCAM

WAS

WASP

WAVE

WHD

WIP

T Helper cells

total internal reflection fluorescence
Vascular Cell Adhesion Molecule
Wiskott-Aldrich Syndrome
Wiskott-Aldrich syndrome protein
WASP-family verprolin homologue
WASP homology domain

WASP Interacting Protein



Listes des figures
Figure 1: Principe de la fluorescence a I'échelle atomique
Figure 2: Diagramme de Jablonski
Figure 3: Le décalage de Stokes
Figure 4: Principe de la microscopie confocale
Figure 5: Représentation de la tache d'Airy

Figure 6: Schéma représentant les principes des approches de microscopie de super-
résolution SIM et STED

Figure 7: Détection des molécules individuelles et reconstruction d'une image BaLM.
Figure 8: Principes du dSTORM et du PALM

Figure 9: Comparaison d'une méme cellule COS-7 exprimant la protéine lysosomale
transmembranaire CD63 marquée avec une protéine photoactivable: PA-FP kaede TIRF (A) et
PALM

Figure 10: Schéma de la différenciation des lymphocytes T
Figure 11: Les différentes sous-unités de LFA-1

Figure 12: Les différentes conformations de la molécule de LFA-1, révélées par microscopie de
transmission électronique

Figurel3: La signalisation Inside-out sous le TCR et Via les récepteurs aux chimiokines
Figurel4: Représentation des différents acteurs de la polymérisation des monomeéres d'actine

Figure 15: Schéma représentant une cellule en migration et les deux types de structures du
cytosquelette d’actine caractérisant une cellule polarisée en migration

Figure 16: La morphologie d'un filament d'actine ramifié et du complexe Arp2/3
Figure 17: Schéma de la protéine WASP sous ses deux conformations

Figure 18 : Les différentes étapes de maturation de la synapse immunologique
Figurel9: Représentation schématique du principe de la microscopie de BaLM
Figure 20 : Visualisation de LFA-1 dans les cellules Jurkat par I'approche du BaLM

Figure 21: Diagramme de Jablonski représentant les états d’oscillation des molécules
fluorescentes en dSTORM

Figure 22 : Visualisation de I'a-tubuline dans des lignées cellulaires HFF

Figure 23: Topologie de LFA-1 de conformation fermée a la synapse des lymphocytes T
primaires humains

Figure 24: Structure du chromophore de la Dendra-2

Figure 25:Schéma représentant les sites de liaisons des anticorps utilisés pour notre étude



Figure 26: Distribution de LFA-1 dans les lymphocytes T primaires de donneurs normaux et de
patients WAS

Liste des tableaux

Tableau 1: Propriétés de fluorescence de certaines molécules de la famille des Alexa Fluor et
des carbocyanines

Tableau 2: Comparatif des tailles de clusters obtenues avec la technique du BaLM en regard
de la microscopie confocale

Tableau 3: Caractéristiques des fluorophores excitables dans le rouge lointain

-10-



Organisation spatiale de LFA-1 a la synapse
immunologique des lymphocytes T cytotoxiques :
approches de microscopie de super-résolution.

Résumé en francais

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) est une intégrine centrale dans la fonction
cytotoxique des lymphocytes T CD8" car elle permet la formation de la synapse immunologique
avec les cellules cibles. La régulation de cette interaction cellulaire est contrdlée par la qualité
de ’engagement de LFA-1 avec son ligand ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). Un
support clef au controle spatio-temporel de I’activation de LFA-1 est le cytosquelette d’actine
corticale dans lequel est ancré LFA-1 par son domaine intracellulaire. Comment LFA-1 est
organisée a la synapse immunologique et comment la coordination entre LFA-1 et cytosquelette
d’actine s’opére de maniére précise au sein des lymphocytes T CD8" cytotoxiques sont des

questions non résolues.

Le but de ce projet de these a été d’étudier 1’organisation précise de la distribution de LFA-1 a
la synapse immunologique en relation avec 1’actine corticale sous-jacente au contact entre
lymphocytes T cytotoxiques et les cellules présentatrices d’antigénes. Pour ce faire, des
approches de microscopies de super-résolution SIM (Structured Illumination Microscopy),
dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) et TIRF (Total Internal
Reflexion Fluorescence microscopy) ont été développées. Elles ont été appliquées a des
lymphocytes T humains non transformés dérivés de controles sains et de patients atteints d’une
immunodéficience congénitale, le Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), caractérisé par un

défaut de remodelage du cytosquelette d’actine a la synapse immunologique.

L’emploi de I’approche de dSTORM en mode TIRF nous a permis de révéler que dans sa

conformation activée, LFA-1 forme a la synapse une ceinture radiale composée de centaines de

-11 -



nano-clusters. L’intégrité¢ du cytosquelette d’actine et notamment la protéine WASP s’avérent
importantes pour la formation de la ceinture de nano-clusters de LFA-1, comme le montre le
défaut de formation de cette ceinture dans les lymphocytes de patients WAS. L’approche de
SIM multi-couleur nous a permis de révéler le role de la ceinture de LFA-1 dans le confinement
des granules lytiques. Par comparaison de marquages avec des anticorps spécifiques de
différentes conformations de LFA-1, notre travail montre également que I’activation de LFA-1
s’opere de maniere digitale, dans le sens ou les nano-clusters fonctionnent comme des unités

au sein desquelles 1’activation de LFA-1 suit une loi du tout ou rien.

En conclusion, ce travail de thése démontre 1’intérét des approches de microscopie de super-
résolution pour révéler des mécanismes clefs de I’activation des lymphocytes T et pour
appréhender la nature des défauts a I’origine de déréglements pathologiques de la fonction de

ces cellules.

-12 -



Spatial organization of LFA-1 at the immunological
synapse of cytotoxic T lymphocytes: super-resolution
microscopy approaches.

Abstract

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) is a central integrin in the function of
cytotoxic CD8" T lymphocytes since it allows the formation of the immunological synapse with
target cells. The regulation of this cellular interaction is controlled by the quality of the
engagement of LFA-1 with its ligand, ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). A key
support for the spatio-temporal control of LFA-1 activation is the cortical actin cytoskeleton in
which LFA-1 is anchored by its intracellular domain. How LFA-1 is organized at the
immunological synapse and how the coordination between LFA-1 and actin cytoskeleton

operates accurately within cytotoxic CD8" T lymphocytes are unresolved issues.

The aim of this thesis project was to study the precise organization of the LFA-1 distribution at
the immunological synapse in relation to the cortical actin underlying the contact between
cytotoxic T lymphocytes and target cells. For this purpose, super-resolution microscopy
approaches, including SIM (Structured Illumination Microscopy), dSTORM (direct STochastic
Optical Reconstruction Microscopy) and TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence
microscopy) were developed. They were applied to untransformed human T lymphocytes
derived from healthy donors and patients with a congenital immunodeficiency, the Wiskott-
Aldrich Syndrome (WAS), characterized by actin cytoskeleton remodeling defects at the

synapse.

The use of the dSTORM approach revealed that activated LFA-1 forms a radial belt composed
of hundreds of nanoclusters. The assembly of this belt depends on the integrity of the actin

cytoskeleton, as shown by the impairment of this structure in the T lymphocytes derived from

-13-



the WAS patients. The multi-color SIM approach allowed us to investigate the role of the LFA-
1 belt in the confinement of lytic granules. Furthermore, the combination of staining with
antibodies specific of LFA-1 conformation states shows that LFA-1 activation is a digital
process, whereby nanoclusters operate as units in which LFA-1 activation follows an on / off

rule.

In conclusion, this PhD work exemplifies the great asset of super-resolution microscopy
approaches to reveal key activation mechanisms in T lymphocytes and explore the nature of the

defects causing pathological dysregulation of the function of these cells.
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Introduction



I. Approches de microscopie
A.La microscopie, un outil dagrandissement dans le

prolongement de I'ceil humain

1. De la loupe au premier microscope composé de lentilles de Van

Leeuwenhoek et Hooke

L’¢évolution de ’homme a toujours coincidé avec la nécessité de comprendre I’infiniment petit.
En effet si certaines choses (objets, étre vivants) paraissent suffisamment grandes pour étre
perceptibles a I’ceil nu, pour une grande majorité d’entre elles, I’ceil humain est incapable de
les percevoir. Aussi performant qu’il puisse étre, 1’ceil humain ne peut voir au-dela d’une
certaine taille. Pour un ceil normal d’étre humain le plus petit objet capable d’étre vu est
d’environ 100 um (diamétre d’un cheveu) lorsque celui-ci est situé¢ a une distance de 25 cm de
I’ceil. Par conséquent, certains étres, de tres petite taille, comme les bactéries (0.1 a 10 pm) ne
sont pas visibles a 1’ceil nu. Malheureusement, ces étres invisibles sont a 1’origine de maladies
ou infections. Pour les mettre en évidence et comprendre leur fonctionnement, il a fallu élaborer
une instrumentation capable de projeter vers I’ceil des images agrandies. Des découvertes
archéologiques montrent que I’utilisation de certains matériaux (I’émeraude, sphéres de verre
dans I’eau...) comme loupes remonte au XII*™ siécle avant JC. Cependant I’emploi du
microscope composé de lentille ne date que du XVII™ siécle. Si des hésitations persistent sur
I’invention du microscope, I’utilisation du microscope a des fins de biologie est généralement
attribuée au hollandais Antoni Van Leeuwenhoek et au britannique Robert Hooke. Les travaux
de ces derniers ont permis de mettre en évidence des étres vivants de petite taille telle que les

bactéries (initialement nommées « animalcules »).
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2. Le microscope optique de base

Le microscope est donc un instrument permettant de voir des objets de tres petite taille par
agrandissement grace a sa composition d’une ou de multiple lentilles. Dans tout microscope les
¢léments suivants sont indispensables : une source lumineuse, une ou plusieurs lentilles, un

¢échantillon et un détecteur du signal.

a- La nature de la lumiére

La lumiéere provenant de la source est formée d’une onde électromagnétique et de particules
appelées photons (hypothése de Broglie). Une onde électromagnétique est une onde sinusoidale
constituée d’une composante ¢lectrique et d’une composante magnétique perpendiculaires mais
ayant la méme direction de propagation. L unité spatiale caractérisant cette onde est la longueur
d’onde qui correspond a la distance (en metre) séparant deux pics. Les photons sont des
particules sans masse qui ne peuvent étre caractérisées que par leur énergie liée a la longueur
d’onde. Il existe deux types d’illumination : le premier est le cas ou la lumiére illumine
directement 1’échantillon et I’observation se fait par transmission, c’est la lumiére transmise.
Le deuxiéme type est le cas ou la lumicre est réfléchie par un miroir avant d’illuminer

I’échantillon et I’observation se fait par transmission, c’est la lumicere réfléchie.

b- Agrandissement de lI'image par des lentilles optiques
La lumiére qui traverse le microscope passe a travers des lentilles convergentes qui permettent
d’agrandir I’image. Le pouvoir d’agrandissement des lentilles est caractéris€é par son

grossissement. Les rayons parall¢les a I’axe optique ressortent de la lentille en convergeant vers

le point focal, si et seulement si la lentille est sphérique.
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c- Un échantillon

L’objet d’intérét doit étre placé sur un support qui lui est dédié¢ de manicre a ce qu’il puisse étre
illuminé. Un objet biologique peut tre observé sans préparation particuliere. Toutefois I’objet

doit étre capable de laisser passer la lumiere au travers de sa structure.

d- Un détecteur

Dans le contexte d’un microscope optique simple c’est notre ceil qui nous permet de voir
I’image de I’objet d’intérét. Le point de I’image forme un point dans notre ceil. Les rayons
provenant de 1’oculaire doivent étre paralléles. Puis ils vont étre focalisés par le cristallin afin
de s’imprimer sur la rétine. De nos jours le détecteur le plus couramment utilis¢€ est la caméra
ce qui permet ainsi de pouvoir enregistrer des images. Pour la détection du signal en
microscopie de fluorescence et en particulier en microscopie de super-résolution, on utilise des
caméras EMCCD ou sCMOS. La caméra EMCCD est utilisée pour sa haute sensibilité a
détecter les molécules individuelles. En effet le rapport entre le nombre de photons qui frappe
la caméra et le nombre de photons incidents est proche de 90%. C’est ce qu’on appelle
I’efficacité quantique de la caméra. Pour la caméra sCMOS son avantage réside sur la vitesse
d’acquisition qui est treés élevée. Son efficacité quantique est d’environ 70%. Dans notre étude
nous avons utilisé une caméra EMCCD avec 1’avantage de pouvoir détecter des signaux faibles
de fluorescence. Cette caractéristique s’avere utile dans la détection des molécules individuelles

qui ont souvent de faibles signaux.

Cependant pour avoir une bonne détection il convient de prendre en compte les bruits qui
peuvent parasiter le signal. On dénombre trois sources potentielles de bruits différentes : le bruit
généré par la caméra (bruit noir), le bruit di a I’amplification ¢€lectronique du signal (bruit de

lecture) et le bruit 1ié a la nature aléatoire de la lumiére (bruit photonique).
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3. Le principe de la résolution selon de la loi d’Abbe

Presque deux siécles plus tard, le microscope de Van Leeuwenhoek et Hooke évolua grace aux
travaux réalisés par Ernest Abbe. Ses travaux constituent jusqu’a nos jours les fondements de
la microscopie optique. En effet il démontra en 1873, par la formule qui porte son nom que la
diffraction de la lumicre provenant de I’échantillon et passant par les lentilles des objectifs
limitait la taille des plus petits objets que 1’on peut voir avec une telle instrumentation, a savoir,
200nm. Cette limite de taille dépend de la longueur d’onde de la lumiére (A) utilisée pour
illuminer 1’échantillon, de I’indice de réfraction (1) du milieu de propagation de la lumiére et

de I’angle de réfraction de la lumiére (sin ). La formule d’Abbe :

A
nsina

d =

Plus d’un siecle apres la formulation de cette loi les avancées technologiques n’ont eu de cesse
d’outrepasser cette limite et d’aller toujours vers I’infiniment petit dans le but d’étudier des

structures ou des phénomeénes biologiques et physiques infiniment petits.

B. Imagerie de super-résolution optique de fluorescence

La microscopie optique a, depuis toujours, représenté un outil trés privilégié dans la biologie
cellulaire. Elle permet non seulement 1’étude sur des structures vivantes mais aussi sur des
structures fixées. L’utilisation de marqueurs spécifiques permet 1’observation de petites
structures de 1’ordre du nanometre. De plus, la variété de biomarqueurs fluorescents constitue
un large choix de marqueurs non invasifs permettant la conservation des structures biologiques.
Cependant la taille des structures étudiées a 1’aide de la microscopie conventionnelle reste
relativement grande comparée a la taille réelle de certaines structures biologiques. En effet des
structures biologiques de quelques nanométres a quelques dizaines de nanomeétres ont pu étre

révélées et étudiées, grace a la microscopie électronique. Comme abordé précédemment, la
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taille du plus petit objet capable d’étre vu a I’aide d’un microscope optique dépend de la
longueur d’onde de la lumiére et de I’objectif utilisé. La limite de la résolution s’explique par
la diffraction de la lumiére. A partir des années 2000, des approches dites de super-résolution
ont commencé a voir le jour. La microscopie STED'?, la microscopie par illumination

structurée (SIM)>* et la microscopie de localisation de précision®”

sont des techniques
d’imagerie qui permettent actuellement de franchir la barriere de diffraction et d’étudier des
structures ou molécules a 1I’échelle nanométrique. Le sous-chapitre que nous allons developper
ci-dessous est composé de deux grandes parties. Dans la premiére partie nous faisons un rappel
sur les généralités de la microscopie optique de fluorescence, le principe, 1’utilisation et les

limites. Dans la deuxiéme partie nous discutons du développement des techniques de super-

résolution, leurs principes, leurs ulitisations et leurs limites.

1. Principes et limites de la microscopie optique de fluorescence

a- Les caractéristiques de la fluorescence

i- La fluorescence

La fluorescence est un événement caractérisé par 1’émission de photons apres absorption de la
lumiere par un objet (Figure 1). Le phénomene d’absorption a lieu lorsque dans un atome un
¢lectron capte (absorbe) 1’énergie d’un photon. En absorbant cette énergie I’électron passe d’un

niveau d’énergie stable (de faible énergie = niveau fondamental) a un niveau d’énergie plus

; E':E?Qt'ﬁ,n o Figure 1: Principe de la fluorescence a l'échelle
Ml e atomique. Représentation du déplacement des
électrons dans leurs orbitales apreés absorption
d'énergie et apres libération de cette énergie.
“The Bohr Model of the Atom”

) 'J_,\I*PIJJ - Source:
e http://www2.ucdsb.on.ca/tiss/stretton/chem1/elecon5.html

Altomic
De-excitation

m
~|&
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¢levé. L électron change alors d’orbitale atomique en passant du niveau fondamental (So) au
niveau excité (S1). Cependant, I’état excité n’étant pas un niveau stable, I’¢lectron va vite libérer
I’énergie captée. C’est ce que 1’on appelle I’émission, présentée au travers du diagramme de

Jablonski (Figure 2).

Ainsi I’émission est le phénomeéne qui se produit lorsque 1’¢électron quitte 1’état excité pour
retourner a I’état fondamental en libérant 1’énergie emmagasinée. Le retour entre 1’état excité
(S1) et I’état fondamental (S2) n’est pas direct (diagramme de Jablonski). Une fois a I’état exciteé,
un phénomene appelé la relaxation radiative conduit a une libération de chaleur. Cette libération
de chaleur constitue une perte d’énergie qui fait passer I’électron du niveau Si a un niveau
d’excitation légerement inférieure, le niveau Si’. A partir du niveau S’ I’électron revient a I’ état
fondamental So en émettant I’énergie restante. Ce processus de perte d’énergie par conversion

interne entraine un autre phénomene trés connu en fluorescence : le décalage de Stokes (Stokes

shift).

Figure 2: Diagramme de Jablonski

Source : http://mptel.ac.in/courses/102103044/module2/lec6/1.html

ii- Le décalage de Stokes

I1 se caractérise par une énergie d’absorption plus haute que I’énergie d’émission. Par
inversion la longueur d’onde d’absorption est plus petite que la longueur d’émission. Par

conséquent le pic du spectre d’émission est décalé vers les longueurs d’ondes plus grandes.
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Petit rappel historique

Stokes est le premier a avoir noté le phénomene de fluorescence (Figure 3). Il aurait utilisé la
lumiere qui passait au travers d’une vitre colorée en violet pour filtrer la lumiére du soleil et
illuminer un récipient qui contenait de la quinine mélangée a I’eau. Cette vitre teintée en violet
transmettait sélectivement une lumiere en dessous de 400nm. La lumiére violette était ensuite
absorbée par la quinine. Il aurait ensuite disposé un verre jaune de vin blanc sur le trajet de la
lumiere qui passait au travers du récipient. La lumiére incidente qui arrivait a I’ceil était alors

bleue, proche de 450 nm et provenait de la fluorescence de la quinine (Lakowicz book!?).

intensity

Stokes shift

F—

absorption emission

wavelength

Figure 3 : Le décalage de Stokes (Lakowicz book'® and hup.//wikipedia.qwika.com/en2pt/Stokes_shift )

iii- Les propriétés de la fluorescence

La lumiére émise est caractérisée par trois propriétés majeures : le rendement quantique, la

durée de vie de la fluorescence et le coefficient d’extinction.

¢ Le rendement quantique

Le rendement quantique est le rapport entre le nombre de photons absorbés et le nombre de
photons émis. Il détermine 1’efficacité d’une molécule fluorescente et est propre a chaque
fluorophore. Les molécules fluorescentes ont des rendements quantiques compris entre 0,1 et

1. Plus ce rendement est proche de 1 meilleure est I’efficacité de 1’émission.
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_ N, absorbés

Némis
e La durée de vie de fluorescence

La durée de vie correspond au temps moyen que va passer une molécule a 1’état excité avant de
revenir a 1’état basal. Les durées de vie de fluorescence des molécules sont généralement de

I’ordre de la dizaine de nanosecondes.
e Le coefficient d’extinction ¢

Le coefficient d’absorption représente la probabilit¢ qu’une molécule absorbe un photon. Plus
il est grand, plus ’intensité de la fluorescence sera grande pour une intensité d’excitation et un

rendement quantique identique.

b- Les molécules de fluorescence

Pour révéler les structures biologiques il faut des marqueurs spécifiques capables de reconnaitre
des sites localisés sur ces structures et dotés d’une capacité a émettre de la fluorescence apres
excitation. En microscopie optique on utilise généralement deux stratégies de marquages : soit
une immunochimie soit une fusion de protéines fluorescentes. Parmi les molécules
fluorescentes, il existe des protéines avec une fluorescence naturelle ou intrinséque dont
I’origine provient des acides aminés aromatiques présents dans ces protéines ou des cofacteurs
d’enzymes. Une autre catégorie de molécules fluorescentes est dite extrinséque car elles ne
possedent pas une capacité de fluorescence naturelle. Dans ce cas, un marquage est requis avec
des sondes (chromophores) qui ne sont excitables qu’avec des longueurs d’ondes plus élevées

que celles requises pour les fluorophores naturels.

De nos jours les marqueurs employés sont le plus souvent des fluorophores organiques, des

protéines fluorescentes ou bien des nano-cristaux (quantum dots)'!. Dans le cadre de mes
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travaux de thése je vais me focaliser uniquement sur les fluorophores organiques et les
protéines fluorescentes.
i- Fluorophores organiques

Ces sont des marqueurs de tres petite taille. IIs sont issus d’une synthése chimique et posseédent
de nombreuses doubles liaisons alternées. Pour que ces marqueurs puissent tre utilisés en
biologie ils sont trés souvent couplés a des anticorps spécifiques par liaisons covalentes.
L’utilisation de ses marqueurs permet une excitation et une émission dans une gamme de
spectres tres larges encadrant les limites extrémes du visible (bleu profond) au rouge lointain,
voire au-dela. Ces marqueurs sont relativement brillants et peuvent €tre éteints par un processus

de photoblanchiment. Quelques-uns de ses marqueurs sont cités dans le tableau 1.

Fluorophores Excitation Emission € Rendement
(nm) (nm) M 'em™) quantique

Alexa Fluor 488 495 519 71,000 0.92

Alexa Fluor 568 578 603 91,300 0.69

Alexa Fluor 647 650 665 239,000 0.33

Cy3 550 570 150,000 0.15

Cy5 649 670 250,000 0.28

Tableau 1: Propriétés de fluorescence de certaines molécules de la famille des Alexa Fluor et des
carbocyanines. Adapté de Dempsey et al. 2011

ii- Protéines fluorescentes

Ce sont des protéines ayant la propriété d’émettre une fluorescence naturellement. Elles peuvent
étre produites génétiquement dans une cellule. En effet le géne de la protéine fluorescente peut
étre fusionné in vitro au gene de la protéine d’intérét. Le géne recombinant est ensuite introduit
dans les cellules. Ces cellules vont ensuite synthétiser la protéine de fusion qui sera alors
fluorescente. La plus connue et la premiére des protéines naturellement fluorescentes est la GFP

(Green Fluorescent Protein) issue de la méduse Aequarea victoria'>. Il existe plusieurs variantes
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de cette protéine. Cette protéine a la particularité de ne pas étre spécifique d’une espéce ; elle
est relativement stable ; elle ne nécessite pas de substrat ; elle peut étre fusionnée a de multiples

protéines d’intérét.
c- La microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence constitue I'une des techniques majoritairement employées en
biologie cellulaire pour identifier la localisation des protéines.
i- Les principes de la microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence est une technique basée sur la détection de la fluorescence
provenant d’un marqueur fluorescent apres excitation, comme expliqué précédemment. Pour
ce faire il est nécessaire d’avoir une source lumineuse de forte intensité ou bien un laser pour
parvenir a exciter le fluorophore. La lumiére provenant de la source lumineuse rencontre un
premier filtre (filtre d’excitation) qui laisse passer uniquement la longueur d’onde d’excitation.
Puis elle est réfléchie a la surface d’un miroir dichroique avant d’illuminer 1’échantillon. La
lumiére d’émission provenant de 1’échantillon rencontre a nouveau le miroir dichroique en
passant au travers de celui-ci avant de traverser le filtre d’émission et de heurter le détecteur.
Dans le cas d’une microscopie a champ large, le signal récolté par le détecteur provient du plan
focal mais aussi de part et d’autre de ce plan. Le pouvoir résolutif de ce type de microscopie est
limité a 250nm en latéral et a 600nm en profondeur selon la théorie d’Ernest Abbe. L’invention
de la microscopie confocale par Adrian Minsky en 1953'* a été une révolution majeure en
microscopie de fluorescence. Elle a permis un gain de 30% de la résolution optique latérale
comparée a la microscopie de champ large. Cette microscopie consiste a éliminer tout signal

provenant des plans en dehors du plan focal par 1’utilisation d’un sténopé ou « pinhole » (« trou
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d’épingle »). Ce pinhole est situé avant le détecteur et sur le plan foyer optique de I’objectif et

permet d’atteindre une résolution de 170nm en latéral et 500nm en profondeur (Figure 4).

Figure 4: Principe de la microscopie confocale (Basil et al
2013)*.

ii- Les limites de la résolution optique par la diffraction:

Le critere de Rayleigh

La résolution est donnée par la PSF (Point Spread Function) dans le plan x-z, y-z et x-y. La PSF
est une fonction d’étalement de point. Elle est définie dans trois dimensions (x-z, x-y et y-z) ce
qui donne donc un volume. Sur un axe latéral, en 2D la PSF n’est pas un point mais une tache
avec des disques concentriques (tache d’Airy). En 2D la PSF peut étre rapprochée a la fonction

gaussienne!® suivante :

Iy exp(— (x —x0)% + (¥ — ¥0)?
oV2m 20°

PSF(x,y) =

Ou Io est I’intensité maximale, (Xo, yo) représentent les coordonnées du centre et ¢ est 1’écart-

type.
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La tache d’ Airy décrit le meilleur point de lumiére focalisée qu’une lentille parfaite peut donner
avec une ouverture circulaire. En revanche ce meilleur point de lumicre est limité par la
diffraction puisque le disque d’Airy sera le meilleur spot qu’on obtiendra dans la limite de la
diffraction de la lumiere. On ne pourra pas collecter des images au-dela de la limite de la
résolution du microscope. Deux disques d’ Airy non distincts montrent une incapacité a pouvoir
discriminer deux points rapprochés dans une image. Par contre deux disques parfaitement

distincts donnent la résolution de I’image (Figure 5).

La résolution est la distance a laquelle deux points voisins peuvent étre distingués
individuellement. Selon le critére de Rayleigh, la résolution correspond a la distance entre les
deux pics de disques d’Airy séparés par le premier minimum. Dans un milieu donné la
résolution dépend de 1’indice de réfraction de ce milieu et un disque d’Airy doit contenir un

seul et unique point.

La formule pour déterminer la résolution d’un systéme optique est la suivante :

r(x,y) = 0.61

nsina
. . .. 6 ‘1 . .
0 est I’angle qui va donner le premier minimum ; o = correspond a I’angle de diffraction ; n
est I’indice de réfraction ; A est la longueur d’onde d’excitation ; r est la résolution.
L’angle qui va donner le premier minimum a partir de I’ouverture est mesuré a partir de la

direction de la lumiére entrante et est donné par I’approximation suivante si on est dans 1’air :

i 6?—122/1
sin6 = 1,22

0 est I’angle qui va donner le premier minimum ; d est le diameétre du disque d’Airy ; A est la

longueur d’onde d’excitation.
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Dans le cas de la microscopie conventionnelle, la résolution est fixe et dépend de la longueur
d’onde utilisée. Cependant des techniques ont été développées récemment pour outrepasser

cette limite et obtenir des meilleures résolutions pouvant atteindre 1’échelle moléculaire.

Figure 5: Représentation de la tache d'Airy
https://www.nature.com/nmeth/journal/v14/nd/full/nmeth.4224.htm!

2. Développement des techniques de microscopie de super-résolution

La microscopie conventionnelle reste un outil de choix concernant 1’é¢tude des structures
biologiques a 1’échelle de la centaine de nanomeétres. Elle reste, en revanche, limitée lorsqu’on
veut étudier avec précision des structures a 1’échelle moléculaire et macromoléculaire du fait
de la diffraction. Dans un souci de pouvoir s’affranchir de cette barriere de diffraction et
améliorer la précision de localisation, au début des années 2000, des techniques dites de super-
résolution commencent a voir le jour. C’est le début d’une ere nouvelle qui permet de distinguer
des structures au-dela de la résolution optique des microscopies photoniques. Théoriquement,
elles permettent de distinguer deux fluorophores situés a une distance plus petite que 250nm

pour la microscopie de champ large ou 170nm pour la microscopie confocale.
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a- La microscopie de STED

Le STED (Stimulated Emission Depletion) consiste a exciter 1’échantillon avec le laser
d’excitation puis a superposer 1’émission de fluorescence simultanément avec un laser de
déplétion qui va balayer 1’échantillon afin d’éliminer la fluorescence a la périphérie de manicre
a former un « doughnut » avec une réminiscence de la fluorescence uniquement au centre du
« doughnut ». Cette technique permet d’atteindre 50 nm de résolution latérale en moyenne, en
réduisant la largeur de la PSF (Figure 6B). Bien que proposée dés 1994 par Hell et ses
collégues?, cette technique commence a avoir un véritable succés qu’a partir des années
2000, Quelques années plus tard la technique est étendue aux trois dimensions

multicouleurs'”.

Cette technique a ensuite évolué¢ avec 1’ajout du gain de la résolution dans les trois
dimensions'®!°. Le STED 3D permet de créer un « doughnut » dans 1’axe latéral mais aussi
dans I’axe axial donnant une meilleure résolution latérale et axiale comparée a une microscopie
confocale conventionnelle. La résolution attendue avec le STED 3D est de 50nm en latéral et
130nm en axial. Cette résolution peut étre améliorée théoriquement car elle dépend de la

puissance de la déplétion.
b- La microscopie a illumination structurée

Dans I’approche de microscopie a illumination structurée, la trajectoire de la lumiére est
similaire a celle de la microscopie de fluorescence a champ large. Une grille optique capable
de mouvements est employée, créant des lignes paralleles qui sont projetées sur 1’échantillon
dans les directions latérale (xy) et axiale (z). Les images sont acquises pendant que les grilles
sont en mouvement le long de 1’axe des x par translation. Ensuite une rotation de la grille
optique le long de I’axe y est appliquée avec des angles prédéterminés pour obtenir une

amélioration isotropique de la résolution (Figure 6A). Des franges de Moiré sont créées par les
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motifs de la grille et le signal provenant de 1’échantillon. Ces franges sont ensuite transmises
de I’objectif vers la caméra. Les images qui en résultent sont ensuite transférées dans 1’espace
de Fourier, ce qui va permettre la reconstruction des structures d’origine en enlevant les motifs
de la grille optique des franges de Moiré, étant donné que ceux-ci constituent la partie connue
dans le mélange, I’inconnue étant la structure de 1’échantillon®*. Pour obtenir une amélioration
de la résolution en profondeur, la projection de la grille est également structurée le long de I’axe
z. La section de résolution optique en profondeur est ainsi améliorée de deux fois, comparée a
celle obtenue en microscopie a fluorescence conventionnelle. Ainsi les résolutions théoriques
atteintes sont aux alentours de 120nm en latéral et 250nm en profondeur, en fonction de la

longueur d’onde employée®.

Figure 6 : Schéma représentant les principes des approches de microscopie de super-résolution SIM
et STED?'.(4) Principe de la microscopie d’illumination structurée. Le panel de gauche représente
une image avec les motifs appliqués lors de I’acquisition. Le panel central montre les trois rotations
de la grille et I’étape de reconstruction mathématique. Le panel de droite représente le schéma d’une
image reconstruite en SIM. (B) Principe de la microscopie de STED. Le panel de gauche représente le
balayage de I’échantillon par le laser a [’étape d’acquisition. Le panel central montre la forme de la
PSF lorsque I’échantillon est illuminé simultanément avec le laser d’excitation et le laser de
déplétion. Le panel de droite représente le schéma d 'une image STED.( Schermelleh 2010)*'
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c- La microscopie de localisation de molécules individuelles

i- Le principe de la microscopie de BaLM

En 2004 une nouvelle technique de super-résolution appelée imagerie de molécule individuelle
de haute résolution par photoblanchiment (« Single-molecule High-Resolution Imaging with
photobleaching (SHRImP) ») a été mise en application par Gordon et ses collaborateurs.
L’approche du SHRImP utilise les propriétés de photoblanchiment de sondes fluorescentes pour
mesurer la distance entre deux sondes fluorescentes attachées aux deux extrémités d’une
molécule d’ADN. Au cours de I’acquisition les sondes vont disparaitre irréversiblement par
photoblanchiment. Les molécules disparues vont étre localisées avec une précision de Snm et

une distance de séparation des sondes de 10 a 20nm??.

Basée sur le principe de photoblanchiment, SHRImP a servi de base au développement de
I’approche du BaLM en 2011. La microcopie de BaLM (Bleaching/blinking associated
Localization Microscopy) est basée sur la localisation des molécules fluorescentes qui
disparaissent par photoblanchiment”?. Elle utilise les propriétés intrinséques que possédent la
plupart des sondes fluorescentes communes (protéines fluorescentes ou fluorophores
synthétiques couplés aux anticorps) a photoblanchir ou a apparaitre par intermittence
(photoblinking). Lors d’une acquisition BaLM une dizaine de milliers d’images est acquise en
utilisant un microscope conventionnel (champ large, confocal ou TIRFM). Ensuite, chaque
image est soustraite de I’image précédente afin d’obtenir les molécules individuelles. Ainsi, au
fur et & mesure que I’intensité du signal disparait au cours du temps, dans la pile d’images
acquises, on isole individuellement chaque événement de photoblanchiment. A partir de la pile
d’images contenant les points isolés, une image de plus haute résolution est reconstruite. Dans
I’exemple montré dans la figure ci-dessous, les auteurs ont utilisé des cellules COS-7 dans
lesquelles ils ont marqué 1’alpha tubuline avec un anticorps couplé a 1’Alexa Fluor 488 pour

révéler les microtubules. Pour I’acquisition des images ils ont utilis¢é une camera EMCCD,
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associée a des grossissements secondaires pour avoir une taille de pixel de 61nm. Pour
démontrer que le BaLM fonctionne ils partent d’une image diffractée des microtubules (Figure
7A) et en zoomant dans une région de cette image (Figure 7B) on note clairement la limite a
distinguer deux filaments lorsqu’ils sont trés proches. Le panel C représente des molécules
provenant d’une soustraction d’image pour détecter les intensités des points qui ont disparu
(photoblanchiment)/apparu (photo-clignotement). Les intensités les plus fortes ont été définies
comme les molécules individuelles si leur rayon était inférieur a 2,5 fois la déviation standard
de la PSF de base (Figure 7E). Dans les panels D et F les graphiques représentent
respectivement le nombre de photons émis et la précision de localisation obtenue apres
ajustement des PSF par une fonction gaussienne. Rappelons que ces deux parameétres sont tres
importants pour améliorer la résolution. Pour obtenir une image BaLM toutes les images de
localisations (Figure 7G) ont été empilées pour former une image (Figure 7H). Enfin, le gain
de résolution a été mis évidence en tragant une ligne localisée au méme endroit sur 1I’image
diffractée et sur I’image BaLM. Sur le graphique représentant I’intensité en fonction de la
distance on peut clairement observer que la structure visualisée comme un seul filament dans
I’image diffractée, correspond en réalit¢ a deux filaments bien individualisés dans 1’image

BalLM’.

Ici les auteurs obtiennent bien un gain de résolution avec le BaLM puisqu’ils mettent en
évidence des structures faisant une soixantaine de nanometres, sachant qu’avec des approches

d’imagerie conventionnelle nous sommes limités a 250 nm.
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Figure 7 : Détection des molécules individuelles et reconstruction d'une image BalLM. (A) Image de
microtubules limitée par la diffraction en TIRF par l'emploi d'anticorps secondaires couplés a l'Alexa
Fluor 488. Les tétes de fleches montrent des billes utilisées pour le réalignement des images. (B) Image
agrandie de la zone encadrée en jaune dans (A). (C) Trois images consécutives représentatives des séries
d’images de soustraction de deux molécules avant et aprés photoblanchiment/photo-clignotement. (D) La
distribution du nombre de photons émis par les molécules individuelles (n=15microtubules). (E) La
localisation des deux molécules apparaissant dans ['image du milieu dans (C). (F) La distribution des
localisations de précision des molécules détectées en BaLM. (G) Démonstration schématique montrant
comment les molécules localisées a partir d’images différentes sont additionnées pour obtenir la
reconstruction d’'une image BaLM. (H) Représente la reconstruction d 'une image BalLM des microtubules
montrés en (B). (I) Représentation de [intensité (normalisée a 1) a partir d 'une ligne tracée sur l'image
diffractée en (B) (tracé violet sur le graphique) et sur la reconstruction BaLM en H (tracé bleu sur le
graphique). Barre d’échelle A : 5 um, B : 1 um C et E : 0,6 um (Burnett et al.2011)’.

ii- Le principe de la microscopie de dSTORM
C’est en 2006 que Rust et ses collaborateurs ont développé le STORM (STochastic Optical
Reconstruction Microscopy). L’approche du STORM utilise des molécules fluorescentes
synthétiques, telles que les Alexa Fluor et les Carbocyanines, couplées a des anticorps. Ces
molécules sont employées par paire composée d’un activateur et d’un récepteur. Initialement la
paire utilisée était la Cy3 (Aexc:532) comme activateur et la Cy5 (Aexc:633) comme récepteur.

On illumine avec le laser permettant 1’excitation de ’activateur et I’émission de ’activateur
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permet 1’excitation du récepteur. Une oscillation se produit entre 1’émission de 1’activateur et
I’excitation du récepteur pendant plusieurs cycles®. L’approche du dSTORM (direct STORM)
utilise une sonde fluorescente simple couplée a des anticorps et est basée sur la propriété que
possedent certaines sondes fluorescentes a osciller entre un état noir et un état d’émission de

fluorescence®?2429,

Les molécules fluorescentes passent dans un état appelé Triplet
correspondant a un état métastable de non fluorescence®. Le passage dans I’état Triplet
nécessite une tres forte puissance de laser de I’ordre du kilowatt par cm? et est facilité par la
présence d’une faible quantité d’oxygene (Figure 8A). Cette capacité a permuter d’un état a un
autre entraine 1’apparition de clignotements des molécules lorsqu’elles sont illuminées avec une
trés grande fréquence d’images par millisecondes. Plusieurs dizaines de milliers d’images des
événements de clignotement sont acquises puis le centre de masse de chaque point apparaissant
est localisé et consigné sous forme de coordonnées (x,y). Une méme molécule fluorescente

apparait plusieurs fois au cours de 1’acquisition avant de disparaitre définitivement par

photoblanchiment.

iii- Le principe de la microscopie de PALM

L’approche du PALM (PhotoActivable Localization Microscopy)’ a aussi été développée en
2006 par Betzig et ses collaborateurs et en parallele par Hess et ses collaborateurs. La
microscopie de PALM consiste a faire exprimer une protéine fluorescente. Cette protéine a pour
particularité de pouvoir étre photoactivée de maniere s€quentielle sur I’échantillon. Puis chaque
centre de masse des molécules est localis¢ de maniere individuelle et la PSF est affinée suivant
une courbe gaussienne. Enfin une image avec une meilleure résolution est reconstruite (Figure
8B). Théoriquement, la localisation de chaque molécule peut se faire avec une précision de

localisation pouvant aller en dessous de 10nm.
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Cette approche est similaire au dSTORM. La seule différence réside dans I’'utilisation de
protéines ayant des propriétés de photoactivation ou de photoconversion. Le terme
photoactivation désigne le passage d’une molécule d’un état de non-fluorescence a un état de
fluorescence et la photoconversion est le passage d’une longueur d’onde d’émission de

fluorescence a une autre.

Figure 8:Principes du dSTORM et du PALM®.(A)Diagramme de Jablonski et principe d’acquisition
du dSTORM (Van de Linde et al, 2011%). (B) Principe d’acquisition du PALM (Betzig et al, 2006)°.
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3. Applications des techniques de super-résolution

Bien que trés récentes, les techniques de super-résolution ont permis de comprendre de
nombreux phénomenes biologiques dont la localisation et I’organisation de certaines protéines
mais aussi la structure de certains organelles cytoplasmiques (Figure 9). Des techniques comme
le SIM et le STED ont permis 1’étude de structures comme le noyau et les pores nucléaires?'.
La trés grande précision de localisation du PALM et du dSTORM a permis d’étudier
’organisation de certains organelles comme les lysosomes® ou des composés du complexe
d’adhésion comme la Vinculin et I’alpha-actinine®’. Le PALM/dSTORM posséde un avantage
considérable par rapport aux autres techniques de super-résolution (SIM et STED). Il s’agit de
la possibilité¢ de réaliser une illumination TIRF (Total Internal Reflexion Fluorescence) qui
permet d’imager a la membrane des cellules et sur une épaisseur tres fine (jusqu’a 200nm de
profondeur). Ce mode d’illumination est basé sur I’inclinaison du laser d’excitation jusqu’a
atteindre un angle critique, qui conduit a la création d’ondes évanescentes. Ainsi I’excitation
des molécules se limitera a I’épaisseur de ces ondes d’évanescence®’. Dans le domaine qui nous
intéresse, I’immunologie, ’emploi des techniques de super-résolution commence a prendre
place avec 1’é¢tude de 1’organisation de certaines protéines membranaires comme le TCR a la
synapse immunologique®*. Cette étude a laquelle nous faisons référence, montre par une
approche de microscopie de dSTORM que le TCR est organisé¢ en clusters de taille
nanométrique au centre de la synapse immunologique lorsque les lymphocytes T sont activés.
Les précisions apportées par cette étude sur 1’organisation et 1’activation du TCR sont tres
importantes et nous ont permis de nous interroger sur 1’organisation d’autres récepteurs a la
synapse immunologique. En effet 1’organisation précise d’autres récepteurs tels que les
molécules d’adhésion a la synapse immunologique, dans le cadre des cellules T cytotoxiques,
reste a étudier. Les approches de super-résolution constituent donc des outils forts intéressants

pour I’étude en détails de ces molécules.
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Figure 9:Comparaison d'une méme cellule COS-7 exprimant la protéine lysosomale
transmembranaire CD63 marquée par une protéine photoactivable : PA-FP kaede TIRF (A) et PALM
(B) (Betzig et al.2006)’.
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Il. Réle de Pintégrine LFA-1 dans les lymphocytes T
CD8*

A. Les intégrines des leucocytes

I existe trois grandes familles d’intégrines connues dans les leucocytes : LFA-1, Mac-1 et
P150, 95°°7. Ce sont des protéines d’adhésion majeures qui permettent aux leucocytes de
s’accrocher sur les cellules endothéliales et de migrer au travers. Elles ont ét¢ identifiées a 1’aide
d’anticorps monoclonaux particuliers reconnaissant des classes particuliéres de leucocytes chez
I’homme et chez la souris. Elles sont connues comme étant cruciales dans I’efficacité de la lutte
contre les infections et leur absence privilégie les infections récurrentes. En effet les intégrines
des leucocytes sont primordiales pour le recrutement des cellules immunitaires du sang vers les
sites d’infections et pour la formation du contact avec les cellules présentatrices d’antigénes®>.
Mac-1 connue encore sous le nom d’OKM1 ou Mo-1 est exprimée majoritairement a la surface
des macrophages, des cellules tueuses naturelles (NK : Natural Killer), des monocytes et des
granulocytes, mais pas dans les lymphocytes T*’. LFA-1 (CD11a/CD18 ou TA-1*!) est requise
pour les activités fonctionnelles et la migration des lymphocytes T et des NK**42, LFA-1 et
Mac-1 ont une distribution cellulaire distincte et n’ont pas de réaction croisée®. Il existe aussi
d’autres intégrines appelées VLA et sont généralement exprimées dans les lymphocytes. Elles
apparaissent tardivement aprés I’activation des lymphocytes (very late after activation). On
dénombre jusqu’a 5 VLA différentes*. Dans le cadre de cette thése uniquement LFA-1 a été
¢tudiée. Dans les chapitres et paragraphes qui suivent nous nous focalisons donc sur LFA-1,
sur son role dans les lymphocytes T et sur pourquoi elle est particulierement importante dans
les lymphocytes cytotoxiques. Un encart présentant les autres LFA précede le début du prochain

paragraphe.
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Leukocyte Function-Associated

Les autres Leukocyte Function-Associated antigen®>4>4°

Il existe trois LFA connues: LFA-1, LFA-2 et LFA-3. LFA-2 et LFA-3 semblent étre
spécifiques aux fonctions des lymphocytes T. LFA-3 ou CD58 est exprimée a la surface des
cellules présentatrices d’antigénes ou a la surface des macrophages. Elle se lie a son ligand CD2
exprimée sur les lymphocytes T et sur les cellules tueuses naturelles (NK). D’autre part les
anticorps anti-LFA-1 et anti-LFA-2 inhiberaient les activités des leucocytes en se liant aux
cellules effectrices tandis que les anticorps anti-LFA-3 se lieraient aux cellules cibles pour
inhiber la fonction cytotoxique. Ainsi les autres LFA sont requises pour la liaison avec les
cellules cibles mais ne sont pas toutes exprimées dans les cellules effectrices. Cependant
I’inhibition seule de la protéine LFA-1 suffit a induire des défauts fonctionnels dans les

cellules®.

B. LFA-1 est une molécule importante dans la naissance des

lymphocytes T

Le rdle du systéme immunitaire est de défendre notre organisme contre I’intrusion de corps
étrangers. Ce processus se fait grice a la capacité des cellules immunitaires a distinguer le soi
du non-soi. Dans la réponse immunitaire trois types de cellules sont connus comme participant
activement a I’¢élimination des pathogenes: les lymphocytes, les cellules NK et les macrophages.
Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux lymphocytes T cytotoxiques, impliqués
particulicrement dans la réponse immunitaire adaptative. Cette réponse contrairement a la
réponse innée est plus spécifique et plus efficace dans 1I’élimination des cellules infectées (virus,

bactéries ou parasites) ou tumorales. En effet ces cellules sont capables de reconnaitre de
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maniére spécifique des antigénes grace a leur TCR (T Cell Receptor). Environs 95% des
lymphocytes T expriment un TCR composé d’une chaine o et d’une chaine P, les autres
exprimant une chaine y et une chaine 6. Dans le cadre de notre étude nous décrirons seulement
les lymphocytes T exprimant le TCRgg. 11 est important de noter que les lymphocytes T résultent
d’un processus de différenciation et de maturation a partir de progéniteurs lymphoides. Toutes
ces étapes vont avoir lieu dans le thymus*’ et requiert ’expression de LFA-1%%. Nous allons
brievement décrire ce processus car il nous sera important pour comprendre en quoi les

lymphocytes T sont des cellules essentielles dans notre systéme immunitaire.

1. Du progéniteur lymphoide commun a un lymphocyte T spécifique : étape

sous le contrble de LFA-1

Les lymphocytes T dérivent de progéniteurs lymphoides communs et sont caractérisés par le
TCR et son corécepteur CD3 (Cluster of Differentiation 3) en association avec deux autres
corécepteurs CD4 ou CDS. En effet le complexe TCR/CD3 est propre aux lymphocytes T et
permet une reconnaissance des peptides antigéniques spécifiques présentés par le CMH
(complexe majeur d’histocompatibilité¢). Ce mécanisme de reconnaissance est important et
assure une réaction spécifique des lymphocytes T contre les peptides du non-soi et minimise la

réaction contre des peptides du soi.

a- Entrée des progéniteurs lymphoides dans le thymus

Les progéniteurs lymphoides quittent la moelle osseuse pour aller vers le thymus via la
circulation sanguine grace au chimiotactisme. Ils vont entrer dans le thymus par extravasion a
travers les vaisseaux sanguins situés proche des zones cortico-médullaires thymiques®. Ce
processus est sous le contréle de certaines chimiokines capables d’activer les intégrines a la
surface des cellules lymphoides (LFA-1, les intégrines a4) afin de permettre I’accrochage puis

I’extravasion au niveau des cellules endothéliales qui expriment leur ligand (ICAM-1 et V-
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CAM-1)*"471 Les thymocytes au sein du thymus vont migrer d’une région a une autre du
thymus afin d’y subir les différentes stades de différenciation et I’engagement vers la lignée
lymphocytaire T est stimulé par le récepteur Notchl. En effet I’environnement constitué par les
cellules stromales thymiques est propice au développement des lymphocytes T en favorisant la
prolifération et I’acquisition de certains marqueurs (CD?3) et interleukines (IL-7). A ce stade les
progéniteurs sont dits doubles négatifs. Autrement dit, ils ne possedent ni CD4 ni CD8 (CD4"
CDg&"). Ensuite, dés que la prolifération est terminée, les thymocytes sont capables d’exprimer
les génes RAGI1 et RAG2 nécessaires au réarrangement des genes codant les chaines a et § du

TCR47’49’52.

2. Expression du pré-TCR

A partir des progéniteurs doubles négatifs il va y avoir un réarrangement de I’ADN au niveau
des locus codant la chaine 3 car produit en premier. Puis la chaine  s’associe a pTa (chaine o
de substitution) et avec CD3 pour former le pré-TCR. Cette association conduit a la
prolifération de thymocytes double positifs (DP) pré-TCRY, ¢’est-a-dire qu’ils possédent un
préTCRY, et sont CD8"CD4". Le réarrangement génétique du locus de la chaine o du TCR se

fait au stade DP et les cellules expriment ainsi le TCR néosynthétisé>>.

3. Education des thymocytes DP TCR*

Une fois le TCR exprimé a la membrane des cellules celui-ci va subir un controle de qualité a
travers deux sélections : positive et négative. Elles ont pour but de garder les TCR capables de
reconnaitre un antigene présenté par les CMH de I’individu (sélection positive) puis d’éliminer

les TCR ayant une tres forte affinité avec les antigénes du soi (sélection négative).
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C. Différenciation des thymocytes en lymphocytes T CD4 ou

CD8

Le réarrangement génétique conduisant a I’expression du TCR a pour but de produire des
lymphocytes T possédant des TCR différents. Cependant, ces TCR doivent répondre a certaines
exigences, a savoir : 1) étre capables de transmettre un signal au lymphocyte ; 2) pouvoir
reconnaitre les molécules du CMH de I’organisme qui leur présentent les antigenes ; 3) ne pas
étre spécifiques des composants du soi.

Tous les thymocytes qui satisfont ces conditions vont étre sélectionnés positivement, les autres
subissent une mort par apoptose (Figure 10). Par conséquent, les thymocytes DP vont perdre
un marqueur et devenir des simples positives (SP) CD4" ou CD8". La reconnaissance du TCR
des molécules de classe I ou I du CMH est déterminante dans la conservation de 1’un ou I’autre
marqueur (CD8 ou CD4). Les lymphocytes CD8" reconnaissent généralement des molécules
présentées par le CMH de classe I et les lymphocytes CD4" reconnaissent CMH de classe 11°*°
(Figure 10). Les lymphocytes T ainsi différenciés vont sortir du thymus pour aller se loger dans
les organes lymphoides primaires. Toutefois, cette sortie nécessite, en plus de la molécule
d’adhésion LFA-1, un remodelage actif du cytosquelette d’actine>®.

En effet une protéine de la famille des Formins : mDial habituellement connues pour participer
a la nucléation du cytosquelette d’actine est impliquée dans le trafic des lymphocytes T. Une
¢tude menée en 2007 montre que I’absence de la protéine mDial induit une diminution des
lymphocytes T puisque les cellules mDial déficientes perdaient la capacité de nucléation de
I’actine, de polarisation, de migration et d’une réponse immunitaire efficace’®.

Une autre protéine impliquée dans la régulation de la polymérisation de I’actine, la Coronin 1A
a été reportée comme primordiale dans la migration des thymocytes et des lymphocytes T. Elle

est impliquée dans I’inhibition du complexe Arp2/3 en charge de la polymérisation de 1’actine.
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Une déficience de cette protéine régulatrice entraine une diminution de la migration et une
augmentation de la mort cellulaire car I’actine est hyper-polymérisée’’-®,
Nous verrons dans les chapitres suivants les protéines qui sont impliquées dans le remodelage

de la structure d’actine.

Figure 10: Schéma de la différenciation des lymphocytes T (Savino
2006)”

1. L’activation des lymphocytes T CD8*: naissance de cellules tueuses

professionnelles cytotoxiques

Nous venons juste de voir que les lymphocytes T CD8" sont des lymphocytes T qui expriment
un corécepteur CDS8 en plus du complexe TCR/CD3 suite aux différentes étapes de sélection
opérées dans le thymus. Ces lymphocytes T sont dits naifs car n’ayant jamais rencontré
d’antigenes et circulent dans les organes lymphoides périphériques et dans le sang. Ils sont
capables de reconnaitre des peptides antigéniques présentés par le CMH de classe 1 d’une

cellule présentatrice d’antigéne (CPA). Lorsque le lymphocyte T CD8" naif rencontre un
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peptide antigénique présenté a la surface d’'une CPA, il ralentit sa course et s’arréte. L’activation
du TCR induit la formation d’un contact trés ferme, médié¢ par LFA-1, entre le lymphocyte T
CDS8" et la CPA. La zone de contact constitue une structure particuliére appelée la synapse
immunologique®-®!. Une prolifération clonale rapide et une différenciation effectrice s’ opérent,
suite a ’activation. Sous les 4 a 5 jours qui suivent, les cellules clonales se chargent en granules
cytotoxiques spécifiques contenant de la perforine et des granzymes®?. En effet une étude
réalisée en 1997 nous montre que les CD8" effecteurs expriment un taux plus élevé des génes
codant pour la perforine et le granzyme B mais aussi pour le ligand FasL, transformant ainsi les
CDS8*, en CD8" cytotoxiques spécifiques et hautement chargés®®. Une autre étude réalisée en
2011 a d’ailleurs montré qu’a la synapse immunologique le chargement des granules lytiques
(perforine, granzymes A et B) se faisait progressivement a I’intérieur des lysosomes LAMP17%4,
Les lymphocytes T CD8" deviennent ainsi des CTL (cytotoxic T lymphocytes) c’est a dire des
cellules armées de la réponse immunitaire adaptative capables d’éliminer toute cellule infectée

ou tumorale.

Nous discuterons plus en détail du rdle de la synapse cytotoxique dans le chapitre I11.

2. Activation des lymphocytes T CD4 : coopération cellulaire avec les

lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CD4" effecteurs sont capables d’activer les lymphocytes T cytotoxiques,
les lymphocytes B et les macrophages d’ou le nom de lymphocytes Th (Lymphocytes T CD4*
helper ou T auxiliaires). Ils ont pour fonction d’activer les autres lymphocytes en secrétant des
substances solubles appelées cytokines.

Les lymphocytes T CD4 " naifs sont capables de reconnaitre des peptides du CMH II d’une CPA
via son TCR. Le contact formé entre les deux cellules constitue la synapse immunologique et

aboutit a I’activation du lymphocyte T CD4" naif. Le lymphocyte activé va ensuite se multiplier
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et donner des clones composés de plusieurs milliers de cellules identiques. Ces clones
expriment au niveau de leur membrane le récepteur a I’IL-2. La production de I’IL-2 fait suite
a P’activation du lymphocyte. L’IL-2 est nécessaire pour 1’entrée dans le cycle cellulaire et la
multiplication des lymphocytes T clonaux. Le signal transduit, induit I’expression de nouvelles
protéines qui attribuent de nouvelles fonctions au lymphocyte T CD4". Ce dernier se différencie
en cellule effectrice. Cette différenciation est sous le contrdle de la nature du signal fournit par
les cytokines sécrétées par la CPA et conduit a I’émergence de lymphocytes T effecteurs de
type Thl, Th2, Th17.

Les lymphocytes Th1 sont produits pour répondre contre des micro-organismes intracellulaires.
Leur différenciation est modulée par les cytokines IL-12 et IFN. (Interféron 7). Les
lymphocytes Th2 sont produits lors de réponse humorale en réponse aux micro-organismes
extracellulaires comme les vers. Leur différenciation est induite par I’IL-4%. Les lymphocytes
Th17 sont produits en réponse aux agressions des muqueuses par les bactéries ou champignons.
Leur différenciation est modulée par les cytokines IL-6, TGF-p (facteur de croissance

transformant), 1L-23 et IL-21.

La reconnaissance des peptides antigéniques présentés par le CMH est primordiale dans la
capacité des CTL a éliminer les cellules infectées ou tumorales. La formation d’un conjugué
entre CTL et CPA est la conséquence de ’activation du TCR. Néanmoins, il arrive que la
réponse immunitaire €échoue soit par €limination des cellules saines du soi: réponse auto-
immune, soit par la difficulté a éliminer des cellules infectées ou tumorales: immunodéficience.
Dans ces travaux de thése nous allons voir comment la qualité d’activation d’une molécule
d’adhésion cellulaire controle la qualité d’¢élimination des cellules cibles dans le cadre d’un

syndrome d’immunodéficience appelé le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS).
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D. La molécule d’adhésion de LFA-1 : un systéme clef-serrure de

choix contrélé vers un ancrage de qualité

Dans notre étude nous avons mis le focus sur les lymphocytes T CD8". De nombreux travaux
datant des années 80 nous révelent que LFA-1 est étroitement impliquée dans la réponse
immunitaire et que son absence conduit a des infections bactériennes récurrentes chez des
patients LFA-1 déficients®®®. Son expression a la surface des cellules est requise pour le
développement des progéniteurs lymphoides, le recrutement des leucocytes vers les sites
d’inflammation, D’entrée et la sortie dans les ganglions lymphatiques, la migration et
I’élimination des cellules infectées®!. Le maintien intact de la molécule de LFA-1 a été étudiée
comme étant primordial dans le homing, dans la réponse allergique® et dans la sortie des
lymphocytes T des ganglions lymphatiques’®. Nous allons voir dans les paragraphes qui suivent
comment se présente la molécule de LFA-1, comment elle interagit dans le contexte de la
formation de la synapse mais aussi quelles sont les signaux de transduction nécessaires a son

activité.

1. Description de LFA-1

LFA-1 est une molécule d’adhésion impliquée dans 1’adhérence ferme des cellules. Elle est
exprimée a la surface des leucocytes et dans la plupart des cellules des tissus lymphoides’!. Elle
a été décrite comme s’exprimant majoritairement dans les lymphocytes T et B mais avec une

expression 3,5 fois plus élevée dans les lymphocytes T2,

En tant que protéine transmembranaire, LFA-1 est constituée d’un domaine extracellulaire,
d’un domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique ce qui lui permet une
communication avec ’environnement extracellulaire et intracellulaire’. C’est une molécule

formée d’une association hétérodimérique entre deux sous-unités CD11a (aL) et CD18 (B2)*74,
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La distinction de LFA-1 des autres intégrines réside sur la similarité entre les sous unités. Les
intégrines des leucocytes sont dans leur majorité des intégrines B2 c’est-a-dire qu’elles portent
toutes une sous-unité B identique. Par contre leur sous-unité a est différente d’une intégrine a
Iautre?®*7! Nous allons voir en quoi cette distinction est importante ainsi que le role de chaque

sous-unité de LFA-1.

a- La sous-unité aL ou CD11a

LFA-1 se distingue des autres intégrines par sa sous-unité¢ a. Celle-ci est composée de trois

domaines distincts : extracellulaire, transmembranaire et intracytoplasmique.

La partie extracellulaire de la sous-unité a posséde un site de liaison aux cations divalents
appelé MIDAS (metal ion-dependent adhesion site)”>’®. MIDAS est un site localisé au I
domaine pouvant loger des cations Mg®" ou Mn?". La présence de cations dans ce site est
suffisante pour induire un changement de conformation de LFA-1 favorisant la liaison avec son
ligand. Donc la liaison de cations au site MIDAS régule I’interaction entre LFA-1 et son ligand.
C’est la raison pour laquelle, la plupart des inhibiteurs allostériques ou anticorps bloquant la
liaison entre LFA-1 et son ligand visent essentiellement le site MIDAS”**°, Naturellement, on
peut se demander si en plus d’étre important pour la liaison au ligand, le I domaine serait crucial
a I’expression de la sous-unité alL. Une étude a démontré que 1’absence du I domaine n’a pas
d’effet sur I’expression de la sous-unité alpha, par contre elle restreint toute liaison avec un
ligand®!. Une autre question serait comment LFA-1 se partage le I domaine entre ICAM-1 et
les autre ICAMs. Autrement dit, est-ce qu’ils lient tous le méme site du I domaine. Il a été
reporté que chaque I domaine possédait un site différent pour chaque ligand. Bien que les sites
dans le I domaine se chevauchent, ils se distinguent les uns des autres. De ce fait, méme si les

différents ligands sont stimulés par les mémes conditions, LFA-1 les lie sélectivement®? 4,
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Enfin une récente étude montre que le I domaine existerait sous trois états (conformations) qui

vont réguler le processus de liaison pour la fonction physiologique de LFA-1%,

Le domaine intracytoplasmique de ol est composé d’une séquence d’acides aminés
hautement conservée, KXGFFKR (lysine-x-glycine-phenylalanine-phenylalanine-lysine-
arginine)®. Cette séquence est trés importante dans la stabilité de 1’adhésion car elle est requise
dans la séparation entre la sous-unité oL et la sous-unité B2 lorsque LFA-1 est activée®” . En
effet, le changement de conformation lors de 1’activation de LFA-1 provoque une séparation
des sous-unités aL et B2 a leur portion intracytoplasmique®'. Plus clairement KXGFFKR se lie
a la calréticuline, une protéine de 60kDa. Cette liaison permet de stabiliser I’adhésion. Le défaut
de calréticuline a été démontré comme inhibant la liaison des cellules®-*>°*. Finalement, bien
qu’importante pour 1’adhésion, la partie intracytoplasmique de CD11a n’est pas nécessaire pour
I’interaction de I’intégrine avec le cytosquelette d’actine. Seule la sous-unité B2 interagit avec
les protéines du cytosquelette d’actine mais cela n’empéche pas la nécessité d’avoir la sous-

unité aL intacte pour avoir une bonne adhésion.

b- La sous-unité 2 ou CD18

La sous-unité B2 de LFA-1 est constituée d’un domaine extracellulaire, transmembranaire et
intracytoplasmique.

La région extracellulaire de la sous-unité B2 posséde elle aussi un site de liaison aux cations
divalents, MIDAS®. Des mutations sur la sous-unité B2 entrainent une perte partielle ou
compléte dans I’association avec la sous-unité a.

La portion intracytoplasmique est constituée d’un motif NPXY/F qui interagit avec le
cytosquelette d’actine via de nombreuses protéines d’adhésions’ %2, Le role de cette sous-unité
a été mis en évidence chez des patients présentant un défaut d’adhérence des leucocytes. Les

auteurs de cette étude ont montré que I’absence de la sous-unité B2 était a 1’origine de ces
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défauts d’adhérence’®. On peut donc en déduire I’importance de la liaison avec les partenaires

intracytoplasmiques dans I’adhérence des cellules immunitaires.

Figure 11: Les différentes sous-unités de LFA-1. (A) les différents domaines des sous-unités alpha et
beta. La barre violette verticale représente la membrane plasmique. (B) Une vue de coté de la structure
du I domaine de LFA-1. Un ion de Mg* dans le MIDAS est représenté par une sphére jaune (Yuki et
al.2010)”

2. ICAM-1 : le principal ligand de LFA-1

LFA-1 peut se lier a différents ligands par les nombreux sites présents au I domaine: ICAM-1,
ICAM-2, ICAM-3, ICAM-5 et JAM-1 dans les contextes de migration et de synapse
immunologique®>** %!, Dans le cadre de cette thése seule I’interaction LFA-1 et ICAM-1 a été

étudiée, les caractéristiques des autres [CAM ne seront donc pas décrites.

ICAM-1 (CD54) est une glycoprotéine transmembranaire. Elle est exprimée a la surface des
leucocytes et des cellules endothéliales. C’est le ligand requis pour LFA-1 lors de I’interaction
entre les cellules immunitaires et leurs partenaires cellulaires (cellules endothéliales, cellules
dendritiques ou cellules présentatrices d’antigeénes...) ou entre les cellules immunitaires et les

tissus environnants'%*1%, Des études ont montré que I’emploi de drogues ou d’anticorps
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(TS1/22) qui se lient au I domaine (domaine contenant le site de liaison d’ICAM-1) inhibait la

liaison avec LFA-1. En conséquence la liaison des lymphocytes T était modifiée'?’.
Le contact entre les cellules immunitaires sera décrit dans le chapitre qui suit.

Comme nous venons de le voir, le maintien de I’intégrité des sous-unités de LFA-1 est
primordial pour la liaison au ligand et le site MIDAS joue un rdle trés important dans cette
liaison. Cependant le résultat d’une adhérence ne se résume pas a la simple liaison entre LFA-
1 et ICAM-1 mais requiert un lien physique avec des partenaires intracytoplasmiques. De
nombreuses études antérieures ont reporté 1I’importance de ces partenaires intracytoplasmiques
dans ce qu’on appelle, des zones d’adhésion focales dans les cellules COS. Grace a la
microscopie de super-résolution on sait maintenant comment sont organisées la plupart des
protéines qui interagissent avec les intégrines'®®. En revanche, les études de LFA-1 et de ses
partenaires intracytoplasmiques avec les mémes précisions dans les lymphocytes T restent a

définir.

3. Activation de LFA-1 : interaction LFA-1/ICAM-1

Les leucocytes circulant dans le sang ont leurs intégrines LFA-1 inactives, ¢’est-a-dire qu’elles
ne sont pas liées a leurs ligands. La liaison des récepteurs aux chimiokines induit 1’activation
des intégrines. Ce mécanisme entraine un ralentissement puis un arrét des leucocytes lors de
I’interaction avec les cellules de 1’endothélium, leur permettant ainsi, de le traverser et de

rejoindre un site d’inflammation.

L’activation de LFA-1 est caractérisée par I’affinité avec son ligand ICAM-1 et par I’avidité.
L’affinité peut étre définie comme la capacité d’un ligand a se fixer au récepteur en fonction du
nombre de molécules présentes. Cette association est déterminée par la vitesse de fixation des

ligands aux récepteurs et dépend de la concentration. Toutes les cellules n’expriment pas le
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méme nombre de LFA-1. Une étude menée en 2014 par Chakraborty et ses collégues par la
technique de FRET dans une solution, a permis de déterminer la concentration d’ICAM pour
lier 50% des LFA-1 (constante de dissociation). Les auteurs ont utilis€ une protéine
recombinante LFA-1 conjuguée a I’ Alexa Fluor 488 en tant que donneur et un hICAM-1-D1-
D2-Fc conjugué a 1’Alexa Fluor 555 en tant qu’accepteur dans une solution. Le FRET a lieu
lorsque LFA-1 et ICAM-1 sont liés. La constante de dissociation mesurée est de 17.9361+
34nM!%, autrement dit, c’est la concentration en ICAM-1 requise pour lier 50% des LFA-1
présentes dans la solution. L autre terme caractérisant ’activation de LFA-1 est ’avidité. C’est
un phénomene induit par une agrégation des molécules de LFA-1, augmentant ainsi, la
probabilité d’interaction entre ICAM-1 et LFA-1 et par la méme la force de I’adhésion®>!1%111,
L’affinité de cette liaison varie en fonction de 1’état d’ouverture de la molécule de LFA-1. Trois
états principaux de conformation ont été décrits: état d’affinité faible, intermédiaire et haute.
Lorsque I’intégrine est inactive, elle est repliée sur elle-méme ce qui rend 1’acces au I domaine
difficile et réduit ainsi la possibilité de fixation du ligand (panel de gauche, Figure 12). La forme
intermédiaire étendue représente une affinité intermédiaire avec le ligand (panel du milieu,
Figure 12). Enfin, la forme étendue ouverte correspond a une forme de haute affinité avec le
ligand (panel de droite, Figure 12). Ces différents états de conformation de LFA-1 peuvent étre
révélés par I’emploi d’anticorps capables de reconnaitre spécifiquement chaque forme comme

indiqué sur le Figure 12 (mAb HI111, mAb KIM127, mAb 24, respectivement)3*-9%:112-118

Dans ce paragraphe nous nous sommes efforcés de décrire ce qui caractérise 1’état d’activation
de LFA-1. Hors il serait tres important de comprendre quels stimuli présents dans 1’organisme
sont capables de moduler 1’activation de la molécule de LFA-1. Deux processus de signalisation
ont ét¢ décrits comme voies d’induction de changement de conformation de LFA-1: la

signalisation Inside-out et la signalisation Outside-In.
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mAb
HI111

Figure 12: Les différentes conformations de la molécule de LFA-1, révélées par
microscopie de transmission électronique (Adapté de Nishida et al.2006 et Evans et

al.2009)'1193,

a- Inside-out signalling

Dans ce processus d’activation, les signaux qui modulent I’activit¢ de LFA-1 sont
intracellulaires. Ces signaux transmis de 1’intérieur de la cellule résultent de la stimulation ou
de Dl’activation d’autres récepteurs (TCR ou récepteurs aux chimiokines). La cascade de
signalisation en aval de ces récepteurs activés induit le recrutement de protéines de signalisation
et de protéines associées au cytosquelette d’actine a la portion intracytoplasmique des sous-
unités aLet B2 de LFA-1'". La signalisation « inside-out » est soit induite par des chimiokines,

des cytokines, ou des agents chemoattractants pour initier une migration ou une transmigration,
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soit enclenchée par les événements qui s’operent lors de la formation de la synapse par
I’intermédiaire du TCR '?°'22, Ce deux signaux, bien que différents aboutissent au méme
résultat, a savoir I’activation de LFA-1. On peut donc se demander si les événements déclenchés
en aval pour chaque voie de signalisation et leur degré d’activation de LFA-1 sont comparables.
Effectivement, comme illustré sur le schéma de la Figure 13, 1’activation via le complexe
TCR/CD3 par liaison du TCR au CMH induit le recrutement de la protéine kinase Src qui active,
a son tour, LCK par phosphorylation. L’activation de LCK favorise le recrutement de la
protéine ZAP-70 vers le complexe TCR/CD3. Son interaction avec LAT active la protéine SLP-
76 via la PLC-y1 (phospholipase C). La PLC-y1 est impliquée dans la génération du Ca?" et de
DAG nécessaires a I’activation des protéines GEFs requises pour 1’activation de Rap1!23-12°,
En conséquence la PLC a été reportée comme étant trés importante pour 1’activation de LFA-1
lors de la formation de synapse via le TCR!'?*  travers Rap1. En effet I’activation de SLP-76 la
rend capable de se lier a deux types de protéines et de former deux complexes distincts. Ces
complexes ont pour role d’activer deux voies de signalisation ayant pour but I’activation du
remodelage du cytosquelette d’actine via la protéine WASP (montrée en vert, Figure 13) ou
VASP (montrée en rouge, Figure 13) et I’activation de LFA-1 via RapL. Dans la voie qui relie
a ’activation de LFA-1, SLP-76 interagit avec ADAP pour activer SKAP-55. Cette activation
a pour conséquence l’activation des RapGTPases Rapl et Rap2 par CALDAG-GEFI a la
membrane de la cellule, conduisant ainsi au recrutement de RapL a la portion intracellulaire de
aL. Cette cascade de signalisation est a I’origine du recrutement des molécules associées aux
protéines d’adhésion comme la Kindelin-3 et la Talin (montrées en bleu, Figure 13). Ces
derniéres interagissent avec la portion intracellulaire de la sous-unité f2. Les signaux transmis
entre les molécules recrutées sous la sous-unité B2 et le cytosquelette d’actine vont induire un
changement de conformation de LFA-1. De nombreuses études réalisées par le passé ont reporté

que parmi toutes les molécules du complexe d’adhésion la Talin est la molécule qui se lie
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physiquement a la sous-unité 2. En réalité, la Talin posséde une téte composée d’un domaine
FERM qui interagit directement avec 2. La queue de la Talin représente la portion qui interagit
avec le cytosquelette d’actine. Autrement dit un enrichissement en Talin s’effectue directement

sous I’intégrine sous sa conformation de haute-affinité!!”-126-128,

Figurel3: La signalisation Inside-out sous le TCR et via les récepteurs aux chimiokines
(zhang et al.2012)"%.

Les récepteurs aux chimiokines sont connus comme capables d’activer d’autres phospholipase
C (PLC) impliquées dans la génération du Ca*" et de DAG nécessaires a I’activation des
protéines GEFs requises pour ’activation de Rap1'?*!24, En effet I’étude réalisée en 2004 par
Katagiri et ses collaborateurs a montré qu’une déficience en PLC-y1 dans les cellules Jurkat,
conduisait a une diminution de I’activation de Rap1 sous le TCR et de I’adhésion avec ICAM-
1. En revanche I’activation de Rapl et de I’adhésion induit par la chimiokine SDF-a étaient

maintenues intactes'%.
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On pourrait se référer a d’autres études menées par différentes équipes qui ont montré que
I’absence de RapL induisait un défaut d’adhésion en réponse aux chimiokines, de homing et de

129-131

migration , ce qui démontre I’importance de RapL dans I’adhésion médiée par LFA-1.

En résumé, lors de la formation de la synapse c’est la signalisation inside-out qui est utilisée
suite a la liaison du TCR au CMH. Dans le cadre de ma thése, la formation de la synapse sur
des lamelles de verre utilise cette condition par activation du complexe TCR/CD3 par I’emploi

d’anticorps anti-CD3 (OKT?3).

b- Outside-in signalling

Dans ce deuxieme cas de processus d’activation, c’est la liaison de LFA-1 a ICAM-1 qui
entraine des signaux provoquant une augmentation des forces d’adhésion et de I’avidité. Ces
signaux peuvent étre initiés a 1’aide d’ anticorps spécifiques qui augmentent la liaison de LFA-
1 a son ligand ICAM-1 par reconnaissance d’un épitope sur le I domaine de la sous-unité
aL8%112.132 Tis peuvent également étre déclenchés par I’ajout de cations divalents comme le

Mg?" qui se lie au site MIDAS de la portion extracellulaire de LFA-113%133,

E. Le remodelage du cytosquelette d’actine : un réarrangement

bien controlé

Le cytosquelette d’actine est une structure responsable de la morphologie, du déplacement et
de I’adhésion des cellules'**. Le remodelage du cytosquelette d’actine est essentiel pour la

migration et la formation de la synapse des lymphocytes T'3.
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1. Du monomeére d’actine au filament d’actine

Le cytosquelette d’actine représente un réseau filamenteux, constitu¢ de monomeres d’actine
(= actine globulaire = actine G). Le filament d’actine est formé par un assemblage des
monomeres entre eux. C’est un processus trés dynamique, caractérisé par un assemblage et

désassemblage d’une extrémité a I’autre du filament. (Figure 14a).

Figurel4: Représentation des différents acteurs de la polymérisation
des monomeres d'actine (Goley et Welch 2006) '*°.

La cinétique de I’assemblage des monomeres d’actine en filament dépend de la nucléation, qui
consiste a former un dimeére puis un trimere d’actine. La formation du trimére permet
I’enclenchement de 1’assemblage rapide des monoméres dans le processus d’¢longation en
fonction de la concentration de monomeéres disponible'3*13¢ Cette étape d’assemblage est

appelée polymérisation et permet de former un filament d’actine d’environs 7nm de diamétre.
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La polymérisation des monomeres d'actine aux extrémités des filaments est suivie d'une
hydrolyse de I'ATP liée aux sous-unités d'actine a l'intérieur des filaments a une vitesse de 0,3
s et de la dissociation du phosphate a une vitesse de 0,002 s™! 136, Cette étape constitue I’étape
spontanée et dépend aussi de la concentration en cations (Mg?"). Pour allonger davantage le
filament d’actine, les Formins interagissent avec le bout barbu et permettent 1’ajout de monoméres
(Figure 14d). D’autres nucléateurs sont impliqués dans ce processus de polymérisation comme Spire
pour I’assemblage des monomeres en filaments ou Arp2/3 qui réunit des filaments entre eux. Dans les
lymphocytes, les Formins ont été bien étudiées et I’'une d’elle, la mDial a été reportée comme étant
impliquée dans la réponse aux chimiokines™.

Cependant nous savons par de nombreuses études et observations incluant la revue dans
Frontiers de Dupré et al. (Voir dans les annexes) que les lymphocytes T en migration adoptent
une morphologie particuliére, caractérisée par une polarisation définie par un remodelage
différent de D’actine selon la zone de la cellule (Figure 15). Le cytosquelette d’actine est
extrémement dynamique et se remodele perpétuellement pour permettre la motilité des
lymphocytes'*’. Au front migratoire, la polymérisation de I’actine et la ramification des
filaments fournissent un moteur pour le mouvement cellulaire en repoussant la membrane
plasmique. Le schéma représenté ci-dessous (Figure 15) illustre un lamellipode caractérisé par
un maillage dense en actine branchée tandis que les bords et I’'uropode sont caractérisés par des
réseaux de filaments d’actine paralléles!*'*¥ On peut donc se demander quel processus
contrdle le remodelage du cytosquelette d’actine et que se passe-t-il au niveau de la synapse

immunologique.
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Figure 15: Schéma représentant une cellule en migration et les deux types de
structures du cytosquelette d’actine caractérisant une cellule polarisée en
migration (Klotzsch et al.2015)"3®

2. Le branchement des filaments d’actine sous le contréle du complexe
Arp2 /3

Le complexe Arp2/3 (Actin-related-protein 2/3) est connu comme 1’un des nucléateurs capable
de réunir les filaments d’actine et de former des réseaux ramifiés (les autres étant les protéines
de la familles des Spires)'**!*. Sur la Figure 16 une image de microscopie électronique montre
une ramification de deux filaments d’actine branchés 1’un sur I’autre. Il a été reporté que les
filaments étaient branchés en Y en formant un angle de 70° et réunis par Arp2/3'** (Figure 16).
A droite de I’image est représenté le complexe des protéines Arp2/3 et les sous-unités des
complexes ARPC 1 a 5. Dans les lymphocytes Arp2/3 a été décrit comme ayant un role majeur
dans la ramification du cytosquelette d’actine!*’.

En réalité, 1’activation du complexe Arp 2/3 est contrélée par les protéines régulatrices du

cytosquelette d’actine: les protéines de la famille WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein)
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comprenant la protéine WASP et N-WASP et les protéines de la famille WAVE (WAS-

Verprolin)'#!.

Figure 16: La morphologie d'un filament d'actine ramifié et du complexe Arp2/3 (Campellone et
al.2010)"*

WASP est exprimée dans les cellules hématopoiétiques, N-WASP en revanche est
majoritairement exprimée dans les neurones (neuronal-WASP)!'%?. Les protéines de la famille
WAVE comprennent WAVEI, 2 et 3, seule WAVE2 est exprimée dans les lymphocytes chez

I’homme'®.

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes intéressés a la protéine WASP impliquée dans

une immunodéficience sévere.

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

C’est une protéine de 502 acides aminés codée par le géne WAS localisé sur le chromosome
X!4 Ce géne a été identifié pour la premiére fois en 1987. Les mutations différentes sur ce
géne conduisent au syndrome de Wiskott-Aldrich!*. Cette protéine est requise pour de
nombreuses fonctions liées a I’activité des cellules hématopoiétiques, notamment la migration
et la formation de la synapse immunologique'#®'3°. La protéine WASP est constituée de cing
domaines et se présente sous deux formes : une forme auto-inhibée et une forme activée. La

forme auto-inhibée se caractérise par un repliement de la protéine sur elle-méme par une
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association physique du domaine de liaison de GTPases (GBD) (Figure 17 panel du haut) et du

domaine C-terminal de WASP VCA (Verprolin homology Central and Acidic domain).

L’activation de la protéine WASP est permise, grace a la phosphorylation du résidu Tyrosine
dans le domaine GBD qui déstabilise la conformation auto-inhibée en permettant la liaison de
Cdc42 au domaine GBD. Cette modification de conformation a pour conséquence de libérer le
domaine VCA. Le domaine VCA libéré interagit avec le complexe Arp2/3 pour activer
I’assemblage des monomeéres d’actine en filament et induire la protrusion, la mobilité ou le

changement de forme!4¢-147-131.152 (Figyre 17 panel du bas).

Au domaine WHI, situé¢ a la partie N-terminal de la protéine WASP, se lie la protéine WIP
(WASP-Interacting Protein)'**>~'>° (Figure 17). Cette liaison a pour but de stabiliser la protéine
WASP en empéchant sa dégradation par les protéasomes ou par la calpaine'*®!>’. En effet dans
des cellules T de souris WIP-déficientes le niveau d’expression de la protéine WASP était
dramatiquement réduite bien que le niveau des ARN messagers de WASP soit comparable a
celui trouvé dans des cellules T sauvages'>®!%. Cette observation a été confirmée chez
I’homme, avec un patient présentant un niveau de protéine WASP indétectable dans le cadre
d’une déficience en WIP. L’introduction de la protéine WIP dans les cellules T de ce patient a
permis de restaurer la protéine WIP'>’. Une étude menée en 2013 par Watanabe et ses
collaborateurs montrait que I’engagement du TCR/CD3 entrainait la dégradation d’une fraction
de la protéine WASP (5% environs) dans les cellules T afin de réguler I’assemblage des

filaments d’actine WASP dépendant sous le TCR',

L’interaction de WIP avec WASP est trés importante dans la localisation de WASP dans les
zones de polymérisation intense d’actine comme les podosomes dans les cellules dendritiques
et dans des plaquettes. Cette polymérisation est caractérisée par une augmentation des
ramifications des filaments d’actine'®""'%2, A la synapse immunologique, la polymérisation de

I’actine survient lors 1’activation du TCR qui, par une cascade de signalisation, induit le
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recrutement et I’activation de WASP et Cdc42 a la synapse. Une protéine de la famille des
kinases Tec, Itk (interleukin-2-inducible T-cell kinase) a été reportée comme controlant
I’activation de WASP a la synapse immunologique puisqu’une déficience de la protéine Itk
n’empéche pas le recrutement de WASP a la synapse par contre, WASP reste inactive'®®. Une
autre étude menée par Sims et ses collaborateurs en 2007 montre que dans des cellules T CD4*
naives déficientes en WASP, les cellules montrent une formation normale de la synapse initiale.
En revanche, elles sont incapables de reformer une synapse apres la rupture de sa symétrie. La
synapse fait I’objet d’une déstabilisation et d’une rupture périodiques de sa symétrie exercées
sous le control de PKCH et inhibées par la protéine WASP. Le phénomene de déstabilisation
périodique contrdlée a pour but de favoriser I’activation des cellules T et la sécrétion de IL-
2164165 Dans le cas de la cytotoxicité il a été démontré, dans une étude antérieure, que les
cellules T CD8" ont une efficacité de lyse réduite. Cette réduction s’explique par une réduction
de la quantit¢ de granules lytiques polarisés vers la synapse face a une cellule B de

lymphome!'#.

Nous savons que la cellule en migration adopte différents types de réarrangement selon la partie
de la cellule!**!*®. Dans le sous chapitre ci-dessus il est mentionné que I’activation de la
molécule de LFA-1 a la synapse induisait une interaction a la partie intracytoplasmique, de sa
sous-unité B2 avec des protéines connues comme se liant au cytosquelette d’actine'?’. Cette

interaction a pour conséquence d’induire la polymérisation de I’actine. On peut donc se
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demander quel pourrait étre le role de WASP dans le remodelage du cytosquelette d’actine lors

de I’activation de la molécule de LFA-1 a la synapse immunologique.

Figure 17: Schéma de la protéine WASP sous ses deux conformations (Thrasher et
Burns 2010)"

F. Ancrage de LFA-1 au cytosquelette d’actine

L’avidité de LFA-1 est la conséquence directe de I’interaction avec une haute affinité¢ de LFA-
1 avec ICAM-1 et est définie par la formation de clusters de conformation ouverte de LFA-1 a
la surface de la cellule. Deux études menées en 2004 et 2006 par deux équipes de recherche
distinctes, montrent que les molécules de LFA-1 non activées se distribuent aléatoirement a la
surface des cellules. En revanche, deés qu’elles se lient a ICAM-1, un regroupement des

molécules en micro-clusters plus petits puis plus gros s opére!*¢17 et la polymérisation de
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I’actine permet de stabiliser et d’augmenter 1’avidit¢ de I’intégrine LFA-1 lors de la
signalisation bidirectionnelle. La perturbation du cytosquelette d’actine par des drogues a
montré une réduction non négligeable de 1’avidité de LFA-1 dans des cellules K562 (lignée
cellulaire humaine immortalisée)'®®. Une autre étude plus récente réalisée par Ishibashi et ses
collaborateurs en 2015'%® montre que ce regroupement en clusters nécessite des forces générées

par le cytosquelette d’actine et est régulé par des signaux bidirectionnels'!>!%,

Dans notre projet d’étude, nous avons entrepris 1’é¢tude du réle du réarrangement du
cytosquelette d’actine dans I’activation de LFA-1 a la synapse immunologique. Pour ce faire
nous avons choisi un mode¢le naturel de déficience de la protéine WASP : le syndrome de

Wiskott-Aldrich (WAS).

Le syndrome de Wiskott-Aldrich

Le syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) est une maladie génétique rare causée par des
mutations diverses du gene WAS, localisé sur le chromosome X qui entrainent une réduction ou
une absence de I’expression de la protéine WASP dans les cellules hématopoiétiques'>!!7?. Ce
syndrome a été découvert pour la premicre fois par le pédiatre Alfred Wiskott en 1937 puis
décrit par Robert Aldrich en 1954. L’absence de cette protéine se caractérise donc par une

149,171

fonction défectueuse des cellules immunitaires ayant pour conséquence le développement

d’un syndrome d’immunodéficience primaire qui affecte 1 a 10 sur 1 000 000 de naissances et
concerne des individus de sexe masculin. WAS est caractérisé par une immunodéficience, de

’eczéma et une diminution du nombre et de la taille des plaquettes sanguines!'4®!7,
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I1l. LFA-1 contrble la formation et la stabilité de la
synapse cytotoxique

Le succes d’une réponse immunitaire réside sur la capacité des cellules immunitaires a
reconnaitre la présence d’un antigéne, a migrer vers les sites d’inflammation et a pouvoir former
des contacts avec les cellules présentatrices d’antigénes (CPA). Cette reconnaissance requiert
au préalable ’activation des lymphocytes T via la formation de la synapse entre un lymphocyte

T et une CPA aprés reconnaissance de I’antigeéne’”173:174,

A.La formation de la synapse immunologique: le TCR

circonscrit par LFA-1

Comme nous I’avons vu dans les chapitres précédents, lors de la réponse immunitaire
adaptative, certaines cellules immunitaires telles que les lymphocytes B ou les cellules
dendritiques sont capables de se lier directement a 1’antigéne grace a 1I’expression a la surface
de ces cellules d’immunoglobulines capables de reconnaitre les antigénes et de s’y lier par la
partie Fc. La reconnaissance de 1’antigene par les lymphocytes T se fait via le CMH (complexe
majeur d’histocompatibilit¢). Le CMH sert surtout a la reconnaissance des peptides
antigéniques soit endogenes (cytoplasmique) soit exogenes. Il existe donc deux CMH
différents : le CMH-I est monomérique et reconnait majoritairement les peptides endogenes et
le CMH-II est dimérique et reconnait majoritairement des peptides exogénes!?>»!7>176 Ces
CMH sont nécessaires pour la présentation des peptides antigéniques a la surface de la cellule
présentatrice de 1’antigene (CPA) afin d’induire 1’activation des lymphocytes T par contact.

Dans ce contexte, I’interaction LFA-1/ICAM-1 est nécessaire pour la formation de la synapse

immunologique.
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B. La synapse immunologique : orchestration d’'un
réarrangement spatial a trois temps contrélé par le remodelage

du cytosquelette d’actine

La synapse immunologique représente une structure trées complexe faisant intervenir de
nombreux récepteurs et corécepteurs. La rencontre entre un lymphocyte T et une CPA entraine
des changements tant morphologiques que fonctionnelles et moléculaires. Ces changements
s’operent dans un espace restreint qu’est la synapse immunologique et dans des temps trés
courts pour certains événements. Une réorganisation spatio-temporelle a lieu apres contact entre
la CPA et la cellule immunitaire formant des zones bien distinctes et caractérisées par la
présence de certaines molécules. La synapse est dite mature lorsqu’on distingue un
regroupement central de clusters (micro-clusters) du récepteur des cellules T (TCR) entouré par

un anneau de clusters de LFA-1!77-180

. Au centre de la synapse le ¢cSMAC (central
Supramolecular Activation Clusters), est enrichi en clusters de TCR et suivi d’une zone
périphérique enrichie en clusters de LFA-1 activée, le pPSMAC (peripheral Supramolecular
Activation Clusters) et plus a I’extérieur se trouve le dISMAC (distal Supramolecular Activation
Clusters)'8! (Figure 18). Cette répartition spatio-temporelle est trés active (dynamique) et est
orchestrée par la dynamique de I’acto-myosine. Le flux centripete de I’actine entraine vers le
pPSMAC LFA-1 activée et ancrée au cytosquelette!’8182183 ] a été effectivement démontré que
le cytosquelette d’actine était essentiel au maintien de 1’organisation du ring de LFA-1 a

synapse immunologique'’®,
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Phase d’étalement Phase de Synapse mature

0-2min regroupement 10-plusieures heures
Microcluster Microcluster pPSMAC
pSMAC
dSMAC
PSMAC
pSMAC
A dSMAC
Peripheral
edge
~ g
LFA-1

Figure 18 : Les différentes étapes de maturation de la synapse immunologique (adapté de yokosuka
et Saito 2009)"”.

IV. Le rOle de LFA-1 dans Pactivité de cytotoxicité des
lymphocytes T CD8" cytotoxiques
LFA-1 est une molécule essentielle pour la formation et la stabilit¢ de la synapse immunologique.

Néanmoins, ce contact seul ne suffit pas pour une réponse immunologique efficace.

L’efficacité d’une réponse immunitaire s’évalue par la capacité des cellules immunitaires a éradiquer
les cellules contaminées. Cette éradication se fait a travers deux processus, le premier est la phagocytose
menée par les macrophages (systéeme immunitaire inné), le deuxiéme est I’activité de cytotoxicité,
menée par les cellules NK et par des lymphocytes T dites cytotoxiques. Ces cellules particuliéres sont
capables de produire des molécules toxiques pour lyser les cellules infectées aprés reconnaissance de la
présence d’antigénes. Ces molécules sont de deux natures et entrainent la lyse (une rupture
membranaire) de la CPA : la perforine capable de créer des pores dans la membrane de la CPA et les
granzymes, des protéases a serine, capables de pénétrer dans la CPA via les pores crées par la perforine

pour lyser la CPA.
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A. La déficience de l'adhésion des leucocytes entraine une

inhibition de la cytotoxicité

L’activation de LFA-1 a été reconnue comme étant essentielle pour la libération de ces molécules
lytiques ( la dégranulation) en réponse a une signalisation inside-out'®*, Il existe une maladie génétique,
rare appelée LAD-I (Leucocytes Adhesion Deficiency) dans laquelle une déficience des intégrines des

leucocytes a permis de mettre en évidence I’importance des intégrines dans les fonctions des leucocytes

telle que I’activité cytotoxique®’. Cette déficience s’expliquerait par I’absence de la sous-unité beta'*

qui est dégradée aussitot qu’elle est produite’®. LFA-1 a été identifiée a ’aide d’anticorps anti-LFA-1
qui bloquaient I’activité de cytolyse médiée par les cellules NK et I’activité cytotoxique médiée par les
lymphocytes T. Ces anticorps bloquent la prolifération de ces deux types de cellules*?. LFA-1 joue un
role crucial dans 1’étape d’adhésion lors de la reconnaissance de 1’antigéne par le CTL requise
pour I’¢élimination de la cellule cible. Il a ét¢ démontré dans les années 80 qu’une déficience de

LFA-1 et de OKMI1 entrainait des infections récurrentes' 8¢

et que le blocage de I’intégrine LFA-
1 par ’emploi d’anticorps inhibe la lyse médiée par les CTL?®. En effet, les anticorps anti-LFA-
1 ou anti Lyt-2,3 bloquent de facon trés spécifique la lyse par inhibition des premiéres étapes
de la lyse, a savoir, la formation d’une adhésion ferme, magnésium dépendent, entre le CTL et
la cellule cible. Si ces anticorps étaient rajoutés a la fin de I’adhésion dépendante du magnésium,
ils étaient capables d’inhiber la lyse initiée. En revanche, s’ils étaient rajoutés 5 minutes apres
I’initiation de I’étape Calcium dépendent (lethal hit stage), ils étaient sans effet sur la lyse. Le
blocage de LFA-1 par des anticorps inhibe ’activité de lyse tout en soutenant la sécrétion de
I’interleukine 2'¥7. Les anticorps employés contre LFA-1 inhibent également 1’activité de

killing des cellules NK. La réduction de I’activité cytotoxique se traduit par un nombre de cibles

tuées inférieur au nombre de cibles tuées par des cellules NK non-inhibées®'.
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B. Libération des granules lytiques

L’étude réalisée en 2011 par Sanchez-Ruiz et ses collaborateurs montre que la formation de la
synapse cytotoxique se fait par une libération de vésicules marquées par LAMP1 et contenant
la perforine et les granzymes A et B®. Nous savons aussi, par des études récentes, que les
granules lytiques sont acheminés a la synapse par une polarisation du MTOC et que cette étape
nécessite une déplétion de I’actine vers la zone de libération de granules lytiques'®®1%°. A I’aide
de la microscopie de super-résolution STED, il a aussi été reporté que les granules lytiques
¢taient libérés dans les régions peu denses en actine, dans les cellules NK.

Ces données démontrent I’importance du remodelage du cytosquelette d’actine dans la
libération des granules. De plus, au niveau de la synapse immunologique, I’actine corticale est
essentiellement représentée par un maillage dense d’actine branchée formant un lamellipode
circulaire et localisé sur le pourtour de la périphérie synaptique. Par contre au centre de la

190 ce qui expliquerait le

synapse on observe un maillage de filaments d’actine plus relaché
passage facilité des granules lytiques au niveau de la synapse immunologique. Ces observations
nous ont été reportées grace a I'utilisation de la microscopie de super-résolution (SIM) dans des
modeles de cellules NK. Une récente étude publiée en aotit 2017 reporte que la sécrétion de

granules lytiques est suivie d’un recouvrement de 1’actine corticale a la synapse, permettant aux

CTL de limiter la sécrétion et de préserver ainsi leur capacité a effectuer de multiples lyses''.

C. Nécessité du remodelage du cytosquelette d’actine et de

I'adhésion de LFA-1 dans la libération des granules lytiques

Des études ont reporté que les cellules de patients WASP déficiente étaient marquées par un
défaut de cytotoxicité bien que la formation de la synapse et la polarisation du MTOC avaient

lieu. Face a des cellules cibles, les cellules WASP déficiente éliminaient moins de cibles que
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les cellules exprimant WASP, malgré la formation de conjugués. Récemment, au niveau de la
synapse immunologique, une étude a montré que les granules lytiques étaient sécrétées dans
une zone trés proche des régions ou des forces mécaniques s’exercaient!®?. Des CTLs étalées
sur des micropilliers imprégnés de H2-K°-OVA et d’ICAM-1, étaient capables de dégranuler
proches des zones de déflexion des micropilliers (zones d’application des forces mécaniques).
On peut donc se demander quel lien pourrait exister entre le défaut du remodelage du

cytosquelette d’actine, LFA-1 et la sécrétion des granules lytiques.
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Objectif

Nous avons développé dans I’introduction 1’état actuel des connaissances sur I’intégrine LFA-
1 et plus particulierement son rdle essentiel dans la conjugaison entre les lymphocytes T
cytotoxiques et les cellules cibles pour former la synapse immunologique. Nous avons
¢galement présenté la participation du cytosquelette d’actine dans la formation d’un anneau de
LFA-1 entourant les clusters de TCR et dans la libération des granules lytiques au centre de la
synapse. Cependant nous possédons treés peu d’information en ce qui concerne 1’organisation

fine de LFA-1 a I’aire synaptique.

L’objectif de ce projet de thése a consisté a appliquer pour la premicre fois des approches de
microscopie de super-résolution pour étudier I’organisation précise de LFA-1 a Daire

synaptique des lymphocytes T.

Pour réaliser cette étude, nous avons combiné des approches de super-résolution (ISTORM et
SIM) pour ¢€lucider la distribution de LFA-1 (a I’échelle nanométrique et cellulaire) et ses états

conformationels a la synapse de lymphocytes T CD8" cytotoxiques humains non transformés.

Dans un second temps, nous avons voulu comprendre par quel mécanisme la déficience en
WASP, une des protéines régulatrices du remodelage du cytosquelette d’actine, affectait
I’activation de LFA-1 et son organisation a la synapse immunologique. Enfin, nous avons
cherché a comprendre dans quelle mesure les défauts dans la fonction cytotoxique observée en
I’absence de WASP pouvaient s’expliquer par un défaut d’organisation de la molécule de LFA-

1 a I’échelle cellulaire et nanométrique.
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Les modeles cellulaires

Dans ce projet de thése nous avons utilisé¢ différents modeles cellulaires, des lignées pour la
mise en place de nos approches d’imagerie, puis des lymphocytes T primaires pour I’application

de ces approches une fois leur développement validé.

Les cellules Jurkat

Les cellules Jurkat sont une lignée de lymphocytes humains immortalisés. Cette lignée exprime
LFA-1 et est capable de répondre a une stimulation par ICAM-1+ anticorps anti CD3. Elles
sont cultivées dans du RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 glutamax (Gibco)
complété avec 10% FCS (PAA), 100pg/ml de pénicilline/streptomycine, 10mM de Hepes,

0.1mM de MEM d'acides aminés non essentiels et ImM de pyruvate de sodium (Invitrogen).

Les cellules HFF (Human Forskin Fibroblasts) : fibroblastes du prépuce

humain

Les cellules HFF représentent une lignée cellulaire issue de la peau du prépuce humain de deux
individus males. Ces cellules sont capables d’une croissance importante et surtout elles adhérent
au verre. Les cellules HFF ont été cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) (Gibco) complété avec 10% FCS (PAA), 100 pg/ml de pénicilline/streptomycine,
10mM de Hepes, 0.1mM de MEM d'acides aminés non essentiels et 1mM de pyruvate de

sodium (Invitrogen).

Les lymphocytes T CD8* humains cytotoxiques (CTLs)

Nous avons utilisé des lymphocytes T CD8" humains cytotoxiques (CTL) non transformés issus
de donneurs sains ainsi que de patients atteints d’une immunodéficience congénitale, le
Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). WAS constitue un modéle naturel dans lequel le

cytosquelette d’actine présente des défauts de remodelage. En effet, dans cette pathologie, des

-72-



mutations entrainent une perte d’expression de la protéine WASP qui intervient dans le

remodelage du cytosquelette d’actine au sein des cellules hématopoiétiques'”'.

Les lignées de cellules T CD8" non transformées ont été générées a partir d'échantillons de sang
de donneurs sains (HD) et de patients WAS. Les PBMC ont été isolées par centrifugation a
gradient de densité sur un gradient de Ficoll (PAA). Les cellules T CD8" ont été isolées par
sélection négative (Stem Cell) selon les instructions du fabricant, avec une pureté supérieure a
95%. Les cellules T CD8" ont été cultivées dans du RPMI 1640 glutamax (Gibco) additionné
de 5% de sérum humain (PAA), de 100pg/ml de pénicilline/streptomycine, 10mM de Hepes,
0,IlmM de MEM, acides aminés non essentiels et ImM de pyruvate de sodium (Invitrogen).
Les cellules ont été stimulées toutes les 2 semaines en présence de 1x10°ml de PBMC
allogéniques irradiées et de cellules JY transformées par EBV irradiées a 1x10°/ml avec 1pg/ml

de PHA, 100UI/ml de rhIL-2 et 5Sng/ml de rhIL-15.

Le margquage cellulaire

Les cellules ont été déposées sur des lamelles circulaires 1.5H (18 mm de diamétre) revétues
de ICAM-1/Fc recombinant (4pg/ml) (R&D Systems, USA) avec ou sans anticorps anti-CD3
(10png/ml) ou Poly-L-Lysine pendant une nuit a 4 © C. Les cellules ont été lavées dans du milieu
RPMI 5% Human Serum puis marquées avec un anticorps mAbA24 ou un anticorps mAbHI111
(Spg/ml) pour révéler respectivement les conformations de LFA-1 ouverte et fermée. Les
cellules ont ét¢ immédiatement transférées sur les lamelles pour 10 min a 37 ° C. Elles ont été
fixées avec du paraformaldéhyde a 4% pendant 10 min a 37 © C, lavées avec du PBS a 3% de
BSA, HEPES a 10mM et perméabilisées avec du PBS a 3% de BSA 10mM HEPES 0,1%
saponine pendant 15 min a. Elles ont ensuite été incubées avec IgG1-AF674 anti-souris et

phalloidine-AF488, pendant 1 h a température ambiante.
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Mise en place des techniques

d’imagerie de super-résolution

-74 -



Nous rappelons que des études antérieures nous ont permis de comprendre des mécanismes
importants quant a l’organisation de LFA-1 a la surface des cellules immunitaires. Tout
d’abord, les travaux de Kim et ses collaborateurs qui ont montré que 1’activation de LFA-1
entrainait une augmentation de I’avidité. Autrement dit, un regroupement des molécules de
LFA-1 en micro-clusters révélés par FRET!¢. En 2006 deux travaux majeurs nous ont apporté
plus de précision en ce qui concerne la taille des clusters de LFA-1 (100-150nm de diametre)
et la taille d’une molécule individuelle sous sa conformation de haute-affinité (13nm de largeur

et 25nm en longueur) a I’aide de la microscopie électronique!®>.

Comme nous venons de I’aborder dans I’introduction, les approches de microscopie de
fluorescence de super-résolution permettent d’atteindre des résolutions théoriquement
suffisantes pour satisfaire notre étude. Pour y parvenir il faut s’affranchir de la barriére de
diffraction, faute de quoi, on ne peut voir en détail des objets en dessous de 250nm. Ces
techniques sont disponibles soit par I’achat de systémes commerciaux entierement équipés pour
la réalisation de ces approches soit par un développement maison sur un systéme existant dont
I’utilisation premicre n’est pas la super-résolution. Nous avons choisi la deuxiéme option car
les systémes existants sur notre site pouvaient étre équipés pour la mise en place de certaines
approches de super-résolution. Cette deuxieme alternative présente deux avantages : un cofit
faible comparé¢ a I’achat d’un systéme de super-résolution et la multifonctionnalité du systéme.
Dans ce contexte, nous avons consacré la premiére année de thése au développement de
techniques de microscopie de fluorescence qui nous permettraient de nous affranchir de la
diffraction et d’apprécier ainsi les tailles des clusters voire de la molécule individuelle de LFA-
1. Parmi les techniques que nous avons mises en place, certaines présentaient des limites et des
contraintes difficiles a surmonter car chronophage ou nécessitant des équipements tres lourds
et colteux. Pour chaque technique, nous détaillerons le principe, la stratégie de mise en place,

les résultats obtenus (exploitables ou non), les conclusions et les limites.
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Comme dit précédemment, il nous a, tout d’abord, fallu réfléchir a une technique qui pourrait
étre mise en place pour notre étude avec le matériel disponible. Nous avons pensé en premier
lieu a la mise en place du BaLM et du dSTORM dans le but d’améliorer la visualisation de la
molécule de LFA-1 a la surface des lymphocytes T. Dans un second temps, pour visualiser le
lien avec le cytosquelette d’actine et avec une meilleure résolution nous avions compris que
plusieurs stratégies €taient envisageables, le BaLM multicouleur, le ISTORM multicouleur, la
combinaison PALM/dSTORM et enfin le SIM multicouleur. Les paragraphes qui suivent vont
détailler ces méthodes avec leurs avantages et leurs limites afin de mieux comprendre pourquoi

nous avons opté pour certaines techniques plutot que d’autres.

. La technique du BaLM

Pour rappel, I’approche du BaLM utilise les propriétés intrinséques que possedent la plupart
des sondes fluorescentes communes (protéines fluorescentes ou fluorophores synthétiques
couplés aux anticorps) a photoblanchir ou a apparaitre par intermittence (photoblinking). Lors
d’une acquisition BaLM une dizaine de milliers d’images est acquise en utilisant un microscope
conventionnel (champ large, confocal ou TIRFM). Ensuite, chaque image est soustraite de
I’image précédente afin d’obtenir les molécules individuelles présentes sur I’image « Frame 1 »
mais ayant disparues sur ’image « Frame 2 » (en référence au schéma de la Figure 19). Ainsi
au fur et a mesure que I’intensité du signal disparait au cours du temps dans la pile d’images
acquises, on isole individuellement chaque événement de photoblanchiment. Une image avec

une plus haute résolution est reconstruite en additionnant les images des points isolés.
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Figurel9: Représentation schematique du principe de la microscopie de BaLM. (1)
Acquisition des piles d’images nommées Framel a Frame 4 en utilisant un microscope
confocal. A droite la courbe montrant la disparition de l’intensité du signal par
photoblanchiment.

A. Stratégie expérimentale et mise en place du BaLM

Avec une résolution théorique d’environ 50nm, le BaLM ne nous permet pas d’atteindre
I’échelle de la molécule unique de LFA-1 mais est suffisamment résolue pour pouvoir étudier
les clusters de LFA-1 puisque ces derniers ont un diametre moyen de 100 a 150 nm. Nous nous
sommes fixés comme objectif de développer 1’approche du BaLM pour résoudre la taille des
clusters de LFA-1. L’approche du BaLM a été appliquée sur une lignée de lymphocytes T
humains appelées Jurkat, afin de mettre au point la technique. L utilisation de cette lignée nous
a permis d’économiser des cellules primaires précieuses et difficiles a faire pousser en culture.
Les expériences sur les cellules Jurkat ont ét¢ menées dans des conditions ou seule la
conformation fermée de LFA-1 a été révélée a 1’aide d’un anticorps spécifique (mAb HI111).

A noter que les cellules que nous utilisons ne sont pas capables d’adhérer fermement au verre
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de la lamelle et pour étudier la conformation non activée de LFA-1, I’environnement des
cellules doit étre dépourvu de toute substance capable d’activer LFA-1 (Mg?", Ca?"...).
Néanmoins, pour qu’il reste des cellules sur la lamelle sans ancrage physique nous avons
imprégné la surface des lamelles de poly-L-lysine. Ce peptide est formé de plusieurs lysines
chargées positivement et permet une interaction €lectrostatique avec les groupements chargés
négativement a la surface des cellules. Ensuite, pour permettre le photoblanchiment des
molécules fluorescentes nous avons dii sélectionner un milieu de montage qui soit adéquat pour
un photoblanchiment étalé dans le temps. Plus précisément il nous fallait un milieu de montage
qui permette de ralentir le photoblanchiment, de maniere a ce que la perte de fluorescence ne
soit pas trop rapide d’une image a ’autre de peur de perdre des informations. Pour cette raison,
nous avons commencé par un milieu de montage couramment utilisé qui est le DABCO (1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octane). Cependant, nous nous sommes rendu compte que le
photoblanchiment était trop rapide et que les cellules se décrochaient et sortaient du champ
d’acquisition. Le DABCO est un milieu de montage liquide plus ou moins visqueux qui ne
polymérise pas et tend a entrainer le décrochage des cellules non adhérées. Compte tenu de ces
soucis, nous avons opté pour le ProLong Gold (Thermofisher) qui nous affranchit, a la fois du
probléme de décollement des cellules car il polymérise et a la fois ralentit le phénomeéne de

photoblanchiment jusqu’a 71% pour le fluorophore que nous avons utilisé, I’ Alexa Fluor 568.

Les avantages du BalLM sont : ’emploi de fluorophores conventionnels et I’utilisation d’un
microscope conventionnel (confocal, champ large ou TIRF). Pour notre étude le systéme utilisé
pour 1’acquisition des images BalLM est un microscope confocal TCS SP8 de Leica
Microsystems muni d’un objectif 63x (oil immersion) inversé avec une ouverture numeérique
de 1.4. Les lasers intégrés vont de 405nm a 638nm. Le systeme est équipé de différents types
de détecteurs : un tube photomultiplicateur (PMT) et des détecteurs hybrides. Pour cette

approche nous avons utilisé un détecteur hybride car beaucoup plus sensible qu’un tube
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photomultiplicateur. Les images ont été reconstruites avec QuickPALM et analysées avec le

logiciel Imagel.

Dans le développement de cette technique nous avons rencontré quatre difficultés majeures.
La premiere étant le décollement des cellules rendant donc [’acquisition impossible. Ce
probléme a été résolu en utilisant un milieu de montage polymérisant: le ProLong-Gold.

Le deuxiéme probléme rencontré était la dérive dans 1’axe z pendant l'acquisition car il n'y a
pas de systéme de mise au point automatique de maintien de focus sur le Leica SP8. Cette dérive
est un souci important car en changeant de plan en z on n’a pas les mémes informations d’un
plan a un autre. On perd donc la structure de départ. Dans le but de nous affranchir de cette
difficulté, un module de logiciel appelé "Live Data Mode" d’abord prété par Leica, puis acheté
a été utilise.

Le troisiéme probléme a été le faible photoblanchiment dans le milieu ProLong-Gold en raison
de la faible intensité de laser utilisée. Pour obtenir un meilleur taux de photoblanchiment des
molécules, nous avons donc dii augmenter le temps d'acquisition qui était supérieur a 11h. Par
conséquence plus le temps d’acquisition ¢€tait long plus les données générées étaient lourdes
allant jusqu'a 30 giga-octets (pour une acquisition).

La quatriéme difficulté était liée a la génération de données de plusieurs dizaines de giga-octets,
entrainant des temps d’analyse extrémement longs. Pour exemple, la soustraction des images
prenait plus de 10 min. Ensuite, la détection et I'ajustement gaussien pouvait prendre jusqu'a 45
min en utilisant le plugin de détection de particules : QuickPALM. Afin de contourner ce
probléme, le fichier initial a été découpé en plusieurs fichiers représentant chacun une région
d’intérét de taille plus petite, ce qui a permis de diviser le temps d'analyse par deux. Enfin, grace
a I'utilisation de billes fluorescentes les images ont pu étre recalées lorsqu’une dérive en xy

était notée.
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B. LFA-1 de conformation fermée s’organise en clusters de
plusieurs centaines de nanomeétres de diameéetre au plan

équatorial des lymphocytes T

Les résultats obtenus avec le BaLM ont permis de caractériser les clusters de LFA-1 dans les
cellules Jurkat sur un plan équatorial au-dela de la résolution optique des approches d’imagerie
de fluorescence conventionnelles (Figure 20). Sur la figure ci-dessous, le panel du haut a
gauche montre ’image de transmission en DIC. L’image confocale nous montre une image des
groupes de molécules non activées de LFA-1 sur le plan équatorial de la cellule. Sur le haut de
la cellule on peut noter un regroupement de clusters de LFA-1 que nous sommes incapables de
distinguer individuellement (Figure 20A). Par contre I’image BalLM nous permet de distinguer
des clusters de taille plus petite et le regroupement de clusters de LFA-1 qui apparaissait sur
I’image confocale se distingue comme €tant plusieurs clusters séparés les uns des autres (Figure
20B). L’acquisition de 16730 images a été€ nécessaire pour obtenir 1’image BaLLM ci-dessous.
L’image de gauche représente la superposition entre 1’image confocale et I’image BaLM. En
tragant une ligne sur la région ou on note le regroupement de clusters de LFA-1, on peut
clairement observer que la largeur a mi-hauteur dans 1’image BaLLM est trois fois plus petite
que celle de I’image en microscopie confocale (Figure 20C et E). Sur la courbe de suivi de la
disparition de I’intensité du signal (Figure 20D) on note bien un photoblanchiment, mais qui
n’est pas total. On constate sur cette expérience que 1’approche BaLM nous permet d’atteindre

des gains de résolution d’un facteur 3 par rapport a la microscopie confocale.
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Cependant notre expérience n’est pas optimale car nous perdons des informations du fait de la

persistance de certaines molécules fluorescentes.

Transmission A) Confocal B) Balm C) Overlay

D): E)

GrayValue

0 5000 10000 15000 o 10 20 30 40 a0
Distance

Frame (pix)

Figure 20 : Visualisation de LFA-1 fermée dans les cellules Jurkat par ’approche du BalLM. Les
cellules ont été marquées avec un anticorps primaire anti LFA-1 totale: HI111 et révélé par un
anticorps secondaire anti-IGgl couplé a I’Alexa Fluor 568. Les lames ont été montées dans du
Prolong-Gold. Les images ont été acquises a [’aide d’un microscope confocal SP8 avec une
puissance laser a 2%, un zoom de 2,35, le gain du détecteur hybride a 70% et dans un format optimal
(1024x1024). L acquisition a duré plus de 12h avec 16730 images acquises. Les plugins d’imageJ
stack T-function et Quick-PALM ont été utilisés pour la soustraction et la reconstruction. Les images
correspondent au (A) l’'image confocale, (B) la reconstruction BaLM et (C) [’overlay. (D) montre le
profil du photobleaching tout au long de [’acquisition des images. (E) montre le plot profile de la
portion de la surface cellulaire correspondant a la ligne tracée sur [’overlay (C).

Sur la base des acquisitions BaLLM, nous avons estimé la taille des clusters de LFA-1. Pour cela
nous avons procédé a une analyse de particules avec le logiciel ImageJ aprés un seuillage dans
le but d’obtenir le diamétre le plus long (Feret diameter) en nanométre de chaque cluster de
LFA-1. Les résultats ont été regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2) pour les 9
expériences BalLM réalisées (une cellule Jurkat a chaque fois). La taille moyenne estimée des
clusters de LFA-1 est égale a 323 nm avec un écart-type moyen de 164 nm. En comparaison,

la taille moyenne des clusters de LFA-1 estimée pour les images confocales correspondantes
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est de 728 nm. Ce résultat suggere que I'approche BalLM a permis un gain moyen de résolution

d'environ 2,25. En se concentrant sur les plus petites structures (voir Tableau 2, valeurs de taille

minimale), le diamétre de cluster de LFA-1 le plus petit identifié est de 84,96 nm. En

comparaison avec les images confocales respectives la taille minimale est de 291 nm.

L’approche du BaLM a permis un gain de résolution d'environ 3.4 pour les petites structures.

La valeur de la taille minimale dans ce tableau montre la reproductibilité dans 'approche BaLM

et cela pourrait avoir deux sens. La premiere signification est que la taille moyenne minimale

des nano-clusters de LFA-1 ne peut pas étre moins de 84,96nm et entraine une limitation de

I'approche BalLM. La deuxieme signification suggere que l'approche BaLM (que nous avons

développée), sa limite de résolution est de 84,96 nm.

Experiments | Mean size ((nm) | Standard | Minimum size | Maximum size | Number of clusters
deviation

BalLM 1 311.45 157.48 85.03 685.54 27
BaLM 2 326.94 142.81 85.01 726.38 52
BaLM 3 391.60 157.35 84.86 782.32 93
BaLM 4 401.09 233.69 84.94 1035.86 22
BaLM 5 413.5 267.53 85.0 1334.4 34
BaLM 6 189.74 130.38 84.86 483.75 27
BaLM 7 3794 181.42 85.0 933.1 60
BaLM 8 233.80 107.37 85.01 517.08 119
BaLM 9 259.58 103.52 84.96 627.17 60
Conf 1 429 387.47 284 1908.0 31
Conlf 2 810.3 1335.83 108.0 8731.0 32
Conf 3 346.1 625.44 385.0 5064.0 17
Conf 4 662.2 3159.0 495.0 5114.0 8

Conf 5 537.0 894.24 108.0 4589.0 30
Conf 6 677.9 729.31 217.0 4242.0 46
Conf 7 1285.8 2163.7 276.0 7682.0 18
Conf 8 887.4 527.44 364.0 2094.0 37
Conf 9 860.0 617.67 383.0 5215.0 83

Tableau 2 : Comparatif des tailles de clusters obtenues avec la technique du BaLM en regard de la
microscopie confocale

C. Conclusions et limites

Bien que le BaLM semble étre la plus simple des approches de super-résolution qui nous

permettent d’apprécier I’organisation en clusters des molécules de LFA-1, les défis sont
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nombreux pour réussir a réaliser une expérience BaLM remplissant toutes les conditions
requises pour nos échantillons. Entre autres parmi les difficultés liées a cette approche, nous
avons pu observer que LFA-1 de conformation fermée sans stimulation [ICAM-1 ou TCR, était
organisée en nano-clusters de quelques centaines de nanometres de diametre a la surface de
cellules Jurkat non stimulées. Nous sommes parvenus a atteindre une résolution suffisante pour
apprécier individuellement les nano-clusters de LFA-1 avec une résolution qui est trois fois
meilleure comparée a la microscopie confocale. En revanche, plusieurs soucis non-négligeables
restent a régler comme le mouvement axial lors des acquisitions, le temps d’acquisition et de
reconstruction qui sont trés longs et la génération de données trés lourdes nécessitant des
quantités importantes d’espace de stockage. Pour ces raisons nous avons abandonné 1’extension
de la technique en multicouleur et sommes passés a la mise en place d’autres approches plus

adaptées.

Il. La technique du dSTORM

Pour rappel, le dSSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) consiste a
faire clignoter des molécules fluorescentes de maniere stochastique (blinking), apres les avoir
fait passer dans un état de non fluorescence appelé état noir (dark state), grace a un tampon
particulier contenant un réducteur 2*. En effet le dSTORM est basé sur les propriétés de
clignotement de certaines sondes fluorescentes et leur capacit¢ a photo-commuter
réversiblement a partir d'un état de fluorescence (en rouge sur le schéma, F, Figure 21) avec un
taux de transfert de photons kon vers un état noir stable (FH) avec un taux de transfert de photons
kotr (diagramme de Jablonski, Figure 21). Le transfert vers un état noir et le photo-clignotement
sont controlés par la puissance du laser et la composition du tampon de montage de
I’échantillon. Le passage a 1'état noir nécessite un tampon avec une propriété redox. Il contient
un réducteur appelé MEA pour B-mercaptoéthylamine et des piégeurs d'oxygeéne - Glox

(Glucose, glucose oxydase et catalase). Les avantages de cette technique sont: 'utilisation de
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certaines sondes fluorescentes communes et le gain en résolution permettant d’obtenir des
résolutions a 1’échelle de la molécule unique. Comme ’approche du BaLM ne permettait pas
d’atteindre une résolution satisfaisante pour distinguer des molécules individuelles, nous avons
entrepris de développer 1’approche du dSTORM afin d’établir la distribution de la molécule de

LFA-1 a la surface des lymphocytes T CDS8".

Jablonski diagram
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Figure 21: Diagramme de Jablonski
représentant les états d’oscillation des
molécules fluorescentes en dSTORM

A. Stratégie expérimentale

Pour mieux visualiser les molécules de LFA-1 avec une résolution qui se rapproche de celle de
la molécule unique, nous avons choisi de développer le dISTORM puisque la résolution latérale
théorique est de 10 a 20nm et la précision de localisation est inférieure a 10nm. Pour
commencer, nous avons appliqué cette approche sur des lignées cellulaires qui sont adhérentes
au verre, les fibroblastes HFF. L’étalement des cellules permet de bien distinguer les
cytosquelettes d’actine et de tubuline. Les filaments d’actine et les microtubules constituent des
structures idéales pour estimer la résolution de notre approche de dSSTORM car leurs tailles sont
connues. L’épaisseur d’un filament d’actine est d’environ 7 a 10nm et celle d’un filament de

microtubule est d’environ 25nm. Pour la mise en place de notre approche nous avons utilisé des
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lamelles en verre sur lesquelles des cellules HFF ont été déposées, nous les avons laissées
s’étaler puis marquées avec l’anticorps anti-tubuline alpha afin de révéler les microtubules.
Comme anticorps secondaire, nous avons utilisé un anti-IgG1 couplé a 1’Alexa Fluor 647. Le
choix de I’Alexa Fluor 647 est basé sur le nombre important du « duty cycle » 2. Le systéme
utilisé pour I’acquisition des images dSTORM est un Nikon TI-E muni d’un objectif 100x (oil
immersion) inversé avec une ouverture numérique de 1.4. Les lasers intégrés vont de 405nm a
663nm. Le setup est équipé de deux caméras Evolve EMCCD et d’une caméra sCMOS. Pour
cette approche nous avons utilis¢ une EMCCD qui permet de recueillir plus de photons par
pixel grace a une taille de pixel plus grande (16um/pixel) et un meilleur rapport signal sur bruit.
Pour réaliser nos expériences nous avons testé quatre tampons de montage différents:
Vectashield-H1000, MEA-glox-catalase, NPG-DABCO et GSSH. Nous nous sommes
finalement rendu compte comme expliqué dans les travaux de Dempsey (Tableau 3) que le
MEA-glox-catalase était le tampon le plus adapté pour la mise en place de notre approche. Les

4

images ont ensuite été reconstruites avec le module WaveTracer!** et analysées par les

softwares MetaMorph et QuickPALM d’ImageJ pour une comparaison.

Tableau 3: Caracteristiques des fluorophores excitables dans le rouge lointain. (Dempsey et
al.2011)"”
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Pour la mise en place de 1’approche du dSTORM nous avons donc utilisé des fibroblastes HFF
sur lesquels nous avons marqué avec des anticorps [’alpha-tubuline pour révéler les
microtubules. Les HFF sont des cellules qui adhérent a la lamelle directement. Sur la figure ci-
dessous les panels du haut représentent I’image des microtubules en microscopie de champ
large et les panels du bas I’image de microscopie de dASTORM. Sur I’image de microscopie de
champ large en vert (image diffractée) on peut constater a travers le zoom fait dans une région
d’intérét peu dense en microtubules que les structures sont floues. Par contre sur I’image
dSTORM en rouge feu (panel du bas, Figure 22) les structures sont plus fines et apparaissent
nettement. Pour cette acquisition un nombre de 20 000 images a été acquis et la reconstruction
a été faite avec une taille de pixel de 10nm. En faisant un zoom dans la méme région d’intérét
que dans I’image diffractée, on arrive a distinguer les filaments de tubulines et surtout 1a ou ils
apparaissaient comme un seul filament on dénombre plusieurs filaments les uns a coté des
autres. En tracant une ligne sur une région correspondant a la méme structure dans les deux
images, on se rend compte que la largeur a mi-hauteur dans 1’image dSTORM (graphique du
bas, Figure 22) est huit fois plus petite que la largeur a mi-hauteur dans 1’image de microscopie
de champ large. Cette observation signifie que 1’épaisseur des microtubules sur 1’image
dSTORM est d’environ 50nm comparé a 400nm en microscopie de champ large. Sachant que
I’étude des microtubules a révélé que les filaments mesurent 25 nm d’épaisseur'*>, notre résultat

se rapproche de cette taille puisque dans notre étude nous avons utilis¢ des anticorps primaires
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et secondaires dont I’encombrement stérique augmente 1’épaisseur apparente des microtubules.
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Figure 22 Visualisation de ['a-tubuline dans des lignées cellulaires HFF. (A-B) Image de
fluorescence en Wild field du réseau de microtubule (anticorps anti-alpha-tubuline) marqué a
l’Alexa Fluor 647 dans les HFF, étalées sur une lamelle de verre. Barre d’échelle=5um. (D-F)
Image dSTORM du réseau montré dans les panels A-B. Taille de pixel=10nm. (E) Plot profile sur
un filament de microtubule montré dans le panel (4). FWHM=400nm. (F) plot profile sur un filament
de microtubule montré dans le panel (C). FWHM=50nm.
Par la suite, nous avons appliqué I’approche du dSTORM aux lymphocytes T CD8" primaires
pour étudier I’organisation des clusters de LFA-1 a leur surface suite a un étalement sur un
coating combinant ICAM-1 et anti-CD3 pour induire la formation de la synapse. Les
expériences ont ét¢ menées dans les conditions ou seule la conformation de LFA-1 a été
marquée avec HI111 en anticorps primaires et révélée par un anticorps secondaire anti-IgG1
couplé a I’Alexa Fluor 647. Les lamelles ont ét¢ montées dans un tampon ne contenant que du
MEA car parmi tous les tampons testés c’est celui qui a montré un blinking et un passage a
1’état noir optimum. A partir de ce point, toutes les acquisitions dSTORM ont été réalisées avec

du MEA seul. Un nombre de 20 000 images a été acquis. La reconstruction a été faite avec une

taille de pixel de 10nm. Les résultats ont permis d’établir la topologie des clusters de LFA-1
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fermée et de déterminer leur taille et leur nombre. Les panels du haut de la figure ci-dessous
(Figure 23) représentent une image diffractée prise en microscopie de champ large d’une cellule
¢talée de fagon radiale formant la synapse immunologique (Figure 23A-C). En révélant la
conformation fermée de la molécule de LFA-1, on note une distribution avec une intensité du
signal plus forte a la périphérie de la cellule et moyennement faible vers I’intérieur de la cellule
(Figure 23A). Des zooms sur des régions d’intérét nous permettent de nous rendre compte
qu’avec la microscopie de champ large on n’est pas capable de distinguer les clusters de LFA-
1 du fait de la diffraction (Figure 23B-C). En effet nous ne distinguons qu’une grande et tres
intense structure diffractée. En revanche sur les panels du bas (Figure 23D-F) on distingue une
distribution de petites structures a la surface de la cellule avec un regroupement plus intense
formant une sorte de ligne peu épaisse a la périphérie de la cellule (Figure 23D). Le zoom
intermédiaire (Figure 23E) nous permet de distinguer des structures ponctiformes. Par contre le
zoom le plus grand (Figure 23F) nous permet de distinguer des clusters de molécules, ce qui
nous porte a dire que le dISTORM que nous avons mis en place est suffisamment résolu pour
nous permettre d’apprécier la taille des clusters de LFA-1. Le panel G nous permet de
discriminer les clusters de LFA-1 selon un code couleur correspond a des tailles données en
nm? (la surface des clusters). Nous sommes capables de distinguer des tailles allant du magenta
(environs 120000 nm?) a la périphérie cellulaire jusqu’au bleu (supérieur a 100 nm?) au centre

de la cellule.
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B. Conclusion et limites

Figure 23 : Topologie de LFA-1 de conformation
fermée a la synapse de lymphocytes T primaires
humains. (A-C) Image de champ large de LFA-I
marquée avec [’anticorps HI111 révélée avec [’Alexa
Fluor 647. Les cellules ont été étalées sur une lamelle
imprégnée  d’ICAM-1 et d’anti-CD3.  Barre
d’échelle=5um. (D-F) Image dSTORM de la cellule
montrée dans les panels A-C. Taille de pixel=10nm.
Distribution des clusters de LFA-1 avec un code
couleur de surface en accord avec [’échelle
représentée (G).

L’approche du dSTORM que nous avons mise en place nous permet d’atteindre des résolutions

qui sont 8 fois meilleures que la microscopie de champ large comme mesurées précédemment

sur les images dASTORM de la tubuline. De plus, elle permet d’apprécier les nano-clusters de

LFA-1 a la surface des lymphocytes T primaires. Toutefois, il nous manque des outils dédiés a

I’analyse des clusters moléculaires dans notre expérience pour mieux apprécier et définir la

présence de clusters de LFA-1.

De plus, dans notre acquisition nous avons utilisé une illumination en champ large ce qui veut

dire que le bruit de fond diffusé est trés important. En d'autres termes, le signal que nous

récupérons provient de plusieurs plans de notre cellule. Par ailleurs des artéfacts liés a la densité
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196

des marquages, a la perméabilisation ou a la fixation sont possibles'”°. Il faut donc étre vigilant

a la préparation des échantillons comme a I’acquisition et a la reconstruction.

I1l. La technique du PALM

Ainsi que nous I’avons rappelé en introduction, la localisation et I’efficacité d’activation de

178 Nous avons

la molécule de LFA-1 est en étroite relation avec le cytosquelette d’actine
donc cherché a comprendre comment ces deux structures pouvaient interagir au niveau de la
synapse immunologique. Pour ce faire, nous avons souhaité développer I’approche du
PALM pour visualiser les filaments d’actine en combinaison du dSTORM afin de visualiser
les molécules de LFA-1.

Le PALM (PhotoActivable Localization Microscopy) consiste a faire exprimer une protéine
fluorescente capable d’étre photoconvertie d’une longueur d’onde a une autre par photo-
conversion de maniére stochastique’. Dans notre étude nous avons utilisé une protéine
photoconvertible appelée la Dendra-2 dérivée de la GFP!”’. Cette protéine habituellement
excitée a la méme longueur d’onde que la GFP, est capable de passer d’une émission de
fluorescence dans le vert a une émission dans le rouge. Le passage d’un état a un autre
nécessite 1’utilisation d’un laser d’activation 405 par une faible illumination. Le laser

d’activation induit des modifications chimiques qui sont responsables des variations

spectrales!®®

Figure 24: Structure du chromophore de la Dendra-2. (Shaner et al.2007)"°
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A. Stratégie expérimentale

Afin d’obtenir une description encore plus fine du cytosquelette d’actine nous souhaitons faire
exprimer une protéine fluorescente la Dendra-2, fusionnée avec un peptide capable de se lier a

I’actine : Lifeact?®

qui est couramment utilisé pour la visualisation de I’actine. L’expression
d’une protéine fluorescente plutdt que I’emploi des anticorps nous permet d’étre plus précis
notamment dans la quantification des molécules uniques. La protéine photoconvertible dendra-

2 émet dans le vert (507nm) avant la photoconversion puis dans le rouge (573 nm) aprés la

photoconversion.

Apres amplification et purification du plasmide contenant la fusion Dendra-2 / Lifeact, nous
avons procédé a la transfection de fibroblastes HFF avec de la lipofectamine comme agent
transfectant. Peu de cellules ont été transfectées. Nous avons, ensuite, décidé d’appliquer la
transfection sur des lymphocytes T CD8" primaires fraichement purifiés du sang de donneurs
sains. Le plasmide a été introduit dans ces cellules par électroporation, en utilisant le
nucléofecteur AMAXA. Cette derniere €tape nous a permis de réaliser des expériences de
migration des lymphocytes T en réponse a un gradient de chimiokine afin d’étudier le
remodelage du cytosquelette d’actine, la vitesse de migration et la morphologie cellulaire. Ces
expériences ont fait I’objet d’une revue dans Frontiers!*’ jointe en annexe. Par la suite nous
avons dii comparer le produit de fixation adéquat pour nos cellules. Dans notre étude nous avons
opté pour le paraformaldéhyde a 4%. Le milieu de montage utilisé est le méme que celui du
dSTORM. Pour notre étude nous avons voulu dans un premier temps mettre en place le PALM
sur notre plateforme en utilisant le méme systéme d’imagerie que celui utilisé pour le ISTORM.
L’illumination de 1’échantillon avec le laser 488 nm excite la Dendra-2 dans le vert, I’ajout du
laser d’activation 405 nm induit une photoconversion. Simultanément 1’illumination de la

méme protéine avec le laser 561 nm entraine une émission dans le rouge. Malheureusement les
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lasers que nous possédons ne sont pas assez puissants pour réaliser la photoconversion des

molécules de maniére stochastique.

B. Conclusion et limites

L’¢équipement que nous possédons manque de puissance au niveau du laser 561 nm, pour
réaliser correctement la photoconversion stochastique. Un temps d’optimisation plus long que
prévu est nécessaire. En conséquence, cette méthode ne sera pas optimisée pendant les trois

années de theése.

IV. dSTORM multicouleur

Ensuite nous nous sommes demandés s’il ne serait pas plus intéressant d’étendre le dISTORM
en deux ou trois couleurs pour mieux répondre aux questions suivantes :
- la distribution de la molécule de LFA-1 a la synapse immunologique,
- D’organisation de cette molécule en lien avec I’architecture du cytosquelette
d’actine
- la distribution des molécules de LFA-1 selon leur conformation fermée ou activée
a la synapse.
Dans un premier temps nous avons souhaité visualiser 1’organisation des différentes
conformations de LFA-1 a la surface des lymphocytes T en lien avec le cytosquelette d’actine.
Nous avons envisagé la mise en place du dSTORM deux couleurs afin de pouvoir étudier avec
précision les molécules de LFA-1 dans les cellules normales et dans les cellules déficientes en
WASP provenant de patients WAS. Nous avons commenceé par le ISTORM deux couleurs pour
I’é¢tude de I’organisation de la conformation fermée et activée de LFA-1, 1’objectif étant de
visualiser avec précision la localisation et la distribution des molécules en fonction de leurs

conformations.
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En parall¢le de la combinaison du dSTORM avec le PALM, nous avons profité de I’installation
d’un systeme d’acquisition ELYRA-PS (Zeiss) sur la plateforme d’imagerie du site de Rangueil
(partenaire de notre plateforme) pour mettre en place une approche dSTORM deux couleurs.
Ce systeme est dédi¢ et construit pour la super-résolution. Par conséquent la puissance des
lasers est plus élevée et adéquate pour une utilisation dans les approches de super-résolution
comme le dSTORM et le PALM. Théoriquement, il est possible de mettre en place une
approche dSTORM multicouleur avec ce nouvel équipement. Cependant, il faut employer une
seule et méme solution tampon qui permette la permutation entre 1’état noir et I’état de
fluorescence pour les différentes molécules de fluorescence utilisées. Nous avons d’abord
commencé avec le tampon utilis¢ pour le dSTORM une couleur en gardant les mémes

concentrations et le méme pH.

Dans notre étude nous avons utilisé, comme modéle cellulaire, des lymphocytes T CD8" étalés
sur des lamelles imprégnées d’ICAM-1 et d’anticorps anti-CD3 pour former la synapse
immunologique. Pour révéler la conformation fermée de LFA-1 nous avons utilisé I’anticorps
HI111 couplé a I’Alexa Fluor 488 (en vert) et I’anticorps A24 couplé a 1’Alexa Fluor 647 (en
rouge) pour révéler la conformation de haute affinité. Sur la Figure 25, le schéma illustre les
différents sites de liaison des anticorps employés au cours dans ce projet. L ’anticorps HI111 se
lie au oL domaine empéchant 1’ouverture de la molécule (en violet). L’anticorps A24 se lie au
I domaine [, accessible seulement sous la conformation ouverte de la molécule (m24 en vert).

L’anticorps TS2/4 permet de révéler toutes les conformations de LFA-1 et Kim127 (qui ne sera
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jamais utilisé dans ce projet) permet de révéler les conformations d’affinité intermédiaire et de

haute affinité.

mAb
HI111

Figure 25:Schéma représentant les sites de liaisons des anticorps utilisés pour notre étude
(Comrie et al.2015)""™

Dans la Figure 26, le panel du haut représente un lymphocyte T CD8" provenant d’un donneur
normal. 20 000 images ont été acquises et la taille des pixels des images reconstruites est de 20
nm. Le premier cadran en haut & gauche représente une image en transmission de la cellule sur
laquelle on peut voir la cellule étalée avec un lamellipode autour de ce qui représente le noyau.
En premier lieu, on note que la distribution de LFA-1 des deux conformations en nano-clusters
forme un anneau a la surface de la synapse. En zoomant sur I’image de superposition des deux
conformations, on s’apercoit que les nano-clusters de LFA-1 de conformation fermée (vert) se
distinguent des nano-clusters de LFA-1 de haute-affinité (rouge). Nous observons au voisinage
des clusters rapprochés, une zone de recouvrement partiel (apparaissant en jaune). En outre, il
est intéressant de noter que dans le cas des lymphocytes T CD8" de patients WAS, la cellule
n’est pas entourée par une structure de type lamellipode et LFA-1 est organisée en nano-clusters
mais ces nano-clusters ne sont pas regroupés en anneau. De plus les bords de la cellule sont

marqués par des regroupements de nano-clusters moléculaires formant des bords francs. Enfin
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les nano-clusters des différentes conformations sont bien séparés. On observe soit du vert soit
du rouge mais avec trés peu de zones de contact. Nous pouvons donc en déduire que les nano-

clusters de LFA-1 fermée sont distincts des nano-clusters de LFA-1 de haute-affinité.

Figure 26 : Distribution de LFA-1 dans les ymphocytes T primaires de donneurs normaux et de patients
WAS. Image de la distribution de LFA-1 non-activée et activée en double dSTORM. Taille de
pixel=20nm

A. Conclusion et limites

LFA-1 s’organise en clusters formant un anneau (ceinture) a I’échelle cellulaire et les
conformations fermée et ouverte constituent des clusters distincts. Toutefois, avec le
dSTORM deux couleurs, nous notons des trainées (en forme de cométe) qui nous laisseraient
penser que nos images dSTORM avec le fluorophore Alexa Fluor 488 ne sont pas optimales

et que notre fluorophore photoblanchit aprés acquisition de I’ Alexa Fluor 647.

V. La technique du SIM multicouleur

Pour les raisons évoquées ci-dessus la combinaison du dSTORM avec le PALM ou le double
dSTORM sont des techniques qui permettraient d’atteindre des précisions de localisation tres
intéressantes et en adéquation avec notre ¢tude. Cependant, face aux difficultés rencontrées,

nous avons souhaité mettre en place ’approche de la microscopie a illumination structurée
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(SIM) en plusieurs couleurs pour avancer plus rapidement dans notre projet. Tous les résultats
obtenus avec cette approche ont fait I’objet de deux articles, I'un est joint dans les résultats ;

I’autre est joint en annexe.

VI. Méthodes quantitatives d’analyse des clusters de
molécules

Avec le développement de la microscopie de localisation de molécules uniques, des outils
d’analyse permettant de travailler sur des points de localisation ont vu le jour. Ces outils
consistent a utiliser les coordonnées (X,y) des centres de masse de chaque molécule détectée
afin d’étre trés précis sur les objets analysés. Ils sont basés sur des fonctions mathématiques
connues depuis de longue date. La plus utilisée dans notre domaine étant la fonction de K-
Ripley. La fonction de K-Ripley est basée sur la recherche du plus proche voisin, a savoir la
distance qui sépare un point de son voisin®®!. Ces méthodes permettent une estimation
qualitative de la taille des domaines lorsqu’il s’agit d’amas. Nous pouvons par exemple citer
les travaux menés sur les clusters de Lck kinase ou du TCR qui ont inspirés notre démarche.
Grace a ses travaux nous savons actuellement que le TCR est organisé en nano-clusters a la
synapse immunologique**?°2% Dans le cadre de notre étude nous avons voulu évaluer deux
méthodes : une méthode d’analyse des images TIFF et une méthode d’analyse des point de

localisation.

La premiere méthode développée consiste a analyser les clusters a travers le logiciel d’Image]
(Image processing and analysis in Java). Cette analyse est basée sur les images TIFF de
reconstruction. Apres binarisation des images, on procéde ensuite a la détection des objets. Les
plus petits objets correspondent a un pixel et les plus gros sont représentés par des pixels en
continuité. Cette méthode permet d’accéder au nombre de nano-clusters, a leur taille, a leur

forme et a bien d’autres parameétres.
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La deuxiéme méthode est basée sur les coordonnées des points de localisation et sur la densité
de ces points. Cette méthode a été introduite en 1992 par Ester et s’appelle DBSCAN (Density
Based Spatial Clustering of Applications with Noise). Dans notre étude nous avons implémenté
le code dans R (URL http://www.R-project.org/). L’algorithme prend en compte un rayon
maximum autour d’un point appelé epsilon (Eps) et un minimum de points formant un cluster
appelé MinPts (points minimums). A partir de ces critéres, des points sont considérés comme
un cluster si la distance qui sépare un point d’un autre de part et d’autre est inférieure ou ¢gale
a Eps et si le MinPts est atteint ou dépassé. Les points éloignés par une distance supérieure a
Eps de part et d’autre sont considérés comme étant des points isolés, donc du bruit. Cette
méthode nous permet d’accéder au nombre de clusters, a la taille de chaque cluster, au nombre

de molécules isolés et au nombre de localisations dans chaque cluster.
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La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich contrdle
Porganisation de la ceinture de LFA-1 activé a la synapse
lytique

Le but de notre projet a été d’étudier 1’organisation précise de la distribution de LFA-1 a la
synapse immunologique des lymphocytes T cytotoxiques en relation avec ’actine corticale
sous-jacente. Le modele d’étude est composé de lymphocytes T humains normaux non
transformés et de lymphocytes T de patients atteints d’une immunodéficience congénitale, le
Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), dans lequel le cytosquelette d’actine présente des

défauts de remodelage.

Par I’emploi de I’approche de microscopie de dASTORM nous avons montré que LFA-1 activée
forme une ceinture radiale composée de centaines de nano-clusters et que le maintien de la
structure de 1’actine €tait important pour la formation de cette ceinture. En effet, a la synapse
immunologique des cellules de patients WASP déficients, la ceinture de LFA-1 n’était pas
compléte et la densité des nano-clusters était réduite. Puis nous avons utilisé 1’approche de SIM
multicouleur qui nous a permis de révéler que la ceinture de LFA-1 était importante pour le

confinement des granules lytiques.

Finalement nos résultats indiquent que la protéine WASP est trés importante pour la distribution
spatiale de LFA-1 et pour I’efficacité lytique opérée par les lymphocytes T CD8". Ce travail a
fait I’objet de la rédaction d’un article qui est présenté ci-dessous dans la version du 29 Mai

2017 soumis au journal Cell Reports.
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Summary

T lymphocyte cytotoxicity relies on a synaptic ring of LFA-1, which permits polarized delivery of
Iytic granules. How LFA-1 organization is controlled by underlying actin cytoskeleton dynamics
is poorly understood. We here explored the contribution of the actin cytoskeleton regulator WASP
to the topography of LFA-1 using a combination of microscopy modalities. We uncover that the
reduced cytotoxicity of Wiskott-Aldrich syndrome patient-derived CD8" T lymphocytes lacking
WASP is associated to reduced LFA-1 activation, unstable synapse and delayed lethal hit. At the
nanometric scale, WASP constrains high-aftinity LFA-1 into dense nanoclusters located in actin
meshwork interstices. At the cellular scale, WASP is required for the assembly of a radial belt
composed of hundreds LFA-1 nanoclusters and for lytic granule docking within this belt. Our study
unravels the nanoscale topography of LFA-1 at the lytic synapse and identifies WASP as a

molecule controlling individual LFA-1 cluster density and LFA-1 nanocluster belt integrity.

Key words

Wiskott-Aldrich syndrome protein, cytotoxic T lymphocytes, immunological synapse, actin

cytoskeleton, LFA-1, lytic granules, super-resolution microscopy
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Highlights
e High-affinity LFA-1 is organized into a nanocluster belt at the CD8" T cell synapse
o LFA-I nanoclusters locate in the interstices of the actin cytoskeleton meshwork

e WASP controls LFA-1 organization into individual nanoclusters and cluster belt

eTOC Blurb

A hallmark of the synapse between cytotoxic T cells and target cells is the assembly of a LFA-1
ring. Using super-resolution microscopy approaches, Houmadi et al. report that the LFA-1 ring is
composed of nanoclusters embedded in the actin cytoskeleton and identify the pivotal role of

WASP in LFA-1 topography.

Abbreviations

CTL: Cytotoxic T Lymphocytes, dSTORM: direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy,
gMFT; geometric Mean Fluorescence Intensity, LFA-1: Lymphocyte Function-associated Antigen
1, SIM: Structured illumination microscopy, TIRFM: Total Internal Reflection Fluorescence

Microscopy, WAS: Wiskott-Aldrich Syndrome, WASP: Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
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Introduction

The integrin LFA-1 was initially identified in a screen of antibodies that blocked the lytic activity
of CD8" cytotoxic T lymphocytes (CTL) (Davignon et al., 1981). In these cells, LFA-1 is required
both for the conjugation with antigen-presenting cells and for the confined delivery of cytotoxic
molecules. Indeed, CTL lytic granules are delivered in a secretory domain lying between the center
of the synapse enriched in signaling molecules and a peripheral ring of LFA-1 (Stinchcombe ct al.,
2001). Tn agreement with the requirement to confine lytic granule delivery with high fidelity, CDS'
T cells have been shown to form fivefold more LFA-1 ring junctions than CD4* T cells (Somersalo
et al., 2004). In the context of the T cell immunological synapse, LFA-1 clusters accumulate over
time at the inner side of the lamellar actin network to form a peripheral ring (Yi et al., 2012;
Anikeeva et al., 2005). The lateral force provided by the actin retrograde flow has been
hypothesized to drive integrin activation by separating o- and B-integrin cytoplasmic tails (Zhu et
al., 2008). In accordance, LFA-1 under the extended conformation localizes to the synapse outer
ring, while the open conformation is enriched in a more central ring (Comrie et al., 2015). Initial
analysis of LFA-1 topography at the surface of T cells has provided the view that LFA-1 activation
results from the assembly of micrometer-scale domains (Kaizuka et al., 2007). However, recent
super-resolution microscopy approaches have revealed that LFA-1 rather assembles into
nanometer-scale clusters (Baumgart et al., 2016; Murugesan et al., 2016). The mechanisms that
control the organization of LFA-1 into a ring-like structure and that confine LFA-1 into
nanoclusters remain to be elucidated.

In this work, we tested the hypothesis that the Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) might
be a major player in the control of LFA-1 activation and organization in CTL. WASP is a

hematopoietic-specific actin cytoskeleton regulator that sets immunological synapse stability and
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TCR activation threshold in CD4" T cells (Calvez et al., 2011; Dupré ¢t al., 2002; Sims et al.,
2007). Whether it controls the stability of the lytic synapse and whether this might explain its
reported role in CTL killing activity (De Meester et al., 2010; Lang et al., 2013) remain unexplored.
To test the role of WASP in lIytic synapse organization, we investigated actin cytoskeleton
ultrastructure and dynamics together with LFA-1 topography in patient-derived WASP-deficient
CTL, using a combination of microscopy tools, including the super-resolution approaches
dSTORM (Heilemann et al., 2008; van de Linde et al., 2011) and SIM (Gustafsson, 2000). Our
data show that the inefficacity of target cell killing by WAS CTL is linked to a reduced LFA-I
activation, non-radial spreading of the lytic synapse and delayed lethal hit delivery. These defects
can be explained by the additional finding that open-conformation LFA-1 nanoclusters are confined
into actin meshwork interstices and that such clusters display reduced density in WASP-deficient
CTL. At the cellular scale, WAS CTL display defects in LFA-1 cluster belt assembly and lytic
granule positioning. In conclusion, our study unravels the mechanisms by which WASP controls
CDS8" T cell cytotoxic activity and provides fundamental knowledge on the nanoscale topography

of LFA-1.
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Results

Decreased killing potential is associated to reduced LFA-1 activation in WAS CD8" T cells

The mechanism underlying the reduced ability of CD8" T cells from WAS patients to kill target
cells (De Meester et al., 2010) has not been elucidated. We here reasoned that the role of WASP in
stabilizing the synapse of CD4" T cells (Calvez et al., 2011; Sims et al., 2007) might apply to CD8'
T cells and that such role would be mediated through LFA-1. The polyclonal CD8™ T cells
expanded from WAS patients expressed normal levels of lytic molecules (Fig S1A-C), but as
expected failed to express WASP (Fig 1A and Fig S1D). The ability of WAS CTL to rapidly
eliminate P815 target cells, as well as to sustain prolonged killing activity was reduced (Fig 1B
and Fig S1E). We then tested whether WASP might regulate CTL cytotoxicity via LFA-1, by
measuring the expression of total and open LFA-1 conformations by flow cytometry (Theorell et
al., 2011). The CTL from the healthy donors and the WAS patients expressed basally comparable
levels of total LFA-1 (Fig 1C). They expressed similar levels of LFA-1 under the open
conformation when facing uncoated target cells. However, upon encounter with the anti-CD3 Ab-
coated target cells, the WASP-deficient CTL displayed a reduced capacity to up-regulate active
LFA-1 (Fig 1D). We then sought to explore whether this reduced LFA-1 activation would be
mirrored by abnormal dynamics of CTL to target cell contacts in the context of killing, Real-time
imaging of CTL and anti-CD3 Ab coated target cell mixtures shows that although WASP-deficient
CTL were highly motile and able to encounter target cells, killing efficiency was reduced as
compared to that of control CTL (Fig 1E and Movie 1-2). The reduced ability of WAS CTL to kill
targets over time (Fig 1F) was explained by an increased delay between initial contact and lethal

hit delivery (Fig 1G). Together, these results strongly suggest that the reduced efficiency of WAS
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CTL to eliminated target cells is linked to reduced LEA-1 activation leading to a delayed lethal hit

delivery.

Actin cytoskeleton dynamics is associated to non-radial spreading in WAS CD8* T cells

Although WASP-deficiency has been reported to distort synapse morphology in primary human T
cells (Calvez et al., 201 1), its effect on actin dynamics at the immunological synapse remains to be
characterized. For this purpose, we used the cell-permeant SiR-actin dye (Lukinavicius et al., 2014)
to record F-actin dynamics by TIRFM, which allows to focus on the cell portion that lays at the
immediate contact with the ICAM-1/anti-CD3 coated surface. As shown in a representative healthy
donor CD8™ T cell, spreading occurred within 2 to 3 min and was characterized by a surrounding
lamellipodium, shown in the transmitted images (Fig S2A) and a dense actin meshwork (Fig 2A).
This network was not uniform since areas of reduced actin density were present towards the center
of the synapse, while small actin patches were distributed all over the contact surface. Although
the F-actin meshwork was highly dynamical at the synaptic plane the cell shape did not evolve
beyond 3 min. In contrast, the WAS CTL displayed a reduced spreading arca and lobular
morphology, characterized by nascent lamellipodia on different sides of the cell (Fig S2B). The
WAS cell displayed a variable actin density along the considered observation time. Intermittently,
areas of high intensity fluorescence were observed in the middle of the synapse, out of which actin
cables appeared to emerge (Fig 2B). The time course of the aspect ratio (AR) indicated that HD
cells rapidly assembled a circular synapse with an AR value evolving from 1.6 to 1 during the first
minute (Fig 2C). However WAS CTL were unable to spread radially as confirmed by AR
variations ranging from 1.5 to 1.8 along the acquisition. The mean AR of 9 HD and 19 WAS cells

confirmed the non-circular morphology of WAS T cell synapses (Fig 2D). In conclusion, the
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TIRFM study of F-actin dynamics in WAS CTL reveals a major defect in actin meshwork

organization combined with the inability to spread radially and to establish a stable synapse.

Biased distribution of LFA-1 clusters in WAS T cells

We implemented a SIM approach to precisely locate active LFA-1 at the CTL synapse and
elucidate how 1t interacts with the actin cytoskeleton meshwork. We also applied this approach to
WAS CTL to understand which precise actin cytoskeleton aberrations might explain the LFA-1
activation defects identified in these cells. The normal CTL depicted in Fig 3A displayed an
extended synaptic spreading with F-actin being enriched both at the periphery, as a thin
lamellipodium, and within patches located towards the inner parts of the synapse. Active LFA-1
distributed as very distinct clusters organized into a belt-like structure lying inwards to the external
F-actin area. Active LFA-1 clusters appeared to be positioned in the interstices of the actin
cytoskeleton meshwork. This applied to both the actin-rich arca corresponding to the LFA-1 ring
and to the actin poor areas towards the synapse center (Fig 3A, zooms on the right panels). Sections
along the z axis showed that the inner part of LFA-1 clusters localized to thin interstices of reduced
F-actin density (Fig 3A, central lower panels), suggesting that LFA-1 nanoclusters are confined
into the alveoli of the actin cytoskeleton meshwork. Parallel examination of a WAS CTL (Fig 3B)
revealed that it spread over a reduced area. Although a very rich actin cytoskeleton meshwork
composed of highly branched and spiky structures had assembled at the WAS T cell periphery, the
synapse center was almost devoid of detectable actin structures. In this cell, active LFA-1 could be
detected but they failed to assemble into a belt. At the ultrastructure level, the most external LFA-
1 clusters were positioned in the interstices of the very dense actin cytoskeleton meshwork, while
LFA-1 clusters localizing towards the synapse center appeared to not be connected to actin

filaments and to distribute less evenly than in the control cell (Fig 3B, zooms on the right panels).
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Sections along the z axis of the WAS CTL confirmed both the asymmetry of the LFA-1 ring and
the biased distribution of LFA-1 clusters in relationship with the actin meshwork (Fig 3B, central
lower panels). The partial decorrelation of active LFA-1 clusters from the areas of enriched actin
density and the asymmetry of the WAS CTL was highlighted by an analysis of LFA-1 and F-actin
intensity profiles within cell quadrants. In control cells, active LEA-1 was highly enriched at 8 um
from the cell center with a slight inner shift as compared to the peripheral F-actin rich area (Fig
3C). In those cells, LFA-1 distributed evenly among the areas enriched in F-actin (IN) those devoid
of F-actin (OUT) (see Methods) (Fig 3D). This distribution is probably attributable to the fact that
although LFA-1 clusters are enriched in the inner side of the actin-rich lamellipodium, they locate
m the interstices of the actin meshwork. In contrast to the control cells, the WAS CTL failed to
display active LFA-1 peripheral enrichment (Fig 3E). The analysis of LFA-1 distribution according
to F-actin intensity confirmed the biased distribution of the LFA-1 clusters towards areas devoid
of detectable F-actin in the WAS CTL (Fig 3F). Together, our data provide the first
characterization of the nanoscale topography of LFA-1 at the immunological synapse. They reveal
that active LFA-1 distributes into hundreds of nanoclusters embedded into the actin cytoskeleton
meshwork. They further indicate that the WASP-dependent actin meshwork organization is

required to maintain a synaptic belt of active LFA-1 nanoclusters.

WASP controls LFA-1 organization and activation at the cellular and nanometric scales

Beyond the abnormal LFA-1 nanocluster distribution characterized in the WAS CTL by SIM, we
sought to apply dSTORM to quantify whether the reduced LFA-1 activation in WAS CTL might
be related to a reduced number or density of individual LFA-1 clusters. As observed above by
TIRFM and SIM, WAS CD8" T cells were able to spread, although in a less radial manner than

control T cells (Fig 4A-B, left panels). In particular, the typical ring of active LFA-1 clusters was
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disrupted in numerous WAS CTL and those clusters appeared to distribute more centrally (Fig 4A-
B and Fig S3A-B). At the nanometric scale, active LFA-1 in control CTL appeared to distribute
almost exclusively into dense clusters (Fig 4A, second raw of panels), in agreement with the SIM
observations. This was confirmed by the DBSCAN analysis (Ester et al., 1996) on two
representative ROI within the LFA-1 ring (Fig 4A, third row of panels). In WAS CTL, although
active LFA-1 assembled into clusters, the compactness and distribution of those clusters appeared
to be affected (Fig 4B, second raw of panels). Indeed, the DBSCAN analysis on two representative
ROI within the preserved section of the LFA-1 ring shows that active LFA-1 clusters in WAS CTL
were less dense and less clearly delineated than those in control CTL (Fig 4B, third row of panels).
Independently from its organization into clusters, the intensity of LFA-1 was measured along the
LFA-1 ring. The WAS CTL harbored regions of poor to undetectable LFA-1 intensity (Fig 4C),
highlighting the fact that it did not assemble a complete ring. To further characterize the LFA-1
activation defect associated to WASP deficiency, a number of cluster parameters were analyzed in
representative ROI of the cluster ring. Although the distribution of the areas of active LFA-1
clusters was comparable in WAS and control CTL (Fig 4D), both the surface density of active
LFA-1 cluster (Fig 4E) as well as their localization point density (Fig 4F) were reduced in the
WAS T cells. In addition, the proportion of localization points belonging to clusters was
significantly reduced in the WAS T cells as compared to the control T cells (Fig 4G). A further
analysis applied to representative cells confirmed the reduction of cluster density at the synaptic
belt in WAS T cells (Fig S3C-E). Together these data indicate that the reduced ability of WASP
deficient CD8" T cells to activate LFA-1 corresponds, at the cellular scale, to an incomplete
assembly or stabilization of the LFA-1 ring and, at the nanometric scale, to reduced numbers of

active cluster and reduced LFA-1 molecule density within those clusters.
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WASP-dependent LFA-1 cluster belt structure is required to confine lytic granules

By controlling the integrity of the LFA-1 cluster belt, WASP might be required for the correct
positioning of lytic granules. We therefore inspected CTL by a 3D-SIM analysis restricted to a
thickness of 550 nm from the cell surface in order to focus on the lytic granules that were the most
proximal to the synaptic area. In control CTL, lytic granule localized towards the inner layer ot the
high-affinity LFA-1 ring, at the edge of the actin rich area (Fig S4A-B). They were detected at a
close vicinity to active LFA-1 clusters in interstices of the actin cytoskeleton meshwork suggesting
that active LFA-1 clusters might control lytic granule docking at local sites of tight adhesion with
the target cell. This approach was then applied to 11 control CTL and 12 WAS CTL. While the
control CTL adopted a synapse morphology characterized by a radial spreading, an outer ring of
F-actin and an inner ring of high-affinity LFA-1, the WAS CTL displayed either radial synapse,
distorted synapse or elongated synapse (kinapse) morphologies (Fig 5A). This is in agreement with
our live microscopy data and previous reports on WASP-deficient CD4™ T cells (Calvez et al.,
2011; Lafouresse etal., 2012; Sims et al., 2007). The compilation of the control cells (see Methods)
yielded a very clear topological picture composed by a thick peripheral ring of actin meshwork,
followed by a partially overlapping belt of active LFA-1 clusters and by lytic granules dispersed
within the confinement of the LFA-1 cluster belt (Fig SB). Taking into account the morphological
heterogeneity of WAS CTL, images were compiled separately, according to the 3 identified
morphological categories (Fig 5A). WAS CTL forming synapses displayed a radial polarity similar
to that observed in control cells, with correct confinement of the lytic granules within the LFA-1
cluster belt (Fig 5B). Differently, the cells with distorted synapses failed to reveal a clear radial
organization and the lytic granules localized over the contact planes without any apparent
localization bias. The cells forming a kinapse revealed a clear longitudinal polarization, with a wide

actin-rich edge, a central LFA-1-rich area and dispersed lytic granules. To assess the lytic granule
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contfinement function of the active LFA-1 cluster belt, the positions of individual perforin dots
were overlaid on the LFA-1 mask and their distances to the edge of the LFA-1 masks were
calculated (Fig 5C-D). In the cells assembling a radial LFA-1 cluster belt, most detected perforin
dots were positioned on the LFA-1 cluster belt, at a mean distance of 3 um from the outer edge of
this belt (Fig 5D). In WASP-deficient T cells adopting distorted synapse or kinapse morphologies,
an increased proportion of perforin dots were positioned away from the LFA-1 belt (Fig 5C) or
very close to its outer edge (Fig 5D). The comparison of the WAS-related morphologies is
suggestive of an interplay between actin cytoskeleton organization, LFA-1 cluster distribution and
Iytic granule polarization. We next aimed at examining by 3D-SIM the assembly of the LFA-1
cluster belt and lytic granule positioning using anti-CD3 mAb coated P815 cells. Control CTL
forming a synapse with target cells displayed a flattened contact area enriched in F-actin (Fig 5E).
The en-face view is in line with our observations on stimulatory surfaces. It shows a ring of active
LFA-1 lying inwards from the F-actin rich area and the docking of lytic granules within the inner
confines of the high-affinity LFA-1 ring. Although WAS CTL formed conjugates with the anti-
CD3 mAbD coated P815 cells, their morphology displayed notable aberrations (Fig SE), including
a cell surface devoid of microvilli, in line with an early EM study (Kenney et al., 1986), the
presence of lateral F-actin-rich protrusions and a non-symmetrical morphology. In the selected cell,
active LFA-1 clusters were reduced in numbers and failed to form a ring. The few lytic granules
detected in the synapse plane displayed a very peripheral distribution. Together, these observations
confirm the role of WASP in assembling the high-affinity LFA-1 cluster belt at the CTL synapse.
The WASP-deficiency model further indicates that the LFA-1 cluster belt controls the confined

delivery of lytic granules.
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Discussion

In this study, we set to explore the precise topography of LFA-1 at the immunological synapse of
WAS patient-derived CD8" T cells. A unique combination of advanced microscopy modalities
allowed us not only to identify a defect in LFA-1 activation underlying the reduced cytotoxic
activity of these cells, but also to produce fundamental knowledge about the interplay between

actin cytoskeleton meshwork organization, LFA-1 activation and Iytic granule docking.

Since the initial description of the immunological synapse, the distribution of LFA-1 as a peripheral
ring has been a hallmark of this structure (Grakoui et al,, 1999; Monks et al., 1998). Tt is however
only recently that the conformational state of LFA-1 at the immunological synapse has been
unraveled with the use of conformation-specific antibodies (Comrie et al., 2015). Still, the precise
topography of LFA-1 remained to be established. In agreement with a previous report in Jurkat
cells (Kaizuka et al., 2007), we observed by TIRFM that upon synapse assembly, primary human
CD8™ T cells appear to aggregate LFA-1 into microdomains. However, the 2 super-resolution
microscopy approaches used in our study highlight that the structures appearing as microdomains
correspond to areas densely populated by well-individualized nanoclusters. The diameter of the
LFA-1 clusters detected here in T lymphocytes is approximately 100 nm, which is comparable to
that measured by TEM at the surface of monocytes (Cambi et al., 2006). We report that LFA-1
clusters in the open conformation were concentrated into a belt-like structure, in line with the LFA-
1 ring described previously (Comrie et al., 2015; Kaizuka et al., 2007). High-affinity LFA-1
molecules are expected to bind tightly the actin cytoskeleton (Cairo et al., 2006) to permit a tensile
force-driven activation mechanism (Nordenfelt et al., 2016). In line with such central role of the

actin cytoskeleton in the control of LFA-1 activation and distribution, our radial analysis of LFA-
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1 and F-actin intensities showed that closed LFA-1 clusters overlapped with the peripheral actin
ring, while open LFA-1 laid in the inner layer of peripheral actin ring. More unexpectedly however,
our 2D analysis revealed that the LFA-1 clusters were positioned into the interstices of the outer
layer of the actin cytoskeleton meshwork. Our 3D imaging approach further revealed that the
innermost sections of the LFA-1 clusters stood on a deeper layer of the actin cytoskeleton. Our
analysis therefore posits the question of how LFA-1 clusters are coupled to the actin cytoskeleton.
We favor the hypothesis that the most superficial layer of the actin cytoskeleton might provide a
physical meshwork to laterally constrain LFA-1 nanoclusters, while the underlying layer might
provide a site for physical coupling and force transmission via Talin-1 and Kindlin-3 (Evans et al.,

2009},

In accordance with this hypothesis, deficiency of the actin regulator WASP was found to affect
both the molecular density of individual active clusters as well as their number. Interestingly,
WASP 1s also mvolved m the assembly of F-actin foci beneath TCR microclusters to facilitate
PLCyl activation and calcium flux (Kumari et al., 2015). This suggests that distinct F-actin
microarchitectures are associated to TCR and LFA-1 nanoclusters to sustain their specific
activation patterns. Indeed, the use of micropatterns has revealed different actin cytoskeleton
dynamics associated to the TCR and LFA-1 (Tabdanov et al., 2015). Importantly, we identified
here WASP as a key protein to control the assembly of the circular belt of high-affinity LFA-1
clusters at the CTL synapse, which allowed us to investigate the role of this structure in controlling
the cytotoxic activity. Our data indicate that while WASP appears to regulate the confinement and
activation of LFA-1 clusters at the nanometric scale, it also controls their distribution at the cellular

scale. It is probable that defective confinement of the LFA-1 nanoclusters leads to the different
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distribution patterns observed in the WAS CTL. Cytotoxic T cells assemble a LFA-1/talin ring
Junction through which lytic granules are secreted (Somersalo et al., 2004; Stinchcombe et al.,
2001). Lytic granules have initially been proposed to release their contents by fusing with an actin-
free secretory domain located towards the synapse center (Ritter et al., 2015; Stinchcombe et al.,
2001; Stinchcombe et al., 2006). However, in our experiments with healthy donor CTL, lytic
granules appeared to preferentially dock at the vicinity of high-affinity LFA-1 clusters in the imner
side of the LFA-1 cluster belt associated to a relatively dense actin meshwork. This is in agreement
with the recent finding that lytic granule secretion, visualized with a fluorescent probe, occurs in
an intermediate domain of the synapse corresponding to the region of strongest force exertion (Basu
et al., 2016). In conjunction with this mechanism, actin meshwork relaxation might be required for
Iytic granule exocytosis as described in NK cells (Brown et al., 2011; Rak et al., 2011). Taken
together, these observations suggest that lytic granules would be preferentially secreted in the inner
side of the LFA-1 cluster belt providing optimal local forces to control both secretion and target
cell interaction. We argue that the reduced lytic activity of WAS CTL 1s primarily due to a reduced
LFA-1 activation and symmetry. Indeed, we previously reported that both conjugate formation and
LAMP-1 exposure are not affected by WASP deficiency (Calvez et al., 2011; De Meester et al.,
2010). Similarly, the reduction of CTL cytolytic activity induced by LFA-1 with Fab fragments
was not associated to granule release inhibition, but to non-polanzed delivery (Anikeeva et al.,
2005). In a physiological setting, the ability to dissolve and reform the adhesion ring would be
required for CTL to execute multiple killing. Accordingly, our data point to an amplification of the
WASP-associated killing defect in long-term assays, in which multiple killing is favored

(Vasconcelos et al., 2015).
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In conclusion, our study provides the first characterization of LFA-1 nanoscale topography at the
human T cell synapse. It provides insight into the activation of LFA-1 at the nanoscale and into its
interaction with the underlying actin cytoskeleton meshwork. Tt further identities WASP as a key

protein to control the LFA-1 cluster belt that confines lytic granule secretion.
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Experimental procedures

Patients and cells

Blood samples from WAS patients and healthy donors were obtained following standard ethical
procedures (Helsinki protocol) and as per French Bioethics law and with the approval of the local
ethics committee, PBMC were isolated by density gradient centrifugation over a Ficoll gradient
(PAA). CD8™ T cells were isolated by negative sclection according to the manufacturer’s
instructions (Stem Cell). T cells were cultured in RPMT 1640 glutamax (Gibco) supplemented with
5% human serum (PAA) and stimulated every 2 weeks with irradiated PBMC and EBV-
transformed JY cells in the presence of | ug/ml PHA, 100 TU/ml rhIL-2 and 5 ng/ml th1L-15. WAS
CTL were derived from the W2 patient described previously (Trifari et al., 2006), as well as patients
WAS1 (De Meester et al., 2010) and WAS4 (Marangoni et al., 2007). The lack of WASP
expression in the patient-derived CDE™ T cells was confirmed by Western blotting as previously
reported (Trifari et al., 2006). GFP-expressing P815 cells were generated by lentiviral transduction

and cultured in DMEM (Gibco) supplemented with 10% FCS (PAA).

Flow cytometry

CTL were stained with anti-CD8-FITC mAb and anti-CD4-PE mAb for 20 min at 4°C, Fixed with
3% paraformaldehyde (PFA) and permeabilized with PBS 3% BSA 0.1% saponin. Intracellular
staining of with anti-WASP 5AS5 mAb was followed by PE-labeled secondary Ab. Granzyme B
and perforin staining were performed with FITC-labeled mAb and AF647-labeled mAb (dG9).
LFA-1 expression was revealed with mAb for total (TS2/4) or open conformations (a24). To
measure LFA-1 activation, CTL were incubated with GFP-expressing target cells previously

coated with anti-CD3 mAb (OKT3, eBioscience). Unlabeled a24 mAb was added at 2.5 pg/ml
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during a 1-hour incubation at 37°C. Cells were fixed with 3% PFA and the bound a24 mAb was
revealed with AF647-labeled secondary Ab. Antibodies were purchased from BD Pharmingen.

Data were acquired on the BD FACSCalibur cytometer and analyzed with FlowJo software.

Cytotoxic assays

For the flow cytometry-based assessment of CTL cytotoxic activity, GFP-expressing P815 target
cells and CTL were prepared as described for LFA-1 activation. Cells were pelleted for 1 min at
1500 rpm and incubated at 37°C/5%COz from 4 to 24 h. Aphidicolin (Sigma) was used at 0.1 pg/ml
during the duration of the assay to block target cell proliferation. Residual alive target cell
acquisition and quantification were made as described previously'. All data were acquired on a BD
FACSCalibur cytometer and analyzed using FlowJo software.

For the microscopy-based assessment of CTL cytotoxic activity, 8-well IBIDI chambers were
coated with 10 pg/ml of fibronectin (Sigma-Aldrich) for 1 h at 37°C/5% CO2. CTL were pre-stained
with CellTracker green CMFDA dye (Invitrogen) for 30 min at 37°C/5% CO? and then transferred
to an IBIDI chamber together with P815 cells pre-coated with anti-CD3 mAb as described for LFA-
I activation. A 200 uM concentration of PI was added in the medium and present during the

acquisition on a Leica SP8 confocal microscope equipped with a chamber set at 37°C/5% COa.

TIRFM

1.5-glass of 8-well chamber Labteck were coated overnight with both recombinant ICAM-1/F¢
chimera (4 pg/ml) (R&D Systems, USA) and anti-CD3 mAb (10 pg/ml) at 4°C. Cells were stained
with 2 uM of SiR-actin for 1 h at 37°C before transferring onto Labteck. Acquisitions were

performed by TIRFM illumination integrated within an iLas2 system (Roper, France) incorporated
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within an inverted motorized microscope (Nikon Ti, Japan) equipped with a Plan-Apo 100x
1.45NA objective and a perfect focus system. Live samples were imaged at 37°C with 5% COa..
Images were acquired at 1.26-1.29 sec per frame for 10 min using Metamorph software (Molecular
Devices, USA). The emitted photons were collected with a 512x512 EM-CCD camera (Evolve,

Photometrics, USA).

dSTORM

1.5H circular coverslips were coated overnight with recombinant ICAM-1/Fc chimera and anti-
CD3 mAb at 4°C. AF647-labeled a24 mAb was added to CTL during their attachment to the
coverslips. After 10 min at 37°C, cells were fixed with 4% PFA. Acquisition was performed by
TIRFM illumination on the system described above. Images were acquired at RT in a solution
containing Cysteamine (Sigma, USA) and glucose oxidase (Sigma, USA) as oxygen scavenger.
The AF647 fluorescence was converted into a dark state using a 640 nm laser. Upon obtaining the
adequate density of blinking events per frame, 20.000 frames were acquired at 50-100 Hz. Images
were reconstructed online using the WaveTracer module? integrated into Metamorph (20 nm pixel
size). The minimal surface of a LFA-1 cluster was set as twice the mean surface of the events
detected outside the cells resulting in a value of 0.0055 pm?. On that basis, we used the DBSCAN
algorithm to identify clusters in zoomed insets measuring 1.6 pm x 1.6 pm. The cluster detection
was set as a minimum of 3 points within a radius of 20-40 nm (epsilon). Shape and area were
extracted with ggplot2 and factoextra in R software. We wrote a C++ algorithm to determine the
size of clusters in nm. Whole-cell cluster counts were measured using Image] with an intensity-
based threshold. The Image] particle detection approach was validated by comparison to DBSCAN

in test ROIs.
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SIM

The staining procedure was comparable to that used for dASTORM with the following combination:
AF568-labeled a24 mAb, phalloidin-AF647 and where indicated, anti-perforin mAb revealed with
a AF488-labeled secondary Ab. For conjugates, CTL and P815 cells were seeded in U-bottom 96-
well with AF-568-labeled a24 mAb then were transferred onto Poly-L-Lysine coated 1.5H-
coverslips for 10 min at 37°C. Fixation and permeabilization were executed as before and F-actin
and perforin were stained by phalloidin-AF488 and AF647-labeled anti-perforin mAbs for 1 h at
RT. Coverslips were mounted in Vectashield H-1000 (Vector lab, USA). 3D-SIM images were
acquired with a Zeiss ELYRA PS1 SR-SIM equipped with a Plan-Apo 63x/1.40NA oil DIC
immersion objective using a sSCMOS camera (Hamamatsu) and a 1.60x tube lens. A multicolor
image was obtained with the 488 nm, 561 nm and 642 nm laser excitations, using respectively the
28 um, 32 pum and 42 pum optical grids, which were rotated to three pre-aligned angles and
translated to 5 positions per angle. The different channels were aligned using the PSF from
multicolor beads. The lateral pixel size was 65 nm in the acquired images and 32 nm in the
reconstructed images. The 3D-SIM images were reconstructed with the Zeiss ZEN software and
further verified with SIMcheck (Image J, plugin). 3D-SIM images of 550-nm thickness were
analyzed by ImageJ. Thresholds were performed on F-actin and a24 intensity to transform them
mto two masks, then number of a24 clusters i and out of the F-actin mask were extracted and
reported to the surface area of the mask. Individual cells were normalized according to each cell
area before compilation. LFA-1 ring mask was determined by a Gaussian blur and an intensity
threshold. The closest distance of each perforin granule to the outer border of the ring was drawn

manually and reported to the radius of the compiled cell.

Statistical analysis
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433 Statistical analyses were performed using GraphPad software. Statistical significance was
434  determined by performing two-tailed non-parametric paired Mann-Whitney or unpaired Wilcoxon
435 ttests. Graphs show mean values +/-SEM. Resulting P values are indicated as follows: ns P>0.05;
436 * 0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001 **** P<(.0001.

437
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Figure legends

Figure 1. Defective killing by WASP-deficient CD8" T cells is associated with reduced LFA-

1 activation.

(A) Western blot analysis of WASP expression in CTL from a healthy donor (HD) and a WAS
patient (WAS). (B) Number of residual alive target cells after 4 and 24 hours of a redirected killing
assay ata 2:1 E:T ratio against P& 15 cells pre-coated with the indicated concentrations of anti-CD3
Ab. Doted bars represent the reference number of target cells (mean +/- SEM of 3 independent
experiments). (C) Total LFA-1 expression (TS2/4 Ab) in primary CTL from 4 HD and 3 WAS
patients. (D)} CTL were co-incubated during 60 minutes with P815 cells and analyzed for
expression of high-affinity LFA-1 (a24 Ab). (E) Anti-CD3 Ab pre-coated target cells were seeded
in the presence of HD or WAS CTL (green) at a 2:1 E:T ratio. PI (red) was used to track lethal hit
delivery. (F) Number of Pl-positive target cells along time. (G) Time delay between the contact of
target cells with a CTL and PI entry. Statistical significances were obtained with two-tailed Mann-
Whitney non-parametric t-tests. ns P >0.05; * 0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<(0.001; ****

P<0.0001. Sec also Figure S1, Movie 1 and Movie 2.

Figure 2. Abnormal synapse shape and F-actin dynamics in WAS CD8" T cells.

(A) TIRFM imaging of F-actin dynamics at the contact of a representative healthy donor (HD)
CTL adhering to an ICAM-1/anti-CD3 coated surface. (B) TIRFM imaging of a representative
WAS patient CTL as described in A. (C) Time course of the aspect ratio measured for 6 HD and 6
WAS CD8" T cells adhering to an ICAM-1/anti-CD3 coated surface. (D) Mean aspect ratio of the
cells analyzed in (C). Statistical significances were obtained with a two-tailed Mann-Whitney non-

parametric t-test. ** 0.001<P<0.01. See also Figure S2.
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Figure 3. Open-conformation LFA-1 distributes as nanoclusters into actin meshwork
interstices.

(A) Basal section of SIM imaging of a representative cell from a healthy donor (HD) adhering to
ICAM-1/anti-CD3 coated surface. In middle panels, an overlay of the two colors (xy) is represented
with orthogonal views (xz). Right panels represent different zooms. Scale bars are setto 5, 2, 1 and
0.2 um for whole cell images, intermediary zoom, orthogonal views and zoomed insets,
respectively. (B) Basal section of SIM imaging of a representative cell from a WAS patient as
described in A. (C) 90°-radial profile angle of open LFA-1 and F-actin, from the center to the
periphery, of the HD CTL. Intensities were normalized based on the maximum intensity. (D) Open
LFA-1 cluster density in (“rich™) or out (“poor”) the F-actin mask for HD CTL. (E) 90°-radial
profile angle of open LFA-1 and F-actin, like in (C) for the WAS CTL. (F) Open LFA-1 density
in the “rich” F-actin versus “poor” F-actin area for WAS CTL. Statistical significances were

obtained with a two-tailed Wilcoxon paired test. ns P=>0.05; ** 0.001<P<0.01.

Figure 4, LFA-1 nanoclusters are relaxed and hypodense in WASP-deficient CD8" T cells.

(A) Open-conformation LFA-1 staining in a representative healthy donor (HD) CTL spreading on
ICAM-1/anti-CD3 Ab. From left to right, TIRFM image and dSTORM reconstruction, then 2 ROls
with the corresponding DBSCAN detection of clusters. Scale bars: 5 um (whole cell) and 0.2 pm
(ROI). (B) Open-conformation LFA-1 staining (a24 Ab) in a representative WAS patient CTL as
described in A. (C) Open-conformation LFA-1 intensity profile along the LFA-1 ring. Intensities
and distances were normalized based on the respective maximum values for each cell. (D) Open
LFA-1 cluster area distribution within 2 ROT per cell in control versus WAS CTL. (E) Surface
density of open LFA-1 clusters within 2 ROIs per cell in control versus WAS CTL. Mean is

represented in red. (F) Localization point density within 2 ROIs per cell in control versus WAS
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CTL. (G) Number of localization points detected as part of clusters (IN) or out of the clusters
(OUT), within 2 ROIs per cell, in control versus WAS CTL. Statistical significances were obtained
with two-tailed Mann-Whitney non-parametric t-tests. ns P>0.05; * 0.01<P<0.05; **

0.001<P<0.01; **** P<0.0001. See also Figure S3.

Figure 5. Defects of LFA-1 cluster belt assembly and lytic granule positioning in WASP-
deficient CD8" T cells.

(A) Compilation of SIM images of HD and WAS CTL. WAS cells were split into “radial”,
“distorted” and “kinapse™ categories, according to morphological parameters. (B) Open LFA-1
mask corresponding to images shown in A, overlaid with a distance map of individual perforin dots
to the outer border of LFA-1 mask and the outline of the F-actin. (C) Percentage of perforin dots
detected outside of LFA-1 mask outer border. (D) Distance of all perforin dots to LFA-1 mask
outer border reported to the radius distance of the corresponding compiled cell. (E) SIM imaging
of a representative control and a WAS CTL in contact with a target cell pre-coated with anti-CD3
Ab. Bottom panels represent the synaptic arca in contact with the target cell. Statistical
significances were obtained with two-tailed Mann-Whitney non-parametric t-test. ns P>0.05; *

0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; **** P<0.0001. Sece also Figure S4.
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Figure legends

Figure S1. Phenotypic characterization of WASP-deficient CD8" T cells

(A) Flow cytometry analysis of the surface markers CD4 and CDS in untransformed CD8" T cell
lines generated from healthy donors (HD1 to 4) and WAS patients (WAST1, WAS2 and WAS4).
WAS] patient carries an exchange of nucleotides A>C at position 1509 leading to the deletion of
the STOP codon of the WAS gene. WAS2 and WAS4 patients carry deletions (484-485del AG and
570del T respectively). (B) Flow cytometry analysis of the Iytic molecules perforin and granzyme
B. (C) The geomean fluorescence intensity of both lytic molecules was analyzed with a Mann-
Whitney statistical test between all HD and all WAS CD8" T cells. (D) Parallel analysis of WASP
expression by flow cytometry. Bolded numbers indicate the geomean fluorescence intensity of
WASP and light grey histograms correspond to the isotype control. (E) Flow cytometry
measurement of the absolute number of residual alive target cells after 4 and 24 hours of a
redirected killing assay at a 2:1 E:T ratio against P815 cells pre-coated with different doses of an
anti-CD3 antibody. Doted bars represent the reference number of target cells plated at the

beginning of the assay.

Figure S2. Abnormal synapse shape in WAS CD8" T cells

(A) Transmitted light imaging of F-actin dynamics at the contact of a representative healthy donor
(HD) CTL adhering to an ICAM-1/anti-CD3 coated surface. Scale bar is set to Spm. (B)

Transmitted light imaging of a representative WAS patient CTL as described in A.

Figure S3. LFA-1 activation abnormalities in WASP-deficient CD8" T cells
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(A) TIRFM image of open LFA-1 in normal CTL adhering to ICAM-1/anti-CD3 (top-panels) and
dSTORM reconstruction of open LFA-1 in human primary CD8™ T cells (down-panels) of 3
representative cells. (B) Open LFA-1 in WAS CTL, as described in A, of 3 representative cells.
(C€) 22 ROIs in dSTORM reconstruction image of open LFA-1 for normal (left) and WAS (right)
CD8™ T cells. (Left) Numbers 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 14 and 15 arc on LFA-1 ring and
numbers 7, 8, 16, 17, 18, 19, 20, 21 and 22 are in the center of LFA-1 ring. (Right) Numbers 1-12
are on LFA-1 ring and numbers 13-22 are in the center of LFA-1 ring. (D) Cluster area, number
and localization point density in each open LFA-1 clusters for all ROIs shown in C (mean +/-SEM
is represented in red). Where indicated, statistical significances were obtained with two-tailed
Mann-Whitney non-parametric t-tests. ns P>0.05; * 0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<(.001.
(E) Comparison of all ROIs by category. Statistical significances were obtained with an unpaired

and non-parametric Kruskal-Wallis test.

Figure S4. Positioning of lytic granules in relationship with LFA-1 clusters and the actin
cytoskeleton meshwork in WASP-deficient CD8" T cells

(A) SIM imaging showing the basal section (550 nm) of a representative control CTL (HD)
adhering to ICAM-1/anti-CD3 coated surface. Left panels represent the F-actin, open LFA-1, and
perforin. In the middle panels, an overlay of the three colors (xy) is represented with orthogonal
views (xz). Right panels represent an intermediary zoom then two secondary zooms. Scale bars are
setto 5,2, 1 and 0.2 pm for whole cell images, intermediary zoom, orthogonal views and zoomed
insets respectively. (B) 90°-radial profile angle of open LFA-1, F-actin and perforin, from the
center to the periphery, of the control CTL shown in A. Intensities were normalized based on the
maximum intensity of each color. (C} SIM imaging showing the basal section (550 nm) of a

representative WAS CD8™ T cell adhering to ICAM-1/anti-CD3 coated surface. Panels are
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positioned as described in A. (D) 90°-radial profile angle of open LFA-1, F-actin and perforin,
from the center to the periphery, of the WAS CD8* T cell shown in B. Intensities were normalized

based on the maximum intensity of each color.

Figure S5. LFA-1 activation according to morphological types in WAS CD8* T cells

(A) SIM imaging showing the basal section (550 nm) of all control CTL (HD) adhering to ICAM-
1/anti-CD3 coated surface (left) and all WAS CTL corresponding with the 3 categories (right). The
3 categories are “radial”, “distorted” and “kinaptic” cells (as shown in figure 8). (B) Analysis of

the number and density of open LFA-1 clusters in cach category.

Movie 1.
Healthy donor CTL (green) encountering anti-CD3 mAb coated P815 cells in presence of

propidium iodide (PI) at a 2:1 E:T ratio.

Movie 2.

WAS CTL (green) encountering anti-CD3 mAb coated P815 cells in presence of propidium iodide

(Plyata2:1 E:T ratio.
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Les nano-clusters de LFA-1 subissent une activation
digitale et se localisent dans les interstices du maillage du
cytosquelette d'actine a la synapse des lymphocytes T

Résumé

L’étude suivante fait partie des résultats préliminaires obtenus au cours de cette thése et devrait

étre complémentée par d’autres expériences.

Comme démontré dans DP’article précédent LFA-1 est une intégrine qui s’organise en nano-
clusters de taille nanométrique a la synapse immunologique. Ces nano-clusters, une fois activés,
se rassemblent a la synapse en formant un anneau qui permet le confinement des granules
lytiques. Dans cette méme ¢étude nous avons identifi¢ la protéine régulatrice de 1’actine WASP
comme protéine clé pour controler I’activation et la densité des nano-clusters de LFA-1. Nous
avons également démontré que la protéine WASP stabilise I’anneau d’adhésion de LFA-1 et
garantit une libération confinée des granules lytiques.

Cependant nous possédons peu d’informations concernant le mode d’activation des nano-
clusters de LFA-1 et comment se lient-ils au cytosquelette d’actine.

Pour tenter de répondre a ces questions nous avons mis en place une étude sur des clones de
lymphocytes T CD8" humains étalés sur des lamelles de verre imprégnées d’ICAM-1 +
anticorps anti-CD3 et imagés grace aux approches de microscopie de super-résolution citées

précédemment.
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Introduction

Les intégrines sont des molécules capables d’intégrer les signaux biochimiques et
biomécaniques de l'environnement et de les transmettre a la cellule par 1'ancrage de leur queue
intracytoplasmique au cytosquelette d'actine®®. C’est ainsi que les intégrines régulent
l'adhérence a la matrice extracellulaire et aux cellules partenaires. Dans le cas particulier des
lymphocytes T, l'intégrine LFA-1 permet la conjugaison de lymphocytes T avec des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) et ’adhérence aux cellules endothéliales et tissulaires. Par
conséquent, la molécule de LFA-1 a d'abord été identifiée a 1’aide d'anticorps qui bloquait
l'activité lytique des lymphocytes T CD8" cytotoxiques®®. La signalisation bidirectionnelle de
l'intégrine s’effectue par un changement de conformation associé a une séparation des domaines
cytoplasmiques oL et B2. Les signaux permettant ces changements peuvent étre extracellulaires
et/ou intracellulaires®. Les changements de conformations de LFA-1 sont associés a la
maturation de I'affinité du ligand requise pour une adhérence ferme?®. Il a été reporté que les
lymphocytes T pouvaient moduler leur adhérence médiée par LFA-1 en ajustant I'équilibre
entre un groupe de récepteurs mobiles et un groupe de récepteurs confinés suite a 1’interaction

206 A la synapse immunologique des lymphocytes T, les nano-

avec le cytosquelette d’actine
clusters de LFA-1 s'accumulent au cours du temps sur le coté interne du réseau d'actine
lamellipodiale pour former un anneau périphérique®”’. L'engagement actif de LFA-1 est
nécessaire pour son recrutement a la surface de contact des CTL et pour la formation de
I’anneau a la jonction externe’”®. Le flux rétrograde de D’actine fourni les forces latérales
nécessaires a 1’activation de LFA-1 en séparant les queues cytoplasmiques de l'intégrine, aL et
B2'%3. Suivant ce raisonnement, Il a été démontré que LFA-1 sous la conformation étendue
intermédiaire se localise dans l'anneau périphérique de la synapse, tandis que la conformation

ouverte est enrichie dans un anneau plus central'’®. Dans les lymphocytes T CD8" cytotoxiques,

'adhésion médiée par LFA-1 est centrale pour limiter la libération des molécules cytotoxiques.
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Il est connu que les lymphocytes T CD8" forment cinq fois plus d’anneau que les cellules T
CD4729

Dans la premiére étude nous avons vu comment 1’activation de LFA-1 est controlée a 1I’échelle
synaptique. L’examen de la topologie nanométrique de LFA-1 nous a permis d’estimer la
densité et la taille des nano-clusters de LFA-1 activée. Enfin la protéine régulatrice de la
densification de I’actine WASP est requise pour un meilleur soutien de I’organisation des nano-
clusters de LFA-1.

Cependant il nous manque des détails importants sur comment les nano-clusters de LFA-1
interagissent avec le maillage de I’actine. Ces détails pourraient nous aider a comprendre
comment la dynamique du cytosquelette d’actine controle 1’activation de la molécule de LFA-
1. Nous avons abordé ces questions en utilisant une combinaison d’approches de microscopie
de super-résolution comprenant du dSTORM?** et du SIM?®, appliquée a la synapse

immunologique des CTL.
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Résumé des résultats expérimentaux

Dans cette étude nous montrons que l'activation conformationnelle de l'intégrine LFA-1 repose
sur le regroupement des clusters de molécules de LFA-1 et sur leur I'ancrage au cytosquelette
d'actine. La fagon dont ces processus sont régulés au niveau de 1'ultrastructure du cytosquelette
d’actine, dans le contexte de la synapse des lymphocytes T, reste a explorer. En appliquant une
combinaison d'approches de microscopie de super-résolution aux lymphocytes T CD8"
cytotoxiques primaires (CTL), nous révélons que LFA-1 se distribue dans des clusters de taille
nanométrique positionnés dans les interstices étroits du maillage du cytosquelette d'actine. Nous
montrons également que l'activation de LFA-1 fonctionne via le passage d'une fraction des
nano-clusters a la conformation de haute affinit¢é sans modification de la taille ou du
positionnement par rapport a l'ultrastructure du cytosquelette d'actine. En conclusion, notre
¢tude révele que l'adhésion médi¢e par LFA-1 dans les CTL repose sur I’anneau de nano-
clusters de LFA-1, qui sont confinés dans les interstices du maillage de I'actine et opérant
comme des unités fonctionnelles d'un processus d'activation digitale.

En d’autres termes, nos données montrent que LFA-1 se distribue principalement a la surface
des CTL humains primaires en formant des nano-clusters, dont la taille ne varie pas lors de
'assemblage de la synapse, piloté par le TCR. L'activation de LFA-1 dans I'anneau synaptique
se produit par un processus de tout ou rien dans les clusters de LFA-1 individuels de
conformation fermée. A savoir, un cluster bascule individuellement dans une conformation de
haute affinité et on ne note, a priori, pas de mélanges de molécules de différentes conformations
dans un cluster. Enfin, malgré 1’ancrage direct aux filaments d'actine sous-corticale, les nano-
clusters de LFA-1 sont également positionnés dans les interstices étroits du maillage du

cytosquelette d'actine.
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Résultats expérimentaux

LFA-1 se distribue en nano-clusters a la surface des cellules
T indépendamment de I'activation du TCR

Dans un premier temps nous avons cherché a estimer la taille des clusters de LFA-1 dans un
clone de lymphocyte T CD8" et a évaluer si cette taille variait dans les conditions de migration

et de formation de la synapse immunologique. Pour y répondre nous avons utilisé 1’approche

du dSTORM basée sur une illumination TIRF.

Cette approche a été utilisée pour caractériser la distribution a I'échelle nanométrique de LFA-
1 a la surface des cellules T CD8" humaines non transformées interagissant avec ICAM-1 seul
(Figure 1A) ou avec ICAM-1 plus I’anticorps anti-CD3 (Figure 1B) pour induire,
respectivement, une migration et un assemblage de la synapse immunologique. L’ anticorps
TS2/4 a été utilisé pour révéler la distribution de LFA-1 indépendamment de sa conformation.
Lors de l'adhésion a la lamelle imprégnée d'ICAM-1, les cellules T CD8" ont adopté la
morphologie typique des cellules en migration avec un lamellipode au front migratoire et un
uropode, qui sont facilement identifiables. L'image TIRF d'une cellule représentative montre
une répartition inégale de LFA-1 sur la majeure partie de la surface des cellules T allongées sur
ICAM-1, avec un enrichissement local a I'uropode et au milieu du corps cellulaire (Figure 1A,
panel de gauche, voir Figure S1A pour les cellules supplémentaires). De maniére distincte, lors
de l'adhérence a la surface imprégnée d’ ICAM-1/anti-CD3, les cellules T CD8" s’étalent en
assemblant une structure lamellipodiale circulaire, typique de l'organisation de la synapse
immunologique. Comme prévu dans cette condition'’®, LFA-1 détectée par le TIRF se répartit
principalement dans une structure annulaire correspondant a la partie interne du lamellipodium
circulaire (Figure 1B, panel de gauche, voir Figure S1B pour les cellules supplémentaires). Pour
ensuite évaluer la distribution de LFA-1 a 1'échelle nanométrique, I'imagerie dSTORM basée

sur une illumination TIRF a été appliquée aux mémes cellules. Dans la cellule étalée sur ICAM-
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1, LFA-1 semble se distribuer dans un réseau dense de clusters de petite taille (Figure 1A,
premicre ligne, panels 2-4). Pour identifier de maniére impartiale les clusters de LFA-1,
l'algorithme spatial DBSCAN (Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise)
a ¢té appliqué a la zone sélectionnée et agrandie (Figure 1A, panel 5). Cette analyse de détection
des clusters indique que la plupart des événements de détection appartiennent a des clusters de
LFA-1 individuels.

Avant d'extraire des statistiques relatives a la taille et a la densité¢ d’un cluster, nous avons
appliqué un filtre basé sur un signal de fond récupéré a partir de la surface entourant les cellules
(voir les matériels et méthodes, joints ci-apres). Compte tenu de cette limite, la moyenne
géométrique des surfaces des clusters de LFA-1 a été estimée a 0,0085 um2 (Figure 1C) ce qui
correspond a un diametre d'environ 100 nm. De la méme maniére que les cellules allongées sur
ICAM-1, les cellules formant des synapses sur ICAM-1/anti-CD3 assemblent les molécules de
LFA-1 en clusters de petite taille avec une moyenne géométrique estimée a 0,0087 um?2 (Figure
1C). Ces données montrent que la molécule de LFA-1 s’organise en nano-clusters avec des
tailles de surfaces comparables a I'échelle nanométrique, malgré la différence morphologique
entre les cellules étalées sur ICAM-1 et celles étalées sur ICAM-1/anti-CD3 et la différence de
distribution de LFA-1 a I’échelle cellulaire. Ensuite, nous avons voulu estimer le nombre de
nano-clusters de LFA-1 présent sur I'ensemble de la surface de contact des cellules avec les
deux surfaces de stimulation. Pour ce faire, une approche de détection de particules utilisant
ImagelJ (voir dans la partie méthodes quantitatives d’analyse des clusters et dans les matériels
et méthodes de ces résultats) a été préférée a 1’algorithme de DBSCAN. En effet, comme
mentionné précédemment dans la partie méthode, DBSCAN n'est pas adapté pour analyser de
grandes surfaces contenant des densités et des bords variables. Le nombre total de nano-clusters
de LFA-1 présents a la surface cellulaire a été estimé a 2274 +/- 581,2 par cellule (moyenne +/-

SEM de 5 cellules) sur ICAM-1 et a 2000 +/- 995,1 par cellule (moyenne +/- SEM de 4 cellules)
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sur I[CAM-1/anti-CD3 (Figure 1D). Puis, comme les surfaces d'étalement des cellules
considérées étaient variables, nous avons pensé qu’il était judicieux d’estimer également la
densité des nano-clusters de LFA-1. En moyenne, les cellules sur [CAM-1 affichent une densité
de 7,5 +/- 2,7 nano-clusters par um?, tandis que les cellules sur ICAM-1 / anti-CD3 affichent
une densité de 6,3 +/- 2,7 nano-clusters par um? (Figure 1E).

L’ensemble de ces données révelent la topologie de LFA-1 dans les lymphocytes T a 1'échelle
nanométrique lors de la migration et de I’assemblage de la synapse immunologique. Dans les
deux conditions, les molécules de LFA-1 sont organisées en surfaces denses d'environ 2000
nano-nano-clusters de 100 nm de diametre. Bien que la stimulation du TCR induise une
redistribution des nano-clusters de LFA-1 en un anneau synaptique, il ne semble pas qu’il y ait
un recrutement de nano-clusters ou de molécules supplémentaires pouvant modifier leur taille

moyenne.

Une proportion Ilimitée nano-clusters contient des
molécules de LFA-1 de haute affinité a la synapse
iImmunologique

Dans un second temps nous avons cherché a évaluer comment I'activation conformationnelle
de LFA-1, a la synapse immunologique, pouvait se rapporter a sa topologie a I'échelle
nanométrique. Pour y parvenir nous avons utilisé des cellules T CD8" étalées sur ICAM-1/anti-
CD3, puis marquées séparément avec des anticorps reconnaissant LFA-1 soit sous sa
conformation fermée (HI111) soit sous sa conformation ouverte (a24). En accord avec les
récentes données d'imagerie confocale publiées par Comrie et ses collaborateurs'’®, LFA-1 dans
les deux conformations s’organise principalement en anneau a la synapse immunologique
(Figure 2A-B, panels de gauche, voir également la Figure S2A-B). Au-dela de la distribution a
1'échelle de la cellule, I'imagerie dSSTORM basée sur une illumination TIRF révele que LFA-1

sous les deux conformations est distribuée en clusters a 1'échelle nanométrique (Figure 2A-B,
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panels centraux). Il est important de noter que ces images indiquent qu'une grande proportion
de molécules de LFA-1 fermée et activée semble s’organiser en nano-clusters. Pour identifier
précisément les nano-clusters de LFA-1 sous les conformations active et non active, nous avons
appliqué une analyse de DBSCAN (Figure 2A-B, panels de droite) sur la base des coordonnées
de localisation des molécules. Cette analyse confirme que la plupart des événements de
détection appartiennent a des nano-clusters individuels. En outre, elle nous montre que
I’assemblage en nano-clusters des deux conformations de LFA-1 est trés similaire, ce qui
indique que l'activation conformationnelle de LFA-1 se produit dans des nano-clusters sans
modifications de la taille et de la densité. Ce résultat est tout de méme intéressant car si on se
référe aux précédentes études montrant que la molécule de LFA-1 non activée ne s’assemble
pas en clusters, puisqu’elle n’est pas en connexion avec le cytosquelette d’actine, on ne devrait
pas étre en présence de nano-clusters dans le marquage avec HI111. Dans les perspectives nous
verrons comment nous comptons compléter et vérifier ce résultat.

Ensuite les moyennes géométriques des surfaces des nano-clusters ont été estimées a 0,014 et
0,013 um?, pour les nano-clusters contenant LFA-1 sous les conformations active et non active,
respectivement (Figure 2C).

Cette analyse renforce la notion selon laquelle indépendamment de son statut conformationnel,
LFA-1 se distribue en nano-clusters de taille finie. Les images de dSTORM et les analyses
DBSCAN mettent également en évidence le fait que les nano-clusters contenant des molécules
de LFA-1 activées sont éparpillés par rapport aux nano-clusters contenant des molécules de
LFA-1 non activées. Ces observations suggerent donc qu'une faible proportion de nano-clusters
contenait des molécules de LFA-1 activées. Par la suite, nous avons appliqué sur la cellule
entiere une approche de détection de particules dans Imagel, pour les mémes raisons qui ont
été évoquées plus haut. Un nombre moyen de nano-clusters de LFA-1 de 930,2 +/- 285,5 et

289,7 +/- 84,19 par cellule a été détecté, pour les nano-clusters contenant les conformations
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fermée et ouverte, respectivement (Figure 2D). En conséquence, la densité des nano-clusters
contenant la conformation de LFA-1 fermée était plus élevée (2.279 +/- 0.55 nano-clusters par
um?) que celle des nano-clusters contenant la conformation de LFA-1 ouverte (0.7183 +/- 0.28
nano-clusters par um?) (Figure 2E). Par rapport aux 2000 LFA-1 nano-clusters détectés avec
I’anticorps TS2/4 reconnaissant LFA-1 indépendamment de sa conformation (Figure 1) environ
50% des nano-clusters semblent contenir des molécules de LFA-1 sous sa conformation fermée.
Par contre seulement 10% des nano-clusters semblent contenir des molécules de LFA-1 sous
sa conformation ouverte. En conclusion, ces données indiquent que I'activation de la molécule
de LFA-1 se produit dans une fraction de nano-clusters, au niveau interne de la synapse
immunologique et que cette activation se fait sans modification détectable de la surface des

nano-clusters moléculaires.

LFA-1 se distribue en nano-clusters distincts selon son état
de conformation

Dans un troisiéme temps nous avons cherché a comprendre si les molécules activées et fermées
seraient associées en nano-clusters ou plutdt séparées en nano-clusters distincts. Pour y
répondre, nous avons utilisé une approche de microscopie SIM multicouleur afin de visualiser
simultanément sur la méme cellule les conformations de LFA-1 fermée et ouverte, aprés un
marquage avec les anticorps HI111 et a24. Nous avons également marqué les cellules avec la
phalloidine dans le but de pouvoir étudier le positionnement des nano-clusters de LFA-1 en
relation avec le maillage du cytosquelette d'actine (décrit dans la patie qui va suivre). Une
épaisseur de 1100 nm a partir de la surface cellulaire a été choisie puisqu'elle a permis de
recouvrir le cortex d'actine sous-jacent au plan synaptique pour la plupart des cellules
examinées. En accord avec l'imagerie dSTORM, LFA-1 sous sa conformation fermée est
distribuée sous forme d'un réseau dense de nano-clusters sur une grande surface recouvrant la

cellule (Figure 3A, panel de gauche en haut et panel central). LFA-1 sous sa conformation
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ouverte est également distribuée sous forme de nano-clusters, mais limitée principalement a
une structure en anneau qui se chevauche au lamellipode circulaire (Figure 3A, panel de gauche
au milieu et panel central).

Ensuite, nous avons appliqué une analyse de distribution radiale confirmant que les nano-
clusters contenant LFA-1 sous sa conformation ouverte sont localisés dans une zone plus
restreinte que les nano-clusters contenant LEA-1 sous sa conformation fermée (Figure 3B). Par
rapport au dSTORM, 1'approche du SIM nous a donné une estimation du nombre de nano-
clusters plus élevée, avec 2334 +/- 202,4 nano-clusters contenant LFA-1 sous sa conformation
fermée et 409,6 +/- 121,6 nano-clusters contenant LFA-1 sous sa conformation ouverte (Figure
3C). Cet écart pourrait étre 1i¢ a I'épaisseur réduite de la partie cellulaire imagée avec I'approche
du TIRF-dSTORM. Cependant, il est important de noter que la proportion relative des nano-
clusters avec les deux conformations de LFA-1 reste comparable dans les deux approches. Tres
clairement, l'approche du SIM multicouleur révele qu’a Il'échelle nanométrique, les
conformations de LFA-1 fermée et ouverte se séparent en nano-clusters distincts (Figures 3A,
panel central, panel de droite en haut et panel du milieu a droite). Cette observation a été
confirmée par un coefficient de Mander tres faible, indiquant I'absence de co-localisation entre
les deux conformations de LFA-1 (Figure 3D).

Nos résultats semblent révéler que 1'activation de LFA-1 est limitée a une fraction de nano-
clusters dans laquelle la plupart des molécules passent a la conformation active indiquant ainsi
que LFA-1 subit un processus d'activation de tout ou rien, par lequel les nano-clusters

fonctionnent comme des unités opérationnelles.

Les nano-clusters de LFA-1 se localisent dans les
interstices du maillage du cytosquelette d'actine

Dans un quatriéme temps nous avons cherché a comprendre comment les nano-clusters de LFA-

1 interagissaient avec le cytosquelette d’actine.
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En effet un élément structurel clé dans la régulation de 'activation de LFA-1 est le cytosquelette
d'actine. La notion actuelle est que I'activation de LFA-1 a la synapse immunologique est
concomitante a un ancrage au cytosquelette d'actine. Pour mieux comprendre ce processus,
nous avons profité¢ de notre configuration SIM pour visualiser en parallele les nano-clusters de
LFA-1 (sous ses conformations fermée et ouverte) et le maillage du cytosquelette d'actine sous-
jacent. Le cytosquelette d'actine est organis€¢ comme un maillage de haute densité¢ dans le
lamellipode circulaire, alors qu'il présente une densité réduite vers le centre de la synapse
immunologique (Figure 3A, panel du bas a gauche et panel cental, voir également la Figure S3
pour des exemples supplémentaires). Des alvéoles plus larges dépourvues de filaments d'actine
sont présentes au centre de la synapse immunologique, ainsi que des petits foyers denses
dispersés. Pour évaluer la répartition relative de LFA-1 et de I'actine filamenteuse a I'échelle
des cellules, un profil d'intensité radial a été réalisé suite a la normalisation des longueurs de
rayon individuel de chaque marquage (Figure 3C). Ce profil indique que la conformation de
LFA-1 fermée se chevauche avec l'actine filamenteuse, couvrant toute la zone synaptique et
enrichie en périphérie de la synapse immunologique (8um du centre). La localisation de la
conformation de LFA-1 ouverte est plus confinée et est principalement détectée dans une région
correspondant au co6té interne de l'anneau de ’actine filamenteuse (6pum du centre). Il est
important de noter que l'inspection des zones agrandies des images SIM révele que tous les
nano-clusters de conformation ouverte de LFA-1 et les nano-clusters de conformation fermée
de LFA-1 ne sont pas directement ancrés aux filaments d'actine. Cette observation est valable
méme dans ’anneau périphérique présentant des densités enrichies a la fois des nano-clusters
de LFA-1 et d'actine (Figure 3A, panel du bas a droite). Paradoxalement, les nano-clusters
composés des deux conformations de LFA-1 sont positionnés dans les interstices minces du

maillage du cytosquelette d'actine (Figure 3A, panel inférieur de droite).
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Cette observation a été confirmée par le faible coefficient de Mander indiquant que tous les
nano-clusters de LFA-1 ne se sont pas localisés avec les fibres d'actine (Figure 3D). Pour mieux
¢valuer la répartition locale des nano-clusters de LFA-1 par rapport au maillage du
cytosquelette d'actine, nous avons profité de I'approche 3D-SIM pour produire des sections
orthogonales de 1100 nm d'épaisseur (Figure 3A, panels intermédiaires). Comme prévu, le long
de l'axe z, les nano-clusters de LFA-1 ont d'abord été détectés vers la lamelle, suivie du
cytosquelette d'actine sous-jacent. La partie interne des nano-clusters de LFA-1 semble se
resserrer dans des zones confinées de densité réduite d'actine filamenteuse, ce qui suggere que
la partie intracellulaire des nano-clusters de LFA-1 est confinée dans les alvéoles minces du
maillage du cytosquelette d'actine. Ensemble, ces données révelent qu’a 1'échelle cellulaire, les
nano-clusters de LFA-1 se répartissent préférentiellement dans les zones de densité de maillage
d’actine élevée mais aussi que les nano-clusters de LFA-1 se localisent dans les interstices du
maillage du cytosquelette d'actine a I'échelle nanométrique.

Ces résultats font I’objet de résultats préliminaires qui suscitent de nombreuses questions quant

a ’organisation en clusters de ces molécules de LFA-1.
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Matériels et méthodes

Les lymphocytes T CD8*

Les lymphocytes T CD8" non transformés ont été générés a partir d'échantillons de sang de
donneurs sains. Les PBMC ont été isolées par centrifugation a gradient de densité sur un
gradient de Ficoll (PAA). Les cellules T CD8" ont été isolées par sélection négative (Stem Cell)
selon les instructions du fabricant, avec une pureté supérieure a 95%. Les cellules T CD8" ont
¢été cultivées dans du RPMI 1640 glutamax (Gibco) avec 5% de sérum humain (PAA), 100ug
/ml de pénicilline/streptomycine, 10mM de Hepes, 0,1mM d'acides aminés non essentiels et
ImM de pyruvate de sodium (Invitrogen). Les cellules ont été stimulées toutes les 2 semaines
en présence de 1x10%/ml de PBMC allogéniques irradiées et de cellules JY transformées par

EBYV irradiées a 1x10°/ml avec 1pg/ml de PHA, 100UI/ml de rhIL-2 et Sng/ml de rhIL-15.

Le marquage cellulaire : dSSTORM

Les cellules ont ét¢ déposées sur des lamelles circulaires 1.5H (18 mm de diamétre) imprégnées
d’ICAM-1/Fc recombinant (4pug/ml) (R&D Systems, USA) avec ou sans anticorps anti-CD3
(10pg/ml) pendant une nuit a 4 ° C. Les cellules ont été lavées dans du milieu RPMI 5% Human
Serum puis marquées avec I’anticorps A24 ou I’anticorps HI111 pour révéler respectivement
les conformations de LFA-1 ouverte et fermée. Les cellules ont été immédiatement transférées
sur les lamelles pour 10 min a 37 © C. Les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde a
4% pendant 10 min a 37 ° C, lavées avec du PBS a 3% de BSA, HEPES a 10mM et
perméabilisées avec du PBS a 3% de BSA 10mM HEPES 0,1% saponine pendant 15 min a.
Elles ont ensuite été incubées avec IgG1-AF674 anti-souris et phalloidine-AF488, pendant 1 h
a température ambiante. Pour révéler LFA-1 indépendamment de sa conformation, les cellules
ont été incubées avec I’anticorps TS2 / 4 avant I'étape de perméabilisation. Cet anticorps a été

révélé avec IgGl anti-souris marqué avec AF647.

Le marquage cellulaire : SIM

Les cellules ont été étalées sur des lamelles circulaires 1,5H (diamétre 18 mm) revétues
d'1CAM-1 (4pg/ml) et d'anti-CD3 (10pg/ml) pendant une nuit a 4 ° C. Les cellules ont d'abord
¢été lavées dans du milieu RPMI 5% Human Serum puis pour révéler la conformation de haute
affinité de LFA-1, nous avons ajouté 1’anticorps A24 marqué directement avec AF568 (1/100)
ou D’anticorps HI111 marqué directement avec AF647 (1/100). Les cellules ont été

immeédiatement transférées sur les lamelles pendant 10 minutes a 37 © C. Les cellules ont été
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fixées avec du paraformaldéhyde a 4% pendant 10 minutes a 37 © C, lavées avec du PBS a 3%
de BSA et 10mM de HEPES et perméabilisées avec du PBS a 3% de BSA 10mM de HEPES a
0,1% saponine pendant 15 minutes a température ambiante. Elles ont ensuite été incubées avec
de la phalloidine-AF647 (1/40) pour révéler le cytosquelette d'actine, pendant 1 heure a
température ambiante. Les lamelles ont ét¢ montées dans du Vectashield H-1000 (Vector lab,

USA).

Le dSTORM

L'approche du dSTORM a été réalisée en utilisant une illumination TIRF intégrée dans un
systeme iLas2 (Roper, France). Ce systéme a été incorporé dans un microscope motorisé
inversé (Nikon Ti, Japon) équipé d'un objectif Plan-Apo 100x 1,45NA (immersion dans I'huile)
et d'un systeme de maintien du focus. Des échantillons fixés ont ét¢ imagés a température
ambiante dans une solution contenant des agents réducteurs (cystéamine) et des capteurs
d’oxygene (glucose oxydase). D'abord la fluorescence de I'Alexa Fluor 647 a été convertie a
I'état noir en utilisant un laser 640nm (400mW). Apres avoir obtenu la densité souhaitée de
molécule unique par image, 20 000 images ont été acquises a 50-100 Hz. Ensuite, la densité de
fluorescence de molécules apparaissant par image a été contrélée en utilisant le laser 405 nm.
Les puissances du laser 640 nm et du 405 nm ont été ajustées pendant 'acquisition afin de
maintenir une densité optimale de molécules fluorescentes stochastiques. La fluorescence a été
ensuite collectée a l'aide d'une caméra sensible 512x512 EM-CCD (Evolve, Photometrics,
USA). L'acquisition a été faite sous le logiciel Metamorph (Molecular Devices, USA) en mode
streaming a 50-100Hz (10-20ms de temps d'exposition) dans une zone égale ou supérieure a
200x200 pixels comme région d'intérét. Les images ont été reconstruites en direct en utilisant

le module WaveTracer intégré dans le logiciel Metamorph

Le SIM

Dans notre étude, des images 3D-SIM ont été acquises avec un ELYRA PS1 SR-SIM de chez
Zess équipé d'un objectif DIC Plan-Apo 63x / 1.40 a immersion dans I’huile, utilisant une
caméra sSCMOS (Hamamatsu) et une lentille 1.60x. Une image SR-SIM multicouleur (canaux
vert, rouge et rouge lointain) a été obtenue avec les lasers 488nm, 56 1nm et 642nm, en utilisant
respectivement les grilles optiques de 28um, 32um et 42um. Les grilles ont été tournées dans
trois angles pré-alignés. A chaque rotation, la grille subit cinq translations pour collecter des
images avec cinq phases. Pour avoir une pile d'images en z des cellules T, l'intervalle entre les

plans axiaux était de 110nm et cela sur une épaisseur totale de 10um (non montrée sur les
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figures). Le gain et la puissance du laser ont ét¢ maintenus constants, cependant la puissance
du laser a été ajustée pour avoir une qualité d'image optimisé€e. La taille de pixel latérale était
de 65nm dans les images acquises et de 32nm dans les images reconstruites. Les images 3D-
SIM ont été reconstruites avec le logiciel ZEN (Carl Zeiss, Iéna, Allemagne). Les différents
canaux ont ¢été alignés en utilisant des PSF a partir de billes multicolores et les problémes

communs liés a cette approche ont été vérifiés avec SIMcheck (Image J, plugin).

La Procédure d’analyse des clusters

La surface minimale d’un cluster de LFA-1 a été fixée a deux fois la surface moyenne des
événements détectés a l'extérieur des cellules, Nous 1'avons calculé pour chaque anticorps anti-
LFA-1, ce qui donne une valeur de 0,003um? pour TS2 / 4, une valeur de 0,0055um? pour a24
et une valeur de 0,0064pm? pour HI111. Sur cette base, nous avons utilisé l'algorithme de
regroupement spatial des applications avec bruit (DBSCAN) bas¢ sur la densité des points pour
identifier les clusters dans une région d’intérét. L'algorithme a été réalisé sur des régions de
1,6um x 1,6um dans chaque cellule. Un rayon minimum de 20 a 40nm a été assigné comme
epsilon et une détection de points minimums par cluster a été limitée a 3. Les voisins avec un
minimum de 3 points localisés sur cette distance ont été considérés comme faisant partie d'un
cluster. Les clusters identifiés ont ensuite été affichés avec le nombre de localisations a
l'intérieur de chaque. Les points isolés identifiés ont été représentés par le chiffre zéro. Nous
avons utilisé le package ggplot2 et factoextra dans R pour construire la forme des clusters.
Ensuite, nous avons exporté un tableau avec les coordonnées de délimitation de chaque cluster.
Nous avons ensuite écrit un algorithme en C ++ pour déterminer le nombre de pixels par cluster.
La taille des pixels a été fixée a 20nm. C’est ainsi que la taille des clusters a été définie.

Le nombre de clusters pour chaque cellule entiére a été estimé en utilisant le logiciel Imagel.
Un seuil basé sur l'intensité de 1 a été appliqué pour sélectionner les clusters. Le nombre de
clusters a été estimé en utilisant 1'approche de détection de particules, avec la surface minimale
d’un cluster de LFA-1 fixée a deux fois la surface moyenne des événements détectés a
l'extérieur des cellules, donnant une valeur de 0,0032um?. Une validation croisée de cette
approche de détection de particules dans Image] et DBSCAN a été faite, donnant les mémes
résultats dans une ROI donnée. Nous avons ensuite ¢tudié le nombre total de clusters de LFA-
1 présents au contact des deux surfaces de simulation. Pour ce faire, une approche de détection
de particules a été préférée a DBSCAN, qui fonctionne bien sur une ROI limitée, mais moins

bien sur une grande ROI avec des densités variables.
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Les analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad (Prism). La
signification statistique entre les ensembles de données a été déterminée en effectuant des tests
de Mann-Whitney non appariés et non paramétriques. Les graphiques montrent les valeurs
moyennes et les barres d'erreur représentent le SEM. Dans l'analyse statistique, P> 0,05 est
indiqué comme non significatif (ns), tandis que les valeurs statistiquement significatives sont

indiquées par des astérisques comme suit: * 0,01 <P <0,05; ** 0,001 <P <0,01; *** P <0,001

Analyse de la distribution radiale

Pour évaluer la distribution radiale des conformations F-actine et LFA-1, 10 plans z ont été
considérés, ce qui correspond a une épaisseur de 1,1um. La projection d'intensité maximale des
10 plans a été appliquée et les canaux ont été séparés. Le plugin de transformation polaire
d'Imagel (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/polar-transformer.html) a été utilisé¢ pour convertir
les images en coordonnées polaires. Il suppose que I'image polaire utilise la valeur des y pour
représenter 1'angle (théta) et la valeur des x pour le rayon (distance par rapport au centre de la
cellule). Le plugin a été appliqué pour 360 degrés. Les dimensions des images sortant du plugin
sont de 685 pixels (22,057um) pour la largeur, ce qui correspond au plus grand rayon entre les

coins des images et le centre des images et 360 pour le haut correspondant a la valeur de 360°.

Analyse de co-localisation de deux couleurs

Des études de co-localisation 3D sur des images 3D-SIM ont été réalisées avec Imaris Software
8.2 (Bitplane, Suisse). Le coefficient de chevauchement de Manders M2 a été calculé pour
chaque couple, défini comme le rapport des intensités additionnées des pixels du canal pour
lequel les intensités de l'autre canal étaient supérieures a zéro par rapport a l'intensité totale dans
le canal. Par conséquent, M2 est un bon indicateur de la proportion du signal qui coincide avec

un signal dans l'autre canal sur son intensité totale.
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Discussion
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I. LFA-1 s’organise en nano-clusters a la surface des
lymphocytes T

Depuis la description initiale de la synapse immunologique, la distribution de LFA-1 comme
anneau périphérique a été la caractéristique principale de cette structure®!®*'!. Toutefois, ce
n’est que récemment, que l'état conformationnel de LFA-1 a la synapse immunologique a été
décelé a ’aide d'anticorps spécifiques a la conformation!’®. Pourtant la topologie précise de
LFA-1 restait & déterminer. En accord avec une étude précédente sur des cellules Jurkat?!2, nous
avons observé par microscopie TIRF que, lors de I'assemblage de la synapse immunologique,
les cellules T CD8" primaires semblent agréger LFA-1 en microdomaines. Cependant, les deux
approches de microscopie de super résolution utilisées dans notre étude, soulignent que les
structures de LFA-1 apparaissent comme des microdomaines correspondant a des zones
densément peuplées par des nano-clusters bien individualisés. Nous avons reporté que LFA-1
se distribue en nano-clusters moléculaires d'un diamétre moyen de 100nm a l'interface entre les
cellules T CD8" humaines primaires et la surface de stimulation. La taille des nano-clusters de
LFA-1 mesurée, dans ce projet d’étude, dans les lymphocytes T est comparable a celle mesurée
par TEM a la surface des monocytes'®’.

Malgré I’emploi de concentrations élevées d’ICAM-1 et d’anticorps anti-CD3 dans nos
expériences, seule une faible proportion de nano-clusters de LFA-1 bascule sous la
conformation de haute affinité. Il est important de noter que le marquage de LFA-1 dans les
cellules vivantes a été limité a 10 min, I’acquisition des images s’est dont faite dans une fenétre
de temps restreinte sachant que nous sommes en présence d’un processus probablement tres

213 Nos données ont révélé que LFA-1 est principalement organisée en nano-

dynamique
clusters, indépendamment de son état d'activation. Ces résultats sont conformes aux

observations antérieures selon lesquelles LFA-1 forme des nano-clusters sur les monocytes

indépendamment de la liaison au ligand?'*. La découverte que les molécules de LFA-1 fermées
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et activées constituent des nano-clusters distincts suggere que ces structures fonctionnent
comme des unités fonctionnelles affichant un processus d'activation digitale, de sorte que le
basculement conformationnel corresponde au basculement de la plupart des molécules
composant un groupe de nano-clusters individuel. Dans une étude publiée en 2016, il a été
démontré que le TCR forme des nano-clusters d'environ 100nm de diamétre**. En accord avec
la distribution a I’échelle microscopique récemment décrite de LFA-1'7% nous avons observé
que LFA-1 sous sa conformation fermée était enrichie dans un anneau correspondant
approximativement a la région pSMAC, alors que la conformation ouverte était concentrée dans
un second anneau plus central. Il a était établi que la distribution concentrique de LFA-1 et son
activation conformationnelle reposaient sur un flux centripéte de F-actine'’®?!2, En
conséquence, les molécules de LFA-1 a haute affinité lient étroitement le cytosquelette
d'actine®® pour permettre un mécanisme d'activation entrainé par la force de traction?!’,
Conformément au role central du cytosquelette d'actine dans le controle de l'activation et la
distribution de LFA-1, notre analyse radiale des intensités de LFA-1 et F-actine a montré que
les nano-clusters de LFA-1 fermés se chevauchaient avec 1'anneau d'actine périphérique, alors
que les nano-clusters de LFA-1 ouverts se déposaient dans la couche interne de I'anneau d'actine
périphérique. Plus intéressant, notre analyse en 2D a 1'échelle nanométrique a révélé que les
nano-clusters de LFA-1 sont placés dans les interstices de la couche externe du maillage du
cytosquelette d'actine. Notre approche d'imagerie 3D a aussi révélé des nano-clusters de LFA-
1 se trouvant sur une couche plus profonde du cytosquelette d'actine. Notre analyse pose la

question de savoir comment les nano-clusters de LFA-1 sont liés au cytosquelette d'actine.
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Il. La protéine WASP contréle I'organisation de la

ceinture de nano-clusters de LFA-1

Nous privilégions I'hypothése selon laquelle la couche la plus superficielle du cytosquelette
d'actine pourrait fournir un maillage physique pour contraindre latéralement les nano-clusters
de LFA-1, tandis que la couche sous-jacente pourrait fournir un site pour le couplage physique
et la transmission de force via Talin-1 et Kindlin-3'2. Cette double interaction correspond aux
exigences du maintien d'unités adhésives de taille finie indépendamment de leur état
d'activation et de leur signalisation associée a 1’activation tout ou rien. Conformément a cette
hypothéese, la déficience du régulateur d'actine WASP a eu une incidence sur la densité
moléculaire des nano-clusters de LFA-1 actifs, individuels ainsi que sur leur nombre. WASP
est ¢également impliquée dans I'assemblage des foyers de F-actine sous les microgroupes de

TCR pour faciliter l'activation de la PLCy1 et du flux de calcium?'®

. Cette observation suggere
que des microarchitectures de F-actine distinctes sont associées aux nano-clusters de TCR et de
LFA-1 pour maintenir leurs modeles d'activation spécifiques. En effet, l'utilisation de
micropatterns a révelé différentes dynamiques de cytosquelette d'actine, associées au TCR et a
LFA-1%". Seul bémol, les nano-clusters de LFA-1 paraissent plus allongés le long de 1’axe z.
Compte tenu de la limite de la résolution de notre approche de microscopie de SIM en
profondeur, environ 300nm?’, qui ne nous affranchit pas totalement de la diffraction en
profondeur.

Tout compte fait, nous avons identifi¢ WASP comme une protéine clé¢ pour contrdler
'assemblage d'une ceinture circulaire de nano-clusters de LFA-1 de haute affinité a la synapse

CTL, ce qui nous a permis d'étudier le role de cette structure dans le contrdle de l'activité

cytotoxique.
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I1l. La ceinture de nano-clusters de LFA-1 confine les

granules lytiques a la surface des CTL

Nos données indiquent que si WASP semble réguler le confinement et I'activation des nano-
clusters de LFA-1 a I'échelle nanométrique, elle contrdle également leur distribution a I'échelle
cellulaire. II est probable que le défaut du confinement des nano-clusters de LFA-1 entraine les
différents modes de distribution observés dans les lymphocytes T WAS CD8". Les cellules T
cytotoxiques assemblent un anneau de LFA-1/Talin a travers lequel les granules lytiques sont
sécrétés?213 11 a tout d’abord été proposé que les granules lytiques libéraient leur contenu en
fusionnant avec un domaine de sécrétion sans actine situé vers le centre de synapse!88189:218,
Cependant, dans nos expériences avec des lymphocytes T CD8" de donneurs sains, les granules
lytiques semblent préférentiellement étre délivrés a proximité des nano-clusters de LFA-1 de
haute affinité au versant interne de la ceinture de nano-clusters de LFA-1 associée a un maillage
d'actine relativement dense. Cette observation est en accord avec la découverte récente que la
sécrétion de granules lytiques, visualisée avec une sonde fluorescente, se produit dans un
domaine intermédiaire de la synapse proche de la région ou s’exercent les forces de traction les
plus fortes!®2. Conjointement, a ce mécanisme, le relichement du maillage de 1'actine pourrait
étre nécessaire pour I'exocytose des granules lytiques comme décrit dans les cellules NK'.
L’ensemble de ces observations suggerent que les granules lytiques sont sécrétés
préférentiellement au versant interne de la ceinture de nano-clusters de LFA-1, ce qui fournit
des forces locales optimales pour contrdler a la fois la sécrétion et l'interaction des cellules
cibles. Nous soutenons que l'activité lytique réduite des CTL de WAS est principalement due a
une activation et a une symétrie de LFA-1 réduite. En effet, des études précédentes réalisées
dans notre laboratoire, ont mis en évidence que la formation de la synapse et l'exposition au
LAMP-1 ne sont pas affectées par une absence de WASP!*?!?. De méme, la réduction de

l'activité cytolytique de CTL induite par la LFA-1 avec des fragments Fab n'est pas associée a
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208 Dans un contexte

l'inhibition de la libération des granules mais a une sécrétion non polarisée
physiologique, la capacité a rompre et a reformer I'anneau d'adhésion formé par les nano-
clusters de LFA-1 serait nécessaire pour que le CTL exécute des lyses multiples. En
conséquence, ces données indiquent une amplification du défaut de lyse associ¢ a WASP dans
des essais a long terme, dans lesquels des lyses multiples sont favorisées>%’.

En conclusion, notre étude fournit une nouvelle caractérisation de la topologie précise de LFA-
1 al'échelle nanométrique a la synapse des lymphocytes T CD8" humains non transformés. Elle
donne un apercu de 'activation de LFA-1 a 1'échelle nanométrique et de son interaction avec le
maillage du cytosquelette de I'actine sous-jacente. Elle identifie WASP comme une protéine clé

pour contrdler la ceinture de nano-clusters de LFA-1 qui limite la sécrétion des granules

lytiques.
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I. Organisation de LFA-1 dans un contexte de motilité

Comme nous 1’avons vu dans I’introduction la molécule d’adhésion LFA-1 est requise lors de
la migration des leucocytes. En effet un dysfonctionnement dans la sous-unité beta de
I’intégrine est associ¢ a une déficience de 1’adhésion des leucocytes de type I (LAD-1). Cette
déficience entraine un défaut d’adhésion et de migration vers le site d’inflammation auquel se
rajoutent des infections cutanées'?>2?1*22, Dans 1’étude menée par Smith et ses collaborateurs
en 2005, des lymphocytes T ont été¢ déposés sur une monocouche de cellules endothéliales de
la veine ombilicale humaine (HUVECsS), exprimant ICAM-1 a leur surface. Les lymphocytes T
en contact avec les cellules HUVECs, adaptent une morphologie de migration, en présence de
MgCla, caractérisée par le lamellipode au niveau du front migratoire et par 'uropode. Les
cellules T en migration montrent une distribution hétérogéne de la molécule activée de LFA-1,
qui est concentrée trés faiblement au lamellipode et trés enrichie a I'uropode. Les zones
d’enrichissement de LFA-1 activée correspondent aux zones d’enrichissement d’ICAM-1 et
coincident avec des zones d’adhésion focales montrées par IRM'26223, Nous savons que lors de
la migration la distribution des groupes de molécules de LFA-1 est différente de celle induite

par I’activation du TCR lors de la formation de la synapse immunologique'’®

. Cependant on ne
connait pas avec précision comment est organisée LFA-1 activée au sein des différentes zones
des lymphocytes T en migration ni la taille des clusters formés par les molécules de LFA-1. Il
serait donc intéressant d’étudier en détail 1’organisation de la molécule de LFA-1 activée lors
de la migration des lymphocytes T par des approches d’imagerie de super-résolution. Les
résultats préliminaires que nous avons obtenus nous montrent que la taille moyenne des clusters
de LFA-1 toute conformation confondue ne varie pas sous 1’activation du TCR. C’est pourquoi
nous pensons que le réarrangement circulaire de la cellule pour former la synapse ne contribue

pas nécessairement a une augmentation des groupes de molécules de LFA-1. Ces résultats ont

été observés sur des cellules déposées sur des lamelles pré-imprégnées d’ICAM-1 en présence
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ou non d’anti-CD3. On pourrait se demander si le fait d’utiliser des substances directement
déposées sur du verre contribuerait a la réduction de la dynamique des structures pour former
des groupes de molécules plus importants. En effet, bien que le mélange des substances soit
homogene on ignore si le recouvrement des molécules sur le verre est homogene et si la
dynamique et les forces nécessaires a la formation des clusters de molécules de LFA-1 sont
satisfaisantes. Nous savons par d’autres études que les forces requises pour I’activation
adéquate des intégrines doivent étre bidirectionnelles®>?2422%. Ce qui nous imposera d’aller
valider notre étude sur des lymphocytes en contact avec d’autres cellules comme les cellules

HUVECs par exemple.

Il. Organisation de LFA-1 versus les récepteurs aux

chimiokines

Au cours de la maturation des précurseurs des lymphocytes B et T les cellules matures vont
pouvoir migrer vers les lieux appropriés comme les ganglions lymphatiques, le thymus et la
rate. Les chimiokines sont des molécules clés controlant le trafic des lymphocytes®?’. En effet
ces molécules sont sécrétées dans le but de recruter des lymphocytes vers les lieux
d’inflammation. Une fois sécrétées elles vont induire un arrét rapide des lymphocytes qui sont
retenus sur 1’endothélium vasculaire. Les chimiokines provoquent une augmentation de la
mobilité latérale de LFA-1 et une augmentation de 1’affinité¢ de LFA-1 avec son ligand ICAM-
1 exprimé a la surface des cellules endothéliales'?*, Une étude réalisée en 1999 montre que
les chimiokines régulent I’avidité de LFA-1 ou Mac-1 via la portion cytoplasmique de la sous-
unité alpha de LFA-1%%°.

La réponse aux chimiokines induit une migration caractérisée par la polarisation de la cellule
formée par le lamellipode au front migratoire et a I’'uropode. Des études antérieures ont montré

qu’in vitro les cellules qui migrent par chimiotactisme utilisent la molécule d’adhésion LFA-1
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en interaction avec son ligand pour migrer et la distribution de LFA-1 dépend de son état
d’activation. Les molécules de trés haute affinité sont localisées au « mid-body » tandis que les
molécules d’affinité intermédiaire sont plus enrichies au niveau du front de migration'!”. Une
autre ¢tude suggere qu’un récepteur a la chimiokine CXCR4 est recruté au niveau du pSMAC
et que son absence détériore la formation de la synapse immunologique. A 1’altération de la
formation de la synapse se rajoute une perte d’activation des lymphocytes T?*°. Cependant nous
ignorons comment sont localisés les récepteurs aux chimiokines par rapport a la distribution de
LFA-1. D’autant plus qu’une étude de 2007 publiée dans nature immunology démontre que la
chimiokine CCL21 immobilisée sur le support induit une polarisation et une migration de la
cellule. En revanche la liaison de LFA-1 a son ligand n’est pas stable et les molécules de LFA-
1 sont plus enrichies au front de migration®!. Cette donnée suggére que CCL21 induirait
d’avantage une conformation intermédiaire de LFA-1 plutét qu'une conformation de haute
affinité. Une autre étude a démontré que CCR7 le récepteur au CCL21 n’était pas enrichi a la
synapse et était plutdt exclu, contrairement au CXCR4 232, C’est pourquoi il serait intéressant
d’aller étudier la distribution relative des récepteurs CCR7 et CXCR4 et des molécules de LFA-
1 activée en réponse aux chimiokines ou a la synapse.

Pour pouvoir étudier I’organisation des récepteurs aux chimiokines et la distribution de LFA-
1, nous pourrions imaginer un marquage dans lequel nous révélerons les récepteurs aux
chimiokines (CCR7 et CXCR4), LFA-1 activée et la F-actine en condition de formation de la

synapse et en condition de migration en réponse a une chimiokine.
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I1l. Organisation des protéines d’ancrage au

cytosquelette d’actine sous LFA-1 active

L’activation de LFA-1 induit un recrutement de nombreuses molécules au versant
intracytoplasmique de la molécule. L’alpha-actinine est connue pour se lier majoritairement a
la forme intermédiaire de LFA-1'"". Une autre molécule la kindelin-3 a été étudiée comme
jouant un réle majeur dans 1’adhésion via LFA-1 et qu’un défaut de cette protéine est a I’origine
de I’absence du recrutement des leucocytes vers les sites d’inflammation. Une autre étude
montre que 1’absence de la kindelin-3 déstabilise la liaison des lymphocytes T aux cellules
dendritiques®**. La Talin est la molécule qui fait le lien physiquement entre le cytosquelette
d’actine et la molécule de LFA-1 activée. En effet sous sa conformation activée on retrouve une
accumulation de la Talin qui coincide avec une accumulation d’ ICAM-1 au « mid body » de la
cellule'?*!'?7, Cependant dans nos études il nous manque le marquage de la Talin par exemple
pour confirmer 1’activation de LFA-1. La Paxillin est une autre molécule recrutée sous LFA-1
activée, sa phosphorylation joue un rdle central dans la régulation de I’activité¢ de I’intégrine

LFA-1 et dans la migration des lymphocytes?*.

Il serait donc intéressant d’aller vérifier le recrutement de ces molécules a 1’aide d’anticorps
pour s’assurer de la bonne activation de LFA-1. Des expériences visant a répondre a une partie
de cette question sont d’ailleurs en cours. L’idée serait de répondre si a la synapse
immunologique les nano-clusters de LFA-1 activés correspondent bien a une association avec
la Talin. Pour cela nous procéderons a un marquage permettant de distinguer les tétes de Talin
(interagissant avec la sous-unité beta), LFA-1 activée et la F-actine. Nous utiliserons I’approche
du SIM pour avoir une meilleure résolution dans notre étude et une étude simultanée de

différentes structures grace a ’aspect multicouleur du SIM. Nous n’avons pas les résultats au
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moment de I’écriture de ce manuscrit mais nous espérons les obtenir d’ici la soutenance de la

these.

IV. Méthodes d’analyse et estimation des tailles des

nano-clusters de LFA-1

Plusieurs études nous ont montré grace a la microscopie de super-résolution ou FRET que LFA-
1 est une molécule qui s’organise en clusters par une augmentation de 1’avidit¢ de la
conformation de haute-affinité. Pour soutenir nos propos nous nous appuyons sur les travaux
effectués par Kim et ses collaborateurs en 20049, Cambi et ses collaborateurs en 2006'%” par
microscopie d’électronique et sur des travaux tres récents réalisés par microscopie de super-
résolution de fluorescence, dASTORM sur des lymphocytes T murins en situation de migration.
Ces derniers travaux ont été publiés en 2016 et nous montrent qu’effectivement LFA-1
s’organise en nano-clusters et que 1’augmentation de la taille de ces nano-clusters est controlée
par la protéine tyrosine phosphatase non-récepteur de type 22 ou PTPN22. Elles nous montrent
¢galement que PTPN22 est un inhibiteur de la signalisation de LFA-1 et est co-localisée au
niveau du front de migration avec LFA-1 suggérant donc qu’au niveau du lamellipode LFA-1
associée a PTPN22 ne s’organise pas en nano-clusters?*®. Si on se référe aux travaux de Stanley
et ses collaborateurs PTPN22 serait donc majoritairement associée a LFA-1 d’affinité
intermédiaire!!”. Cependant pour réussir a déterminer la présence ou non de nano-clusters
moléculaires et pour mieux caractériser leur taille, leur densité, leur morphologie, le nombre de
molécules par cluster les outils de traitement d’images que nous utilisons tous les jours ne
suffisent pas car trop biaisés. En effet la plus petite unité d’une image est le pixel ou voxel.
Chaque pixel est rempli par une valeur en niveau de gris qui est liée au nombre de photons
détectés. Dans le cas des approches de microscopie de localisation des molécules unique dans

un pixel ce n’est pas le signal d’une molécule qui y est contenu et tout comme évoqué plus haut
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une molécule détectée n’aura pas qu’un centre de masse. Bien évidemment cela dépend de la
taille du pixel utilisée et de la précision de localisation. Toujours est-il que pour travailler avec
des molécules individuelles nous avons besoin de représenter les centres de masse de chaque
molécule détectée individuellement dans un espace et de déterminer la formation ou non de
clusters. Pour cela il existe des outils qui permettent d’identifier des groupes de molécules. La
méthode la plus couramment utilisée est basée sur la recherche du plus proche voisin en utilisant
une fonction mathématique, la fonction de K-Ripley et s’appelle DBSCAN (Density-based

spatial clustering of applications with noise).

Les principales limites rencontrées par DBSCAN sont multiples. Nous prendrons en exemple
une limitation de la zone a étudier car DBSCAN est incapable de prendre en charge la variation
des densités de molécules, ce qui nous limite a travailler dans des petites régions qui ne couvrent
pas toute la surface de la cellule et qui doivent étre bien choisies. Une autre limite est sans doute
le fait que cette méthode ne prend pas en compte les apparitions multiple d’une molécule dans
une zone recouverte par un rayon d’une dizaine de nanometres. Nous sommes obligés
d’appliquer un filtre de taille par la suite pour exclure les molécules que nous considérons
comme individuelles mais comptées comme un cluster par DBSCAN. Du fait de ces limites
nous souhaitons développer ou améliorer un algorithme qui prendrait en compte ces différentes
limites. Pour cela nous envisageons d’exploiter une autre fonction mathématique appelée :
fonction de distribution radiale g(r) qui n’est autre que la dérivée de la fonction de K-Ripley.
Cette fonction permet de décrire la variation de la densité des molécules lorsqu’on s’éloigne
d’une molécule prise en référence?®. Cette derniére permet en théorie de gérer des densités
hétérogeénes. L’exploitation de nos données avec cette fonction fait 1’objet d’une collaboration

en cours avec le laboratoire de physique théorique au LPT-IRSAMC a Toulouse.
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Annexe n°2 : Article

La déficience de la protéine WIP affecte séverement
Parchitecture des lymphocytes humains lors de la
migration et de Passemblage de la synapse

Résumeée

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la protéine interagissant avec la protéine du
syndrome de Wiskott-Aldrich (WASP) appelée (WIP). WIP est une protéine régulatrice clé de
la dynamique de l'actine. Chez 'homme, les conséquences moléculaires de la déficience en WIP
ont été étudiées chez un seul patient a ce jour, révélant une immunodéficience liée aux défauts
de la motilit¢ lymphocytaire et de l'activité cytotoxique des cellules NK. En étudiant en
profondeur un nouveau patient déficient en WIP, nous avons cherché a explorer quelles
altérations du cytosquelette d'actine sont a la base du dysfonctionnement des lymphocytes.

Ce patient porte une mutation homozygote WIPF1 qui entraine une perte de WIP et de
l'expression de la protéine WASP. Son mauvais état clinique, incluant une diarrhée sanglante
et une infection systémique menagante par le CMV, empéchait la transplantation de cellules
souches hématopoiétiques allogéniques conditionnées. A la place, des transplantations
séquentielles ont été réalisées avec les lymphocytes périphériques et les cellules souches
hématopoiétiques CD34" de la mére HLA identique et ont donné lieu a une greffe de cellules T

soutenue.

Par I"utilisation d’approches de microscopie a résolution temporelle et de super résolution nous
avons étudié la dynamique et l'architecture du cytosquelette de I'actine lors du chimiotactisme
et de I'assemblage de la synapse lytique. En effet lors du chimiotactisme, la protéine WIP se
localise au niveau du lamellipode riche en actine et stabilise cette structure pour permettre le

maintien de la direction, le long d'un gradient de chimiokine. Les cellules T CD8" déficientes
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en WIP ont montré une activité cytotoxique fortement réduite, associée a un assemblage
anormal de la synapse immunologique, caractérisé par un ¢talement non radial des cellules et
des fibres d'actine longues. En conséquence, la protéine WIP se distribue en clusters qui ornent

le maillage de I'actine a la périphérie de la synapse.

Finalement 1’état clinique sévere du patient déficient en WIP et les défauts des lymphocytes
associés indiquent que WIP est une protéine essentielle de I'immunité humaine. En particulier,
WIP contrdle 1'ultrastructure et la dynamique du maillage de l'actine nécessaires pour assembler
les protrusions lamellipodiales dans le contexte du chimiotactisme des lymphocytes et de la

formation des synapses lytiques.

Dans cet article j’ai contribué a la réalisation des expériences d’approches de microscopie SIM

dans la génération et I’analyse des données de la figure7.
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PFAJFER et al. WIP CONTROLS HUMAN LYMPHOCYTE ARCHITECTURE

Key points

® We show for the first time that WIP controls actin cytoskeleton meshwork organization in

the context of CD8" T cell-mediated cytotoxicity.

® We report elimination of CMV and engraftment using sequential HLA-identical donor

lymphocytes in a WIP-deficient life-threatened infant.
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PFAJFER et al. WIP CONTROLS HUMAN LYMPHOCYTE ARCHITECTURE

Abstract

The Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP)-interacting protein (WIP) is a key regulator of
actin dynamics. In humans, the molecular consequences of WIP deficiency have been
investigated in a single patient to date, revealing immunodeficiency linked to defects in
lymphocyte motility and NK-cell cytotoxic activity. By studying in-depth a novel WIP-deficient
patient, we sought to explore which actin cytoskeleton alterations underlie lymphocyte
dysfunction. The patient carried a novel WIPFI homozygous stopgain mutation leading to loss of
WIP and WASP protein expression. His poor clinical condition including bloody diarrhea and
life-threatening systemic CMV infection precluded conditioned allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation. Instead, peripheral lymphocytes and CD34" hematopoietic stem cells from
the HLLA-identical mother were infused sequentially, yielding sustained T-cell engraftment. We
here applied time-lapse and super-resolution microscopy approaches to study actin cytoskeleton
dynamics and architecture during chemotaxis and lytic synapse assembly. In agreement with its
role in chemotaxis, WIP localized to the actin-rich lamellipodium and stabilized this structure to
allow directional persistence along a chemokine gradient. WIP-deficient CD8" T cells displayed
severely reduced cytotoxic activity associated with abnormal immunological synapse assembly,
characterized by non-radial cell spreading and long actin fibers. Accordingly, WIP distributed in
clusters decorating the actin meshwork at the synapse periphery. The severe clinical course of the
WIP-deficient patient and the associated lymphocyte defects point to WIP as an essential protein
of human immunity. In particular, WIP controls actin meshwork ultrastructure and dynamics
required to assemble lamellipodial protrusions in the context of lymphocyte chemotaxis and lytic

synapse formation.

- 200 -



64

65

66

67

68

69

70

PFAJFER et al. WIP CONTROLS HUMAN LYMPHOCYTE ARCHITECTURE

Key words

Lymphocytes, Chemotaxis, Cytotoxic activity, Wiskott-Aldrich Syndrome Protein-Interacting
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PFAJFER et al. WIP CONTROLS HUMAN LYMPHOCYTE ARCHITECTURE

Introduction

The actin cytoskeleton is a key structural component of cells, defining their shape and providing
support for numerous dynamic processes'. Immune cells are particularly dependent on a finely
tuned actin cytoskeleton because they are among the most motile cells of the organism and their
function depends critically on their ability to establish highly dynamic cell-to-cell contacts. The
key role of actin cytoskeleton dynamics in supporting immune cell function has been illustrated
by the discovery of a number of primary immunodeficiencies (PIDs) caused by deficiency or
molecular alteration of actin cytoskeleton remodeling proteins’, including WASP, WIP, RAC2,
CD2BP1, DOCK2, DOCKS8, RHOH, CORONIN-1A, MST1, MKL1, WDR1, MOESIN and
RASGRP1*'®, Studies of these natural human mutations have pinpointed the critical importance
of dynamic rearrangement of the actin cytoskeleton for numerous immune related functions, such
as adhesion, podosome formation, migration, endocytosis, cytokine release, signaling,
proliferation, immunological synapse formation or cytotoxic capacity®.

The Wiskott-Aldrich syndrome caused by WASP deficiency has been the prototype of an actin
cytoskeleton defect. WASP expression is restricted to immune cells, in which it regulates Arp2/3-
dependent actin branching, thereby controlling numerous dynamical aspects of immune cell
biology". A more recently identified PID-related actin regulator is the WASP-interacting protein
(WIP)'%. Biochemical studies carried on the first described patient revealed that a stop gain
mutation in the WIPFI gene was leading not only to lack of WIP, but concomitantly also absence
of WASP'".The WIP-deficient patient displayed lymphopenia and severe defects in T-cell
proliferation, T-cell chemotaxis and NK-mediated Cytotoxicity“. The loss of WASP expression
in the context of WIP deficiency can be explained by the fact that WIP protects WASP from

ubiquitination and its degradation by the proteasome and calpain®'**. However, there is growing
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evidence that the function of WIP is not limited to protecting WASP from degradation; WIP
indeed interacts with additional actin-related proteins such as cortactin, Nck and proﬁlinl23.
Murine studies point to WIP as a master regulator of immune cell migration and cell-cell
interactions since WIP-deficient dendritic cells fail to polarize actin, to form podosomes and to
migratcm. Wip™ mice display a T-cell homing defect due to a lack of response to CXCL12* and
Wip"'z B cells fail to polarize and migrate along a CCL13 gradientzs. Accordingly, murine T cells
expressing a WIP mutant deleted for the actin-binding domain fail to polarize actin and to
migrate in response to chemokines”®. Furthermore, by regulating the subcortical actin filament
network in T lymphocytes, WIP appears essential for immunological synapse formation®’. In
addition to those studies, exploration of actin dynamics and ultrastructure in human WIP-
deficient leukocytes would provide insight into the patho-mechanisms associated to WIP
deficiency.

Employing an NGS-based panel sequencing strategy reported previously™, we identify here a
novel patient carrying a stop gain WIPFI mutation leading to the loss of WIP and WASP
expression, Applying time-lapse and super-resolution microscopy approaches to WIP-deficient
lymphocytes, we further characterize defects in actin dynamics and ultrastructure in the context
of chemotaxis and cytotoxic activity. This study highlights the severity of WIP deficiency in
humans and shows that WIP is a key regulator of actin meshwork ultrastructure and dynamics, in

particular in the context of lymphocyte directional motility and immunological assembly.
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113 Methods

114 A detailed description of the methods is available in the supplemental method section (available
115  on the Blood Web site)

116
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Results

Clinical characteristics and management of the patient

We report on a now 2-year-old Austrian patient from a Kurdish consanguineous family, who
became symptomatic in his first month of life with bronchiolitis and viral pneumonia. His
condition deteriorated at 3 months of age with pneumonitis, requiring admission to the intensive
care unit (ICU) and mechanical ventilation, At that time, CMV was detected in all body fluids
including plasma, urine and cerebrospinal fluid. Moderate intermittent thrombocytopenia (100-
150 G/L) with a mean platelet volume of 8.0 fl was initially measured. Intermittent episodes of
bloody diarrhea were noted, sometimes requiring platelet and red blood cell transfusions,
suggesting inflammatory bowel disease or recurrent intussusceptions. The patient needed long-
term invasive mechanical and non-invasive CPAP ventilation (25 and 94 days, respectively), and
showed delayed psychomotor development despite absent signs of encephalitis in MRI or EEG.
Hearing and neurclogical tests were normal. First immunological analyses at 4 months of age
showed hypergammaglobulinemia, normal T- and B-cell numbers, increased relative proportion
of TCRy&' T cells (>50% of CD3' T cells), low TRECs and borderline normal values for T-cell
proliferation in vitro (Table 1). A follow-up immunological investigation showed markedly
reduced CD4' T cells, naive T cells, and a decreased proliferative response towards PHA and
ConA, but normal response towards CD3/CD28 (Table 1). Because his clinical situation was
deemed too bad for a fully conditioned allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(alloHSCT), sequential donor lymphocyte infusions with HLA-identical maternal blood were
performed from his 10" month of life onwards, accompanied by sirolimus treatment during the
first month (Fig 1A). A total of four donor lymphocyte infusions at increasing doses (from

1x10%kg to max 1x107/kg CD3" cells) and two peripheral stem cell donations (2x107/kg CD34’
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plus 2x107/kg CD3” cells) were given until his 13" month of life, leading to elimination of CMV
from peripheral blood (from >10%mL to permanently negative tests), complete clinical
stabilization regarding infections, and sustained T-cell engraftment of >60-70% donor chimerism
(Fig 1A) until the latest follow-up at two years of age. We did not detect myeloid engraftment in
peripheral blood (allogeneic CD33" cells: 0.7-3.9%). Shortly before the scheduled dismission
from ICU at 11 months of age, he developed volvulus and subtotal intestinal necrosis, making
bowel resection necessary. From then on, although already weaned, he has been requiring total
parenteral nutrition due to short bowel syndrome. Because of the development of severe
thrombocytopenia, the patient has been requiring platelet support by thrombopoietin receptor

agonist treatment and sporadic platelet infusions.

WIPF1 gene mutation resulting in defective WIP and WASP expression

Given the consanguineous background of the patient (Fig. 1B), we suspected a primary combined
immunodeficiency and applied a NGS panel covering >250 known genes related to PID?**_ The
patient carried a homozygous ¢343G>A point mutation in the WIPFI gene encoding WIP (Fig
10), resulting in a premature stop gain (¢.G373A, p.R125X). When considering the structure of
WIP, the mutation is located upstream of the cortactin binding domain (Fig 1D). To investigate
the consequence of the validated mutation at the protein level, WIP expression was analyzed by
Western blot in B-EBV cells from the patient. We did not detect expression of full-length WIP
(Fig 1E) and also did not detect a shorter protein either, using an antibody recognizing the first
ten amino acids of WIP (data not shown). In line with the role for WIP in stabilizing WASP
expression™, we failed to detect WASP in the WIP-deficient B-EBV cells (Fig 1E). Together

these data show that the identified WIPFI mutation is associated to a complete loss of both WIP
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and WASP expression, which establishes this genctic alteration as the molecular discase ctiology

in this patient.

Severe differentiation and activation abnormalities in lymphocytes subsets

The consequence of WIP deficiency on lymphocyte ditferentiation in humans remains unclear.
The previously described patient displayed T-cell lymphopenia mainly affecting the CD8" T-cell
subset', while Wip”™ mice harbored a modest reduction of thymocytes but normal total
lymphocyte counts in the periphery”” at early age. Beyond 8 weeks of age, Wip™ mice displayed
granulocytosis and severe lymphopenia®. In addition to the routine clinical phenotyping reported
in Table 1, we performed in-depth immunophenotyping of patient PBMCs focusing on the
differentiation status of lymphocyte populations. The patient had profound CD4™ T-cell
lymphopenia (Fig 2A) and the few CD4' T cells were skewed towards an effector memory
phenotype (CD45RA/CCRT) (Fig 2B). CDE™ T cells exhibited an exhausted effector memory
phenotype (CCR7/CD45RA") (Fig 2B). PBMCs were devoid of naive CDS' T cells, which
might result from reduced thymic activity. In agreement, the proportion of recent thymic
emigrant cells (CD31'/CD45RA") among the peripheral CD4' T cells was decreased (Fig 2C).
Low TREC numbers and thymus involution further corroborate the hypothesis of a defective
thymic development. Although CD19"™ B cells were detected in normal proportion (Fig 2D), the
non-switch memory B cells were reduced when compared to the control sample (Fig 2E). In sum,
the lymphocyte subsets of the patient display very severe differentiation and activation
abnormalities characterized by CD4' T-cell lymphopenia, lack of naive CD8' T cells, and a high

proportion of activated B cells.
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Defective chemokine-driven actin polarization and migration in WIP-deficient T cells

PHA blasts from the previously described WIP-deficient patient had illustrated impaired
migration towards the chemokine CXCL10, related to decreased CXCR3 expression''. We sought
to address whether WIP operates as an intrinsic regulator of chemotaxis in human T cells and B
cells via its actin cytoskeleton remodeling function. Remarkably, the T cells expanded from the
patient failed to migrate towards CCL19, whatever the concentration used (Fig 3A). This
profound defect was associated to reduced CCR7 expression. These T cells displayed a severe
migration defect towards CXCL12 (Fig 3B), while CXCR4 was expressed at almost normal
levels, indicating that WIP intrinsically controls the chemotactic activity of T cells. We then
explored whether impaired chemotaxis of the WIP-deficient T cells would be associated with
defects in cell morphology and actin polarization. Non-stimulated healthy T cells displayed WIP
and actin mostly at the membrane (Fig 3C first row). Upon CCL19 stimulation, they acquired an
elongated polarized morphology characterized by a large leading edge and a narrow trailing edge
(Fig 3C third row). WIP and F-actin colocalized at the cell cortex of non-activated healthy T
cells and at the leading edge of CCL19-stimulated cells (Fig 3D). WIP-deficient T cells appeared
larger than healthy T cells (Suppl Fig 1). In addition, they displayed reduced cortical actin but
abnormal F-actin enrichment in the cytoplasm (Fig 3D). Upon chemokine stimulation, the patient
T cells elongated and still appeared larger than the control T cells (Fig 3D). However, they failed
to assemble actin-rich leading edges (Fig 3C-D fourth row). Therefore, in the absence of WIP, T
cells are enlarged and fail to acquire a polarized shape and to polymerize actin at the leading edge
in response to CCL19. This role of WIP is supported by its enrichment to the leading edge

following chemokine-evoked polarization.
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WIP controls B lymphocyte orientation and directional persistence along a CCL19 gradient
To further investigate the intrinsic role of WIP in lymphocyte chemotaxis, its expression was
knocked down with a shRNA-encoding lentiviral vector in the human B cell JY. This approach
was highly efficient at inhibiting both WIP and WASP cxpression (Fig 4A). We also stably
introduced a mCherry-tagged WIP construct in the B-EBV line derived from the patient (Fig
4A). These cellular models were applied to dedicated migration chambers to record real-time cell
migration34. In the absence of CCLI19, the wildtype JY cells displayed limited motility, while
they migrated along a CCL19 gradient in a very directional manner (Fig 4B and Movie 1). In
contrast, the cells knocked-down for WIP failed to migrate towards the CCLI19 source. In
agreement, the WIP-deficient cells derived from the patient also failed to migrate towards
CCL19. Clearly, restoration of WIP expression conferred to those cells the ability to migrate
directionally (Fig 4B). The velocity of the B cells inhibited for WIP expression or naturally
deficient for WIP was reduced as compared to wildtype cells or patient cells with restored WIP
expression (Fig 4C). This indicates that WIP sets the speed of migrating B cells. Furthermore, the
ability of the WIP-deficient B cells to preferentially migrate along the chemokine gradient was
fully abrogated, as well as their ability to maintain a migratory direction as indicated by
respectively the forward migration index and the directional persistence parameters (Fig 4C).
Together, the data from the complementary models unequivocally identifies WIP as a central
regulator of B-cell motility and orientation in chemokine gradients, To then further explore how
WIP might control actin cytoskeleton dynamics in the context of lymphocyte chemotaxis, the
wildtype and WIP knocked-down JY cells were transduced with a LifeAct-GFP encoding
lentiviral vector. The wildtype JY cells expressed LifeAct-GFP at the level of the cell cortex and
in thin dynamical protrusions including filopodia and pseudopodia (Fig 4D). Upon exposure to a

CCL19 gradient, the wildtype JY cells polarized, forming a trailing uropod and a wide edge

12
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facing the chemokine source (Fig 4D and Movie 2). In comparison, the WIP knocked-down JY
cells exposed to the CCL19 gradient failed to display a persistent polarized morphology. The
uropod could not be clearly identified and the cell emitted large filopodia and pseudopodia in
various directions. Those observations highlight the requirement for WIP in sustaining a
persistent actin-dependent lymphocyte polarity, which is required for chemokine-evoked

directional motility.

Cytotoxic activity defect in WIP-deficient CD8" T lymphocytes

Although a role of WIP in controlling the cytotoxic activity of NK cells has been established' ',
its contribution to CD8" T-cell-mediated cytotoxicity is unknown, Expanded patient CDS' T cells
expressed perforin (Fig 5A), suggesting that they had developed into effector cytotoxic T
lymphocytes (CTL). However, upon interaction with OKT3-coated P815, WIP-deficient CTL
displayed reduced surface exposure of LAMPI1, indicative of reduced lytic granule exocytosis
(Fig 5B). To test whether this affected killing efficacy, we applied a cytometry-based redirected
killing assay™® using GFP-expressing P815 cells coated with anti-CD3-antibody as targets. Low
CTL to target cell ratios were used to mimic physiological conditions and to investigate both
early killing activity and sustained killing activity. Analysis of the number of residual viable
target cells following interaction with CD8 T cells revealed a defective early killing activity in
the WIP patient-derived CTL at all anti-CD3 antibody concentrations tested (Fig 5C). Prolonged
interaction of patient CTL with target cells led to a limited reduction in the number of target cells,
while control CTL fully eliminated the target cells under the same conditions. Those data clearly
indicate that WIP-deficient CD8™ T cells have a reduced capacity to secrete lytic granules and

eliminate target cells.
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WIP-deficient CD8" T lymphoeytes fail to assemble the immunological synapse

The reduced cytotoxic activity of WIP-deficient CTL might result from a reduced ability to
assemble the immunological synapse, a structure that highly depends on actin cytoskeleton
dynamics. Confocal microscopy analysis showed that interaction with anti-CD3 antibody-coated
target cells led to the assembly of an immunoelogical synapse characterized by a flattened contact
area highly enriched m polymenized actin (Fig 6A). WIP accumulated at the immunological
synapse where it colocalized with F-actin. The capacity of control CTL to assemble an
immunological synapse was further revealed by their ability to form conjugates with anti-CD3
antibody-coated target cells (Fig 6B) and by the synapse length (Fig 6C). In contrast, WIP
deficient CTL displayed aberrantly elongated shapes and actin-rich protrusions, both when
encountering uncoated and anti-CD3 antibody-coated P815 cells (Fig 6A). In addition to their
abnormal morphology, WIP-deficient CTL failed to display F-actin enrichment at the target cell
contact area and inefficiently formed conjugates with the anti-CD3 antibody-coated P815 cells
(Fig 6B). In agreement with their aberrant morphology, these cells formed contacts of
heterogeneous length that did not increase in the presence of anti-CD3 antibody (Fig 6C). An
abnormal morphology of WIP-deficient CTL was also observed in isolated cells interacting with
poly-L-lysine or anti-CD3 antibody (Suppl Fig 1), confirming an intrinsic morphological defect
in those cells. Together, these data strongly suggest that the severely reduced cytolytic potential
of patient-derived CD8" T cells stems from the inability to assemble the immunological synapse
in the absence of WIP. This notion is reinforced by the localization of WIP at this structure in the

control CD& T cells.
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WIP localizes along actin filaments and promotes assembly of a branched actin meshwork

Our findings highlight the key role played by WIP in sustaming lymphocyte actin-dependent
shape integrity and remodeling required for directional motility and establishment of the
immunological synapse upon target cell encounter. To explore how WIP might control actin
cytoskeleton meshwork organization, we employed a structured illumination microscopy (SIM)
approach. In control T cells, immunological synapse formation over ICAM-1/anti-CD3 antibody
involved a wide radial spreading. The synapse periphery was composed of a ring of F-actin,
consisting in a dense meshwork of short actin fibers oriented in various directions (Fig 7A). This
is in line with the notion that the peripheral layer of the immunoclogical synapse corresponds to a
radial lamellipodial structure”’. As expected, the central layers of the immunological synapse
digplayed an actin meshwork of reduced density. Furthermore, the animation showing the 3D
organization of the cell clearly shows that a spherical cell body was maintained over the center of
the flat synapse structure (Movie 3). In this context, WIP formed tiny patches at the synapse
periphery and along the cell body cortex. The overlay of F-actin and WIP showed that WIP was
distributed over cell areas of dense F-actin. In comparison, the T cells from the WIP-deficient
patient displayed aberrant morphologies. Over poly-L-lysine, those cells abnormally spread as
measured above by confocal microscopy. This spreading was accompanied by actin-rich
pseudopodia and filopodia, which were not spontaneously assembled by normal cells. Over
ICAM-1/anti-CD3 antibody, WIP-deficient T cells displayed an elongated morphology with
irregular shapes, as observed above in the context of target-cell encounter. In zoomed areas of
normal T cells, WIP was distributed as tiny patches that intermingled with actin filaments (Fig
7B). This peculiar interaction of WIP with the actin meshwork applied both to the cortex of
resting T cells and to the synapse periphery of activated T cells. Zoomed areas of the T cells from

the patient interacting with poly-L-lysine or ICAM-1/anti-CD3 antibody revealed an aberrant
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actin organization dominated by elongated filamentous structures (Fig 7B). Actin coherency
values calculated for 20 regions-of-interest per condition clearly showed that WIP-deficient T
cells, both over poly-L-lysine and ICAM-1/anti-CD3 antibody, harbored more actin structures
oriented in one main direction (Fig 7B). These data reveal that WIP controls the organization of a
dense and reticulated actin meshwork ultrastructure, which contributes to the integrity of the cell

cortex and sustains synaptic lamellipodia assembly.
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Discussion

In this study, we identified a novel PID patient carrying a stop gain WIPFT mutation leading to
the loss of WIP. By expanding untransformed T cells and EBV-transformed B cells from the
patient, we could explore actin cytoskeleton anomalies at morphological and ultrastructural
levels. Our data reveal that WIP deficiency is associated with a failure to assemble the
lamellipodium at the leading edge of migrating T and B cells and with defective formation of the
immunological synapse of cytotoxic CD8™ T cells. Accordingly, chemotactic and cytotoxic
activities of the patient’s lymphocytes were severely impaired.

Our study reinforces the fact that WIP deficiency causes a severe immunodeficiency in humans.
As in the previous report'’, the patient carried a homozygous stopgain mutation leading to
undetectable levels of both WIP and WASP. The common features between the two patients
include: associated WASP deficiency, failure to thrive, recurrent bacterial and viral infections,
elevated proportions of NK cells, defective lymphocyte migration and a poor clinical status
necessitating hematopoietic cell transplantation before 1 year of age. However, the present case
did not display eczematous rash, nor oral ulcerations as described in the previous case. He
displayed elevated CD8' T-cell counts while the previous patient manifested a profound CD8' T-
cell lymphopenia. Such differences may be due to environmental factors including exposure to
micro-organisms.

In the first reported WIP-deficient patient, a chemotaxis defect in response to CXCL10 associated
to a decreased CXCR3 expression was reported'!. We report here impaired migration towards
CCL19 and CXCLI2 and further characterize the role of WIP in the actin cytoskeleton
remodeling required for the onset of directional motility along chemokine gradients.

Interestingly, chemotaxis assays performed under the same conditions with WASP-deficient
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patients failed to reveal defects®™. This suggests that WIP controls chemotaxis in T cells mostly in
a WASP-independent manner. This is further supported by the finding that T cells from mice
expressing a WIP mutant that lacks the capacity to bind actin without affecting WASP levels
display decreased cellular F-actin content, a disorganized actin cytoskeleton, impaired
chemotaxis and in vive homing®™. Together, these data suggest that WIP controls lymphocyte
motility independently from its WASP stabilization function, possibly via its capacity to bind

actin directly and to interact with Nck and Cortactin®

. Our data clearly establish that WIP locates
to the chemokine-evoked actin-rich leading edge and is required for lamellipodia assembly.

A defect of NK-cell cytotoxicity has been reported in the previously described WIP-deficient
patient'!. Our data strongly suggest that in CD8" CTL, WIP is primarily involved in cell cortex
stability and formation of stable conjugates with target cells, which is a prerequisite for lytic
activity. In a previous report, WIP has been described to regulate NK-cell cytotoxic function by
controlling lytic granule transport®™. Whether WIP plays distinct roles in NK cells and CTL
would require further investigation. Electron microscopy of activated T and B lymphocytes from
WIP deficient mice revealed sparse actin filaments at the cell cortex”’. Accordingly, we observed
that some areas of the WIP-deficient human T-cell cortex harbored a low-density actin
meshwork. More strikingly, actin filaments assembled into clongated structures at the cell
periphery. Interestingly, our super-resolution microscopy analysis reveals that WIP is present as
tiny clusters that are wrapped around actin filaments, both at the cell cortex of non-activated T
cells or at the lamellipodia of activated T cells. These patches probably correspond to multi-
molecular complexes containing WASP and DOCKS. Indeed, clusters of tagged WIP and WASP

have been observed by FRET at the synapse of Jurkat cells*® and WTP has recently been shown to

bridge DOCKS8 to WASP and actin during T-cell activation®'.
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It is also important to consider that WIP is not only expressed in the hematopoietic system, which
might have consequences in WIP-deficient patients. WIP has been shown to interact with N-
WASP** i particular in neurons*. In these cells, it contributes to the regulation of neuritic
elaborations and ramifications by controlling the phosphorylation of several kinases. Mental
retardation has been reported in patients with overlapping deletions in a common region (2q31.1)
including only the WIPFI gene45, however the patient studied here has not yet exhibited
neurological abnormalities. Given the poor clinical condition of the patient with bowel discase
and long-term mechanical ventilation for systemic CMV infection with pneumonitis, he was
deemed too severely affected to undergo a myeloablatively conditioned alloHSCT. Our attempt
to stabilize his clinical situation by infusing his HLA-identical mother’s peripheral lymphocytes
was successful insofar as CMV was controlled and a stable mixed chimerism could be
established, eradicating his immunodeficiency at least until the latest follow-up. Facing the
genetic diagnosis of WIP deficiency and ongoing need of thrombopoietin receptor agonist
treatment, the indication for a regular alloHSCT still persists, Although preliminary, the observed
effect of donor lymphocyte infusion treatment as bridging option before alloHSCT might prove
feasible, especially in patients with combined immunodeficiencies from consanguineous
backgrounds deemed “too bad to transplant™. Hence, our observations support the benefit of
alloHSCT to correct WIP deficiency, as reported recently”. Although WIP might control
lymphocyte motility independently of WASP, some key aspects of the immune deficiency in our
WIP-deficient patient are most probably related to the associated WASP deficiency. An
alternative treatment option for WIP patients would be to employ proteasome inhibitors such as
Bortezomib, MG321, Carfilzomib or Txazomib with the objective to rescue WASP expression.
We were however not successful at stabilizing WASP expression in the T cells from the patient

(Supp! Fig 2), although such approach restored slightly WASP expression in WIP” murine
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382 cells’’. Because of substantial clinical improvement upon donor lymphocyte infusions, the
383  possibility to clinically apply proteasome inhibition (i.e. as compassionate use) was not further
384  investigated. The success of gene therapy for WAS*® suggests that such approach should be

385  applicable to WIP deficiency as well.
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Figure Legends

Figure 1, WIPFI mutation and consequence at the protein level. (A) Immune reconstitution
and plasma CMYV load after repetitive HLA-identical maternal donor lymphocyte and stem cell
infusions in a patient with WIP deficiency: sequential doses of donor lymphocyte infusions
(DLI), taken from the peripheral blood of the patient’s HLA-identical mother and calculated for a
target number of CD3" T cells (from 1x10%kg CD3* to max 1x107/kg CD3" cells; white
triangles) and peripheral stem cell donations (2x107/kg CD34™ plus 2x107/kg CD3" cells; black
triangles); plasma concentration of CMV nucleic acid (copies/mL plasma; dotted line, left y-
axis); chimerism of maternal CD3" T cells is plotted as absolute number (per pl, solid line, left y-
axis) and as proportion (%, grey shaded area, right y-axis) (B) Pedigree tree of the patient’s
family. (C) Electropherogram of Sanger sequencing depicting the homozygous c.343G>A
mutation in WIP in the patient. (D) 2D structure of WIP showing its known domains (in colors),
its interactors (name referred above) and the identified mutation. (E) Western blot analysis of
WIP and WASP in lysates of B-EBV cells from 2 healthy donors, the WIP patient and a WAS

patient. Data were confirmed in 3 independent experiments.

Figure 2. Phenotyping of the patient PMBCs. Frozen PBMCs from a healthy donor and the
patient were thawn and immediately phenotyped using different antibody panels: (A) CD4, CDS;
(B) CD45RA, CCR7, (C) CD31, CD45RA; (D) CD19, CD3; (E) CD27, IgD.

Figure 3. Chemokine-evoked actin polarization and migration in WIP-deficient T cells. A

transwell assay was performed with 5x10% T cells in response to CCL19 (A), or CXCLI2 (B)

used at the indicated concentrations. In parallel, the expression of the corresponding chemokine
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receptors, respectively CCR7 and CXCR4, was assessed. Histograms correspond to the mean +/-
SD of triplicate values. Data represent one representative experiment out of three performed.
*P<0.05, ¥**P<0.01, ***P<0.001 (Student’s t-test). (C) T cells were stimulated during 15 minutes
with CCL19. Representative pictures of one control and one patient T cell, without stimulation or
atter CCL19 stimulation. (D) Intensity profiles of actin and WIP staining along the major cell

axis.,

Figure 4. Role of WIP in sustaining B lymphocyte directional motility. (A) Western blot
analysis of WIP and WASP expression in JY cells, either untransduced, transduced with a
scramble shRNA or a shRNA targeting WIPFI (left panels); Western blot analysis of WIP
expression in B-EBV cells from the patient transduced with a mCherry-WIP encoding lentiviral
vector (right panels). (B) Thirty-minute trajectories of the wildtype or shWIP JY cells, or EBV-
transformed B cells from the patient untransduced or transduced with the mCherry-WIP encoding
lentiviral vector upon exposure to a CCL19 gradient. (C) Motility parameters included velocity,
directional persistence and forward migration index (FMI). They were extracted from the
trajectory records of the indicated cells using the Ibidi chemotaxis tool. Data represent one
representative experiment out of 2 performed. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (Student’s t-test).
(D) Time-lapse video recording of the LifeAct-GFP expressing J'Y wt or shWIP cells exposed or

not to a CCL19 gradient.

Figure 5. Cytotoxic activity of WIP-deficient CD8" T Ilymphocytes. (A) Perforin
quantification in patient CD8" T cells. (B) Evaluation of surface LAMP-1 expression on the

patient CD8" T cells, in presence of P815 target cells coated with different concentration of

26

-223 -



570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

PFAJFER et al. WIP CONTROLS HUMAN LYMPHOCYTE ARCHITECTURE

OKT3. (C) Assessment of CD8' T-cell cytotoxic activity by cvaluation of the residual alive P§15

target cells after 4 or 24 h.

Figure 6. Morphology and immunological synapse in WIP-deficient CD8" T Iymphocytes.
(A) Representative picture of the conjugates formation of control CD8” T cells or patient CD8™ T
cells forming conjugates with P8135 cells coated or not with 10 pug of OKT3. Fixed conjugates
were stained for F-actin, WIP and DAPI. (B) Quantification of the proportion of CD8™ T cells
engaged in conjugates with target cells coated or not with 10 pg of OKT3. (C) Length of the

synapse formed between CD8" T cells and target cells under the indicated conditions.

Figure 7. Actin meshwork ultrastructure in WIP-deficient CD8" T lymphocytes. (A)
Reconstructed STM images of control and patient CD8' T cells coated on poly-L-lysine (PLL) or
ICAM-1/oCD3. Staining for F-actin and WIP is shown. (B) Regions-of-interest were selected in
the representative cells to visualize more precisely actin meshwork architecture and WIP
distribution. The lower panels represent the coherency analysis obtained with the Orientation]
plugin from Imagel that depicts the propensity of fibers to follow one main direction in the
considered region-of-interest. The quantification of actin fiber coherency shown on the right

corresponds to the analysis of 20 regions-of-interest per condition.

Table 1. Immunological data of the WIP-deficient patient,

Nd: not determined.
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Supplemental Data

Supplemental methods

Patient and cell lines

The studies including immunologic diagnostic procedures and genetic analyses were
performed in accordance with guidelines of good clinical practice, the current version of the
Declaration of Helsinki, with written informed consent from the patient’s legal
representatives, and with approval from the appropriate Institutional Review Boards of
Medical Universities of Graz and Vienna. Routine clinical data were obtained by retrospective
chart review.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from the WIP patient and healthy donors were
isolated by Ficoll gradient. T cells were obtained by stimulation of the PBMCs with irradiated
PBMCs and EBV-immortalized B cells (B-EBV, JY cells), IL-2 (100 U/mL) and IL-15 (5
ng/mL) in RMPI medium containing 5% human serum. A B-EBV line was generated from the
patient following PBMC infection with EBV particles. The WASP-deficient B-EBV line was
derived from the WAS2 patient described previously®®. WIP expression knock-down was
obtained by transducing JY cells with a WIPFI! shRNA-encoding lentiviral vector (Sigma
Aldrich) followed by puromycin selection. The B-EBV cells from the patient and a healthy
donor were transduced with a lentiviral vector encoding Lifeact-GFP (Ibidi) to visualize actin

dynamics or encoding mCherry-WIP to rescue WIP expression®.

Targeted Exome Sequencing

Genomic DNA of patient was enriched using HaloPlex Target Enrichment System (Agilent
Technologies Inc.) as previously described®®”. Exome sequencing was performed on
[lumina HiSeq2000 (Illumina Inc.) Sequencer running on HiSeq Control Software (HCS)

1.4.8, Real time Analysis Software (RTA) 1.12.4.2. Variants with a minor allele frequency of
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more than 0.01 were excluded and lists were further filtered for rare variants within the exons
of the targeted genes. Primers of candidate variants were designed for PCR amplification and

capillary sequencing, as previously described®!.

Lentiviral vectors

Lentiviral vectors were produced in HEK293T cells by co-transfecting the mCherry-WIP
transfer vector®, the envelope plasmid pMD.2G and the packaging plasmid pCMVR8.91, as
previously described™. Lentiviral particles were harvested 48 and 72 h post transfection,
filtered and stored at -80 °C until use. B-EBV cells were spinocculated with a 1/5 dilution of

the virus stock in the presence of polybrene.

Immuno phenotyping

The following antibodies were used to stain PBMCs: CD3-APC-H7, CD4-BV603, CDS-
FITC, CD45RA-AF700, CD27-V450, CCR7-CF594, CD95-PeCy7, CD244-PE, CDI19-
PerCPCy5.5, 1gD-FITC, CD27-V450, CD21-PE, CD38-PE-Cy7, IgM-APC, TCRv11-FITC,
TCRv24-PE-Cy7, CD4-PE, CD8-V450, CD45RA-AF700, CCR7-BV421, CXCR4-PE-Cy5,

CD31-APC from BD Biosciences and Beckman Coulter.

Western blotting

B-EBV cell lysates were prepared using RIPA buffer, loaded on a 10% SDS-PAGE and
transferred onto a polyvinylidene fluoride membrane. Proteins were detected using rabbit
polyclonal anti-WIP antibody (H-224, 1/2000 dilution, Santa Cruz Biotechnology), rabbit
polyclonal anti-WASP antibody (H-250, 1/2000 dilution, Santa Cruz Biotechnology), mouse
monoclonal anti-WIP antibody (1G5, provided by Inés M. Antdn, 1/1000 dilution) and mouse

monoclonal anti-GAPDH antibody (1/2000 dilution, Santa Cruz Biotechnology). HRP-
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coupled secondary antibodies were used at a dilution 1/30000 and developed with an ECL

Kit.

Motility assay

For transwell assays, T cells were resuspended in RPMI 0.5% BSA medium and 5x10* cells
were deposited on the filters of 5- um pore size 96-well transwell plates (Corning). CCL19 or
CXCL12 (Peprotech) were added at the indicated concentrations to the lower chamber. After
4 h of incubation at 37°C, the transmigrating cells were collected, transferred into a U-bottom
96-well plate and counted with a Fortessa cytometer equipped with a plate sampler (BD
Biosciences). The proportion of migrating cells was normalized to the initial input.

For real-time recoding of chemotaxis, the central channel of collagen coated chemotaxis 3D
p-slides (IBIDI) were seeded with JY cells in RPMI 0.5% BSA medium. CCL19 was added
in one of the 2 reservoirs to establish a 0 to 100 ng/mL gradient over the central channel A

Zeiss LSM780 confocal microscope was used to record cells within the central channel

Proteasome inhibitors treatment

EBV-transformed B cells from a normal donor or the WIP patient were harvested and
resuspended at 1x10% cells/mL in RMPI 10% FCS. The solutions containing the proteasome
inhibitors Bortezomib, Carfilzomib, MG132 or Ixazomib were prepared at 2X concentration
in RPMI 10% FCS. In a 24-well plate, 500 pL of the cell suspensions were loaded together
with 500 pL of the 2X proteasome inhibitor solutions. After incubation for 8 h at 37°C, the

cells were harvested to analyze WASP expression by Western blotting.
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Cytotoxicity assay

GFP-expressing P815 cells were preloaded with different concentrations of anti-CD3
monoclonal antihody (OKT3 clone, eBioscience) and pretreated with 0.2 pg/ml aphidicolin
(Sigma Aldrich) to prevent their proliferation. Purified CD8 " T cells (MagniSort Human CDS’
T-cell Enrichment Kit, eBioscience) were incubated for 4 or 24 h with P815 cells at different
ratios in a U-bottom 96-well plate. 7-AAD (BD pharmingen) was added to the cell
suspensions prior to analysis on a Fortessa cytometer equipped with a plate sampler (BD

Biosciences) to count absolute numbers of residual alive P815 cells.

Microscopy

For confocal microscopy, T cells were resuspended in RPMI 0.5% BSA, containing 100
pug/mL CCL19 and transferred onto poly-L-lysine coated slides. After 10 min of incubation at
37°C, T cells were fixed with 3% PFA and stained with Phalloidin-AF546 (Life Technology)
and WIP rabbit polyclonal antibody (H-224, 1/100 dilution, Santa Cruz Biotechnology) in
permeabilization buffer (eBioscience). Zenon a-rabbit AF488 1gG (1/200 dilution, Life
Technology) was used to reveal the WIP staining. Shdes were imaged with a Zeiss LSM700
confocal microscope and analyzed with the Tmage] software.

For structured illumination microscopy (SIM), CD8" T cells were seeded on 1.5H coverslips
precoated with poly-L-lysine or a combination of 4 pg/ml recombinant ICAM-1/Fc chimera
(R&D Systems) and 10 pg/ml OKT3. Cells were fixed with 4% PFA and stained in
permeabilization buffer with Phalloidin-AF546 (1/40 dilution) and WIP rabbit polyclonal
antibody (H-224, 1/100 dilution, Santa Cruz Biotechnology), followed by AF488-labelled -
rabbit antibody (dilution 1/200, Life Technology). Coverslips were mounted in Vectashield
H-1000 (Vector lab). 3D-SIM images were acquired with a Zeiss Elyra PS1 SR-SIM

equipped with a Plan-Apo 63x/1.40NA oil DIC immersion objective using a sCMOS camera
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(Hamamatsu) and a 1.60x tube lens. We applied 488 nm and 561 nm laser excitations, using
respectively 28 pm and 32 pum optical grids that were rotated to three pre-aligned angles and
translated to five positions. Z-stack acquisitions were implemented with a step of 110 nm to
cover a maximum of 10-um depth. The lateral pixel size was 65 nm in the acquired images
and 32 nm in the reconstructed images. The 3D-SIM images were reconstructed with the
Zeiss ZEN software and further verified with SIMcheck (Image J, plugin). Actin meshwork
organization was analyzed with the coherency parameter from the OrientationJ plugin of

[magel.
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Organisation spatiale de LFA-1 a la synapse immunologique des lymphocytes T cytotoxiques : approches
de microscopie de super-résolution.

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) est une intégrine centrale dans la fonction cytotoxique des lymphocytes
T CD8" car elle permet la formation de la synapse immunologique avec les cellules cibles. La régulation de cette interaction
cellulaire est controlée par la qualité de ’engagement de LFA-1 avec son ligand ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1).
Un support clef au contrdle spatio-temporel de I’activation de LFA-1 est le cytosquelette d’actine cortical dans lequel est ancré
LFA-1 par son domaine intracellulaire. Comment LFA-1 est organisée a la synapse immunologique et comment la coordination
entre LFA-1 et cytosquelette d’actine s’opére de maniére précise au sein des lymphocytes T CD8* cytotoxiques sont des
questions non résolues. Le but de ce projet de these est d’étudier 1’organisation précise de la distribution de LFA-1 a la synapse
immunologique en relation avec I’actine corticale sous-jacente au contact entre lymphocytes T cytotoxiques et les cellules
présentatrices d’antigénes. Pour ce faire, des approches de microscopies de super-résolution SIM (Structured Illumination
Microscopy), dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) et TIRF (Total Internal Reflexion Fluorescence
microscopy) ont été développées. Elles ont été appliquées a des lymphocytes T humains non transformés dérivés de controles
sains et de patients atteints d’une immunodéficience congénitale, le Syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), caractérisé par un
défaut de remodelage du cytosquelette d’actine a la synapse immunologique. L’emploi de 1’approche de dSTORM en mode
TIRF nous a permis de révéler que dans sa conformation activée, LFA-1 forme a la synapse une ceinture radiale composée de
centaines de nano-clusters. L’intégrité du cytosquelette d’actine et notamment la protéine WASP s’avérent importantes pour la
formation de la ceinture de nano-clusters de LFA-1, comme le montre le défaut de formation de cette ceinture dans les
lymphocytes de patients WAS. L’approche de SIM multi-couleur nous a permis de révéler le role de la ceinture de LFA-1 dans
le confinement des granules lytiques. Par comparaison de marquages avec des anticorps spécifiques de différentes
conformations de LFA-1, notre travail montre également que I’activation de LFA-1 s’opére de maniére digitale, dans le sens
ou les nano-clusters fonctionnent comme des unités au sein desquelles ’activation de LFA-1 suit une loi du tout ou rien. En
conclusion, ce travail de thése démontre 1’intérét des approches de microscopie de super-résolution pour révéler des
mécanismes clefs de ’activation des lymphocytes T et pour appréhender la nature des défauts a 1’origine de déréglements
pathologiques de la fonction de ces cellules.

Mots clés: molécules d’adhésion, cytosquelette d’actine, microscopie de super-résolution, LFA-1, synapse immunologique
Discipline: Immunologie
_________________________________________________________________________________|

Spatial organization of LFA-1 at the immunological synapse of cytotoxic T lymphocytes: super-resolution
microscopy approaches.

LFA-1 (Lymphocyte Function Associated antigen-1) is a central integrin in the function of cytotoxic CD8" T lymphocytes
since it allows the formation of the immunological synapse with target cells. The regulation of this cellular interaction is
controlled by the quality of the engagement of LFA-1 with its ligand, ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1). A key
support for the spatio-temporal control of LFA-1 activation is the cortical actin cytoskeleton in which LFA-1 is anchored by
its intracellular domain. How LFA-1 is organized at the immunological synapse and how the coordination between LFA-1 and
actin cytoskeleton operates accurately within cytotoxic CD8* T lymphocytes are unresolved issues. The aim of this thesis
project is to study the precise organization of the LFA-1 distribution at the immunological synapse in relation to the cortical
actin underlying the contact between cytotoxic T lymphocytes and target cells. For this purpose, super-resolution microscopy
approaches, including SIM (Structured Illumination Microscopy), dSTORM (direct STochastic Optical Reconstruction
Microscopy) and TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence microscopy) were developed. They were applied to
untransformed human T lymphocytes derived from healthy donors and patients with a congenital immunodeficiency, the
Wiskott-Aldrich Syndrome (WAS), characterized by actin cytoskeleton remodeling defects at the synapse. The use of the
dSTORM approach revealed that activated LFA-1 forms a radial belt composed of hundreds of nanoclusters. The assembly of
this belt depends on the integrity of the actin cytoskeleton, as shown by the impairment of this structure in the T lymphocytes
derived from the WAS patients. The multi-color SIM approach allowed us to investigate the role of the LFA-1 belt in the
confinement of lytic granules. Furthermore, the combination of staining with antibodies specific of LFA-1 conformation states
shows that LFA-1 activation is a digital process, whereby nanoclusters operate as units in which LFA-1 activation follows an
on / off rule. In conclusion, this PhD work exemplifies the great asset of super-resolution microscopy approaches to reveal key
activation mechanisms in T lymphocytes and explore the nature of the defects causing pathological dysregulation of the
function of these cells.

Key words: Adhesion molecules, actin cytoskeleton, super-resolution microscopy, LFA-1, immunological synapse

Discipline: Immunology



