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pour la thérapie cellulaire Ovasave®.

Figure 14. Modele de lyse multiple impliquant plusieurs synapses lytiques avec la re-

polarisation séquentielle des granules lytiques pour chagque synapses.

Figure 15. Modeéle de réflexion sur le role de WASP a la synapse lytique.
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Tableau 1. Récapitulatif des pourcentages de chacune de populations immunitaires ayant une

capacité cytotoxique.
Tableau 2. Récapitulatif des principales protéines composant les granules lytiques.

Tableau 3. Essais cliniques de thérapie cellulaires a base de Treg terminés.
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Résumé

Exploration fonctionnelle de I'activité cytotoxique de lymphocytes T humains en
contexte de pathologie et de thérapie

Plusieurs populations de cellules immunitaires possédent une activité cytotoxique permettant
I’élimination de cellules altérées. Cette fonction cellulaire est ainsi déterminante dans le
contréle des infections, des processus tumoraux, ou encore des maladies inflammatoires
chroniques.

Mon projet de thése se concentre sur des aspects fondamentaux de I'activité lytique de deux
populations de lymphocytes T cytotoxiques : les lymphocytes T CD8* et les lymphocytes T CD4*
régulateurs de type 1. Pour cela, I'exploration des mécanismes de cette activité a été conduite
au travers de deux modeles, pathologique et thérapeutique, a différentes échelles
biologiques : au niveau de la population ou de la cellule individuelle, mais aussi différentes
échelles d’organisations moléculaires : cellulaire et nanoscopique.

Nous avons pu démontrer que I’activité de lyse de lymphocytes T CD8* cytotoxiques face a un
exces de cellules cibles est efficace sur des temps prolongés, reposant sur une capacité
individuelle fortement hétérogene a effectuer une lyse multiple. L'importance de cette
activité de lyse soutenue a été renforcée par lidentification d'un défaut lytique
particulierement prononcé sur le long-terme chez des lymphocytes T CD8* issus de patients
atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. Ce défaut est lié a une activation réduite de
I'intégrine LFA-1 et un délai dans la délivrance du coup létal. De plus, la protéine WASP permet
de restreindre LFA-1 de haute-affinité en nanoclusters denses ainsi que de permettre
I'organisation en un ring de LFA-1 et la localisation des granules lytiques a I'intérieur de celui-
ci.

Par ailleurs, les lymphocytes T CD4* régulateurs de type 1 développés dans le cadre d’une
thérapie cellulaire (Ovasave®) démontrent une capacité de lyse envers les cellules myéloides,
en complément d’une activité immunosuppressive sur les lymphocytes T conventionnels.
Cette activité est mise en place sur du long-terme, jusqu’a atteindre une efficacité optimale,
lié a un délai dans la délivrance du coup létal. De maniére surprenante, malgré une spécificité
pour I'ovalbumine, I'activité cytotoxique semble étre indépendante de I’activation du TCR. En
outre, la lyse est granzyme-dépendante mais perforine-indépendante. Ainsi ces lymphocytes
T thérapeutiques manifestent une activité cytotoxique alternative.

Pour conclure, mon projet de thése a permis de caractériser une activité de lyse soutenue
basée sur une capacité individuelle hétérogene. Cette habilité a soutenir une lyse sur du long-
terme implique une stabilité de la synapse, ou WASP joue notamment un role clé pour
I'activation et l'organisation de LFA-1. Les lymphocytes T régulateurs thérapeutiques
démontrent aussi une activité de lyse soutenue, cependant les acteurs moléculaires sont non
conventionnels. De maniere générale, une activité de lyse soutenue permettrait de calibrer
une réponse cytotoxique prolongée en rapport a la taille de la population cible, ainsi que le
partage avec d’autres fonctions cellulaires comme la sécrétion de cytokines.

Mots-clefs : Activité cytotoxique, lymphocytes T CD8*, lymphocytes T régulateurs, syndrome
de Wiskott-Aldrich, Thérapie cellulaire.
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Abstract

Functional exploration of the cytotoxic activity of human T lymphocytes in the
context of pathology and therapy

During different pathological conditions such as infections, tumoral processes or chronic
inflammation diseases, altered cells are eliminated through a cytotoxic activity mediated by
several immune cell populations. This cellular function is therefore crucial for carrying out the
action of the immune system.

My thesis project focuses on fundamental aspects of the lytic activity of two cytotoxic
lymphocyte populations: CD8* T cells and type-1 CD4* regulatory T cells. To explore the
mechanisms of this activity, this study has been driven on two cases, pathological and
therapeutic models, at the population and single-cell levels and also at the cellular and
nanoscopic scales of the molecular organisation.

We have been able to demonstrate that the CD8* T cell lysis activity against an excess of target
cells is effective over prolonged periods, relying on a highly heterogeneous individual capacity
to perform multiple lysis. The importance of this sustained cytotoxic activity was reinforced
by the identification of a lytic defect, particularly pronounced on a long time period, of CD8*
T cells from Wiskott-Aldrich syndrome patients. This defect is related to a reduced activation
of the LFA-1 integrin and delay in the lethal hit delivery. In addition, the WASP protein allows
to restrict high affinity LFA-1 to dense nanoclusters as well as the assembly of LFA-1 ring and
the localization of the lytic granules inside this ring. Moreover, type-1 CD4* regulatory T cells
from a cellular therapy (Ovasave®) demonstrated a cytotoxic activity toward myeloid cells,
additionally to an immunosuppressive activity on conventional T cells. This activity is
implemented over long time periods, until reaching optimal efficiency, and is related to a delay
in the lethal hit delivery. Surprisingly, despite a specificity for ovalbumin, the cytotoxic activity
measured in absence of the antigen suggests a TCR independence. In addition, lysis is not
mediated by perforin but is exclusively granzyme-dependent. Thus, these therapeutic T cells
exhibit an alternative cytotoxic activity.

To conclude, my thesis project permits to characterize a sustained lysis activity relying on a
heterogeneous individual capacity. This ability to sustain a lytic activity involves stability of the
synapse, where WASP plays a key role towards the activation and organization of LFA-1. The
therapeutic regulatory T lymphocytes also demonstrated a sustained cytotoxic activity,
however the molecular actors are unconventional. On the whole, sustained lytic activity would
be key to the calibration of cytotoxic responses in relation to the size of the target population,
as well as sharing with other cellular functions such as cytokine secretion.

Key words: Cytotoxic activity, CD8* T cells, Regulatory T cells, Wiskott-Aldrich syndrome,
Cellular therapy.
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Avant-propos

Lorsque j’ai commencé a étudier 'immunologie, j’ai eu un coup de cceur pour les cellules
« Natural killer » (NK), pour leur capacité a effectuer le « kiss of death ». J'ai alors été
fortement attirée par la fonction cytotoxique : par la précision des cellules tueuses pour
reconnaitre leurs cibles et ensuite I'action de tuer par délivrance du coup létal. Au fur et a
mesure des cours, une multitude de types cellulaires ayant cette capacité cytotoxique s’est
ouverte a moi. Parmi ces populations j’ai choisi de commencer par les lymphocytes T CD8*
cytotoxiques, qui pour moi représentent une armée importante dédiée a I’élimination efficace
des cellules transformées de I'organisme. C’est pourquoi j’ai choisi de faire mon stage de M2R
dans I'équipe du Professeur Salvatore Valitutti, expert de la synapse lytique, afin d’en savoir
plus sur les mécanismes de cette fonction cytotoxique. Ainsi, sous la responsabilité de Loic
Dupré et avec l'aide de Zilton Vasconcelos, jai pu faire mes premiers pas dans la
caractérisation d’un aspect fondamental de [I'activité lytique de lymphocytes T CD8*
cytotoxiques : quantifier la participation de chaque cellule individuelle a I'activité de lyse
globale. Ensuite pour la construction de mon projet de these, j'ai décidé d’appliquer mon
nouveau savoir-faire dans deux contextes : pathologique avec le syndrome de Wiskott-Aldrich
et thérapeutique au travers d’une collaboration avec I'entreprise TxCell. Pour I'application
dans le contexte pathologique, j’ai collaboré avec Raissa Houmadi, dont I'expertise porte sur
les techniques de microscopie de super-résolution. Nous avons ainsi pu appréhender I'impact
de la déficience en WASP a différentes échelles biologiques: a la fois au niveau de la
population sur deux échelles de temps (court et long), mais aussi au niveau cellulaire et
nanoscopique. Enfin, pour I'application au contexte thérapeutique, j’ai eu 'opportunité de
collaborer avec Nathalie Belmonte et Julie Gertner-Dardenne de I'entreprise TxCell. Cette
derniere développe différentes plateformes d’immunothérapies cellulaires a base de
lymphocytes T régulateurs pour le traitement de maladies inflammatoires auto-immunes,
ainsi que les troubles inflammatoires liés a la transplantation. Leur produit thérapeutique le
plus avancé, Ovasave®, est développé pour traiter des patients atteints de la maladie de Crohn
et a brillamment passé la premiére phase clinique chez 'Homme. Ce fut alors un nouveau
challenge que de décortiquer le mécanisme de I'activité cytotoxique de ces cellules

thérapeutiques.
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Ainsi, dans les prochaines pages, je souhaite apporter une vue d’ensemble du systeme
immunitaire en mettant I'accent sur la multiplicité des acteurs cellulaires ayant une capacité
lytique et les multiples réles que celle-ci implique. Ensuite je rentrerai plus en détails sur le
défaut de lyse des cellules provenant de patients WAS, et enfin sur la thérapie cellulaire

Ovasave® et le mécanisme de lyse potentiel de ces cellules régulatrices thérapeutiques.
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. Le systeme immunitaire et son arme de défense massive : I'activité cytotoxique

La toute premiere ligne de défense contre les agents extérieurs est composée de barrieres
tissulaires physiques comme la peau. En cas d’échec de celle-ci, I'organisme animal a

développé au cours du temps un systeme de défense efficace : le systeme immunitaire.

[.1. Vue générale du systeme immunitaire et présentation des acteurs cellulaires aux

capacités cytotoxiques

Le systtme immunitaire de 'Homme est composé d’'un réseau complexe d’organes
lymphoides, tissus, cellules, facteurs humoraux et cytokines qui ont évolué simultanément
avec notre environnement afin de permettre de nous défendre contre les agents
pathogéniques. Dans son role protecteur, la surveillance de notre corps I'améne aussi a
détecter et éliminer les cellules cancéreuses. D’autre part, il joue aussi un réle majeur dans
I'initiation de processus de réparation tissulaire pour le maintien de I’homéostasie, ainsi que

la symbiose avec des micro-organismes bénéfiques constituant le microbiote.

Depuis des décennies, la communauté d’'immunologistes a classifié le systeme immunitaire en
deux parties: I'immunité «innée » et I'immunité « adaptative ». Cette classification est
justifiée a la fois par le type de cellules engagées dans chacune d’elle mais aussi par la rapidité,
la spécificité, la durée et les fonctions effectrices impliquées dans la mise en place de la
réponse immunitaire (figure 1). Cependant, cette dichotomie entre immunité innée et
adaptative tend a s"amenuiser au fur et a mesure de la recherche actuelle montrant que ces
deux pans de I'immunité sont étroitement interconnectés, par un dialogue important et une
forte complémentarité. En outre, de plus en plus de cellules immunitaires se trouvent a

I'interface entre immunités innée et adaptative.
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Figure 1. Le systéme immunitaire inné et adaptatif.

L'immunité innée est une réaction quasi-immédiate aprés une reconnaissance dite non-
spécifique permettant ainsi une réponse face a une grande variété de microorganismes
différents. De nombreux acteurs cellulaires sont engagés lors de cette réponse. Parmi ces
cellules, on retrouve des cellules résidentes des tissus comme les macrophages ou les
mastocytes, mais aussi les neutrophiles, les monocytes, les cellules dendritiques, les
basophiles, les éosinophiles, et les cellules NK. Plus récemment, de nouvelles populations
lymphoides innées ont été caractérisées et nommées ILC comportant 3 sous catégories (ILC1,
ILC2 et ILC3). Ensemble, elles constituent la premiere ligne de défense cellulaire en
déclenchant I'attaque initiale et appellent en renfort les cellules de I'immunité adaptative

pour « terminer le travail ».

A l'opposé, 'immunité adaptative demande une mise en place plus longue permettant
d’identifier les cellules spécifiques du pathogene, avec la capacité de garder en mémoire les
pathogenes rencontrés. Cette réponse immunitaire adaptative est conduite par les
lymphocytes T et les lymphocytes B. De ce fait, cette réponse est composée d’une réponse
cellulaire par I'action des lymphocytes T coordonnant I'action des cellules immunitaires et
éliminant les cellules infectées ou tumorales, et d’'une réponse humorale basée sur les
immunoglobulines produites par les cellules plasmatiques. La mise en place de cette immunité
adaptative est dépendante de I'immunité innée. En effet, des cellules présentatrices de

I'antigéne (APC) compétentes, les cellules dendritiques, vont migrer vers les organes
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lymphoides afin de rencontrer les lymphocytes T et activer ceux étant spécifiques des

antigénes présentés. Grace aux réarrangements génétiques advenus lors de leur
développement, la plupart des lymphocytes T af possédent un récepteur T (TCR) unique,
correspondant a un antigéne spécifique. De plus, ces lymphocytes T sont caractérisés a la fois
par I'expression du marquage de lignage CD3 avec CD4 ou CD8, récepteurs intimement liés a
la reconnaissance de la cible. Les lymphocytes T représentent une grande famille de sous-
populations incluant les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, les lymphocytes T CD4+ auxiliaires
conventionnels (Thl, Th2 et Th17), les lymphocytes T folliculaires (Tfh) et un groupe
hétérogéne de lymphocytes T régulateurs (Treg) (figure 2). Cependant, d’autres sous-
populations de lymphocytes T existent ayant une diversité de répertoire du TCR plus réduit :
les lymphocytes Tyd et les NKT. Toutefois, ces populations cellulaires T se situent a I'interface

entre les immunités innée et adaptative.
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Figure 2. Représentation schématique de I'activation et différenciation des lymphocytes T en

réponse a I'activation d’'une APC. La reconnaissance de complexes peptide/CMH en combinaison avec les

signaux costimulateurs et les cytokines produites par I’APC, entraine la stimulation du TCR et ainsi I'activation et

la différenciation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ naifs. Concernant les T CD4+, le choix du lignage effecteur
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conventionnel (Th1, Th2, Th17 et Tfh) ou régulateur se fait selon le contexte cytokinique. Les cellules effectrices
subissent ensuite une expansion clonale pour assurer la défense de I'organisme. Adaptée de la thése de Julie De

Meester, 2011.

Par ailleurs, un des points communs entre ces deux catégories d’'immunité est la fonction
cytotoxique qu’arborent plusieurs populations de cellules immunitaires (Figure 3). Les acteurs
cytotoxiques principalement décrits dans la littérature sont les cellules NK et les lymphocytes
T CD8+, mais les lymphocytes Tyd et NKT possedent aussi une activité lytique. De plus,
I'activité suppressive des Treg sur les T conventionnels peut, parmi une multitude de
mécanismes identifiés, étre effectuée de maniere indirecte via I’élimination de I’APC par lyse.
Enfin, de nouvelles sous-populations de cellules cytotoxiques ont récemment été

caractérisées parmi les lymphocytes T CD4+ : les CD4 CTL.

I.1.a Les principaux acteurs :

Malgré une fonction cytotoxique commune, les cellules NK et les lymphocytes T CD8* sont des
populations cellulaires bien différentes I'une de I'autre, permettant probablement une

complémentarité de leur efficacité face au danger.

Premierement, les cellules NK ont été caractérisées depuis des décennies comme étant des
cellules lymphocytaires non T et non B ayant une cytotoxicité naturelle envers des cellules
tumorales?3. Cellules effectrices de I'immunité innée, elles n’ont pas besoin d’activation
préalable pour assurer leurs fonctions et remplissent ainsi un réle important dans I'immuno-
surveillance contre les infections virales et les processus tumoraux. Elles n’expriment pas de
récepteurs spécifiques de I'antigéne, en revanche elles possedent un large éventail de
récepteurs activateurs et inhibiteurs qui ont pour fonction de différencier le « soi » du « non-
soi » (ou soi altéré). L'intégration de tous ces signaux regus a travers ses récepteurs détermine
la réponse des cellules NK*. Parmi les signaux activateurs, la perte de I’expression du CMH de
classe | est un signal fort ainsi que I'activation synergique de NKG2D et DNAM-1°. De plus, les
cellules NK sont capables d’effectuer une cytotoxicité anticorps-dépendante (ADCC) grace a
un récepteur de la partie constante des anticorps (FcyR), comme CD16 (FcyRlll), reconnaissant
les anticorps liés aux antigénes de la cellule cible®”. L'importance de I'activité de lyse des
cellules NK sera notamment abordée plus loin dans ce chapitre (les multiples réles de I'activité

cytotoxiques) ainsi que le chapitre Il (le syndrome de Wiskott-Aldrich).
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Au contraire des cellules NK, les lymphocytes T CD8* expriment un grand répertoire de TCR
spécifiques d’antigenes mais ceux-ci n‘ont pas de potentiel lytique au stade naif, ils
I'acquierent apres activation lors de la reconnaissance de peptides présentés par une APC via
le CMH de classe I. Ceux ayant effectué cette reconnaissance spécifique vont alors subir une
forte expansion clonale afin de former une armée de cellules effectrices. Au cours de ce
processus, I'expression des molécules lytiques, comme la perforine et le granzyme B ainsi que
FasL, augmente afin d’obtenir des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) armés. Pour plus de
détails sur I'activation et la différenciation des lymphocytes T CD8* en CTL, je vous invite a lire

le chapitre Il de ce manuscrit. Les mécanismes effecteurs de ces CTL y seront aussi précisés.

La comparaison de ces deux populations cytotoxiques au sein d’'une méme étude a été réalisée
par I’équipe de Bousso. lls ont démontré une différence dans la dynamique de migration dans
la tumeur et dans le temps de contact avec les cibles, avec les CTL qui diminuent leur vélocité
lorsqu’ils entrent dans la région tumorale et effectuent des contacts plus long avec leurs cibles,
comparés aux cellules NK&. Par ailleurs, le contenu en molécules lytiques, granzymes et
perforine, est trés similaire mais avec une quantité plus importante de granulysine est
exprimée par les cellules NK°. Ainsi, par leur différence de mécanismes de reconnaissance, ces
deux populations lytiques peuvent éliminer une grande variété de cibles et suggérent une

complémentarité de fonction de ces cellules.

I.1.b Les acteurs moins populaires :

Cependant, méme si les CTL et les cellules NK ont été les premiers a étre identifiés comme
cellules dont la fonction principale est la cytotoxicité, d’autres populations cellulaires
possédant cette activité ont été caractérisées et peuvent complémenter I’élimination des

cellules altérées de I'organisme telles que les cellules T yb et les cellules iNKT.

Les lymphocytes T y6 ont été nommés ainsi du fait de la composition de leur TCR par les
chaines y et 6. Cette population représente 1 a 10% des lymphocytes T circulants et est
abondamment présente au niveau des tissus comme la peau ou la muqueuse intestinale.
Contrairement aux lymphocytes T af, les T y6 sont capables d’initier rapidement la réponse
immunitaire sans passer par des phases d’expansion clonale ou de différenciation’®. D’un
autre co6té, ces cellules subissent aussi un réarrangement du TCR, avec un répertoire plus

limité pour la chaine y!, et une mémoire immunologique comme lors d’une réponse
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immunitaire adaptative!?13. Ces cellules sont qualifiées de non conventionnelles car elles
reconnaissent des antigenes sous forme native, phosphorylés ou des lipides, et sans restriction
aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)*6. Leurs mécanismes
effecteurs sont similaires aux lymphocytes T aff avec une capacité a éliminer les cellules
infectées par des récepteurs de la mort (ex Fas/FasL) ou via le couple de molécules lytiques
granzyme B/perforine ou encore via la production de cytokines. En revanche, par une
reconnaissance d’antigenes généralement non vus par les lymphocytes T af, les lymphocytes

T y& jouent un réle non redondant dans I'immunosurveillance des tissus.

D’autre part, les cellules iNKT, signifiant cellules NKT « invariantes », représentent une
population particuliere de lymphocytes T issus du thymus qui expriment a la fois des
marqueurs de cellules NK avec un TCR semi-invariant (une chaine a strictement conservée
combinée avec un nombre limité de chaines B). Ces cellules agissent comme des sentinelles
immunitaires reconnaissant des antigenes lipidiques présentés par CD1d (une molécule
similaire au CMH de classe 1)178, Les iNKT sont rapidement activés lors d’une infection et
orchestrent a la fois le systeme immunitaire inné et adaptatif par leur production cytokinique.
Elles jouent un réle clef dans le contréle de linfection et I'immuno-surveillance anti-
tumorale!®29, Enfin, elles sont aussi impliquées dans la protection contre certaines maladies

auto-immunes?!.

Par ailleurs, n’oublions pas les lymphocytes T régulateurs (Treg) ayant un réle primordial pour
le maintien de la tolérance périphérique. lls ont été caractérisés chez I’'Homme comme des
lymphocytes T CD4* exprimant constitutivement et fortement la chaine alpha du récepteur a
I'interleukine 2, CD2522. Suite a leur identification, ils ont été amplement étudiés permettant
I'identification du facteur de transcription Foxp3 caractéristique de cette population et clef
dans leur fonction suppressive?3. Cette fonction suppressive se révéle étre médiée par
différents mécanismes d’actions. Quatre grands modes d’action sont possibles avec (i) les
cytokines immunosuppressives (comme I'IL-10), (ii) la perturbation métabolique (comme la
production d’adénosine via les ectoenzymes CD39/CD73), (iii) I'immunosuppression directe
de la maturation et fonction des cellules présentatrices de I'antigéne (via CTLA-4 par exemple),
ou encore (iv) la cytolyse directe afin d’éliminer des APC, mais aussi des lymphocytes T
effecteurs?®. Cette derniére est possible grace aux molécules lytiques granzyme B et perforine.

En revanche, la reconnaissance pour I'induction de cette lyse par les molécules lytiques n’est
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pas claire (en lien avec la figure 3), pour les APC, cela pourrait étre médié par une
reconnaissance via le TCR et le complexe peptide-CMH, mais il a aussi été démontré que la

lyse peut étre déclenchée par les récepteurs Trail>> ou DNAM-12%,

I.1.c Les nouveaux :

Aux cotés des fonctions « helper » ou suppressive, les lymphocytes T CD4* présentant une
activité cytotoxique directe en réponse a des agents pathogénes variés ont été identifiés chez
I'Homme et la souris. Ces cellules pourraient potentiellement contribuer, au méme titre que
les lymphocytes T CD8* cytotoxiques, a la surveillance immune des cancers en induisant la lyse
spécifique des cellules malignes. Ce qui représente un nouvel intérét en tant qu’alternative
aux traitements anti-cancéreux que ce soit en thérapie cellulaire ou dans la conception
d’immunothérapies. L'activation et différenciation de lymphocytes T CD4* en lymphocytes T

CDA4* cytotoxiques (CD4 CTL) seront abordés plus en détails dans le chapitre II.

Afin de pouvoir comparer toutes ces populations immunitaires présentant une activité
cytotoxique, leurs nombres relatifs et absolus dans le sang ont été répertorié (Tableau 1). En
outre, une représentation schématique reprend les principaux mécanismes de reconnaissance

de la cible et les principaux médiateurs de leur activité cytotoxique (Figure 3).

Type cellulaire Nombre absolu (x10%L de sang) Nombre relatif (%0)
Lymphocytes T (totaux) 0.78-3.0 50-912
Cellules NK 0.10-1.2 5-492
Lymphocytes T CD8* cytotoxiques 0.2-1.2 12-402
Lymphocytes Tyd 0.025-0.2 0.83-11°
Cellules NKT 0.023-0.41 1-182
Lymphocytes T régulateurs 0.025-0.18 4-17°
Lymphocytes T CD4* cytotoxiques N.A N.A

Tableau 1. Récapitulatif des pourcentages de chacune de populations immunitaires ayant une

capacité cytotoxique. Ces chiffres ont été obtenus & partir d’une étude sur les populations lymphocytaires T

sur une cohorte de 13 3 21 personnes saines?’. a : % parmi la population totale de lymphocytes périphériques ;

b : % parmi les lymphocytes T CD4*

Ainsi, les acteurs principaux de l'activité cytotoxique immunitaire, cellules NK et CD8* CTL,

représentent les populations les plus importantes en nombre au niveau du sang périphérique.
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En revanche, méme si l'induction de I'apoptose se fait principalement via le couple
perforine/granzyme B ou le récepteur de mort Fas, la reconnaissance de la cible est quasiment
unique a chaque type cellulaire. Par exemple, cette reconnaissance peut étre effectuée par
une reconnaissance spécifique, restreinte au CMH de classe | ou I, ou d’autre molécules
similaires au CMH, en lien avec une nature de l'antigéne reconnu différente, ou par la
combinaison d’autres récepteurs activateurs et inhibiteurs (KAR et KIR). De ce fait, chaque
population cytotoxique démontre peu de redondance dans la reconnaissance de leurs cibles,
impliquant une complémentarité dans la fonction cytotoxique globlale lors de contextes

pathologiques comme les infections ou le processus tumoral.
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Figure 3. Représentation schématique des populations cellulaires immunitaires possédant

une activité de lyse. Ici est représenté la reconnaissance de la cellule cible (grise) pour sa lyse contact-

dépendante via la délivrance des granules lytiques ou le récepteur de mort Fas. Certaines sous-populations,
parmi les cellules NK ou les lymphocytes T y6, expriment le FcR CD16 permettant la lyse par un phénomeéne
appelé ADCC. De plus, un point commun aux cellules NK, CD8 CTL, CD4 CTL, T y§, et iNKT est I'expression du

récepteur activateur NKG2D (faisant parti des KAR représentés ici pour les cellules NK).

Par ailleurs, la présentation des cellules immunitaires ayant une capacité cytotoxique dans ce

manuscrit n’est pas exhaustive. Parmi les cellules immunitaires composant I'immunité innée,

Page |20



il a été décrit que les neutrophiles?®, les monocytes/macrophages®® mais aussi une sous-
population de cellules dendritiques3® expriment une molécule lytique clé, le granzyme B, et

peuvent excercer une activité cytotoxique.

En outre, récemment Wang et collaborateurs ont identifiés une nouvelle population appelée
« NKB » pour des cellules B « NK-like ». En effet ces cellules expriment a la fois CD19 et un BCR
mais aussi un marqueur de cellule NK, NK1.13%, Les auteurs ont caractérisé une action innée
tres rapide avec une sécrétion de cytokines (IL-18 & IL-12). En revanche ils n’ont pas décelé
d’activité cytotoxique face a une lignée de lymphome. Néanmoins, ces cellules pourraient se
révéler lytiques dans d’autres contextes que le cancer, comme les infections ou encore |'auto-

immunité.

Pour conclure, la multiplicité des types cellulaires présentant une activité cytotoxique suggere

que celle-ci est au coeur de notre systeme immunitaire.

[.2. Les multiples réles de I'activité cytotoxique

Etant donné le role de défense du systeme immunitaire, cette activité cytotoxique a
évidemment un réle bénéfique envers I'organisme par |'élimination des agents pathogenes,
la surveillance de processus tumoraux mais aussi pour I’homéostasie des cellules effectrices
afin que la réponse immunitaire ne dégénére pas une fois le danger passé. D’un autre c6té, si
mal controlées, ces cellules cytotoxiques peuvent attaquer le soi, entrainant des maladies
auto-immunes. Ainsi, j'adresserai ici les roles de I'activité cytotoxique médiée par les cellules
immunitaires précédemment présentées, avec une accentuation particuliére sur les acteurs

principaux, et les plus étudiés : les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et les cellules NK.

1.2.a Défense contre les infections virales, bactériennes et parasitaires

Une réponse immunitaire protectrice contre I'invasion de pathogénes, qu’ils soient d’origines
virale, bactérienne ou parasitaire, consiste en un effort concerté d’'une multitude de cellules
effectrices innées et adaptatives. Ainsi les cellules cytotoxiques vont contribuer a Ia
reconnaissance et I'élimination des cellules infectées de |'organisme. Les populations
cellulaires plus connues pour leur activité lytique directe des cellules infectées sont les cellules
NK et les lymphocytes T CD8" cytotoxiques. Les cellules NK entrent en action rapidement, puis

une fois I'armée de clones effecteurs CD8* spécifiques activés, ceux-ci vont complémenter
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I'action des cellules NK. Les cellules NKT ne sont pas en reste, elles jouent aussi un role dans
I’élimination de cellules infectées par cytotoxicité directe, dans un contexte d’infections
virales3?3334, Mis a part une activité cytotoxique bien identifiée envers les cellules infectées,
la fonction lytique est aussi utilisée contre les cellules immunitaires afin de mener a bien
I'infection. En effet, I'activité de lyse des cellules NK joue aussi un réle dans I’élimination de
lymphocytes T régulateurs, afin de moduler leur présence et ainsi leur activité suppressive,
dans le contexte d’une infection a mycobacterium tuberculosis®. De plus, les cellules NK sont
aussi capables de tempérer la réponse des lymphocytes T par lyse de ces derniers3®. En effet,
en I'absence de cellules NK, la réponse antivirale est plus rapide et efficace mais cela aboutit
a I’émergence d’auto-immunité3’. Ainsi en cas d’infection chronique, I'activité de lyse des NK
permet aussi de réguler la réponse T afin d’éviter des dommages collatéraux sur les tissus

sains.

1.2.b Activité anti-tumorale

Burnet a été le premier scientifique a émettre le concept d’'immuno-surveillance tumorale en
1970%. Depuis, il a été largement admis que les mécanismes cytotoxiques exercés a la fois par
des cellules immunitaires innées (comme les cellules NK) et des cellules immunitaires
adaptatives (comme les CTL) contribuent a I'immunité anti-tumorale en éliminant les cellules
du soi transformées ou en créant un environnement local empéchant la croissance tumorale.
Cette notion est renforcée par I'observation de souris déficientes pour le gene codant la
perforine : en effet, celles-ci développent spontanément des tumeurs avec |’age, en particulier
des lymphomes B3°. De méme, chez ’'Homme, il a été suggéré que des mutations bi- ou mono-
alléliqgues du gene codant la perforine perturbent les mécanismes d’immuno-surveillance
basés sur l'activité cytotoxique, favorisant ainsi I'’émergence de lymphoproliférations
malignes, telles des lymphomes B et T et la maladie de Hodgkin®°. Ainsi les cellules lytiques
exprimant la perforine, incluant les CTL, les cellules NK, les cellules NKT#! et les TyS sont

nécessaires dans la surveillance immunitaire anti-tumorale.

1.2.c Contrdle de I’lhoméostasie immunitaire

Les lymphocytes T ayant une spécificité antigénique donnée sont présents en un nombre trés
réduit dans des conditions non pathologiques. En effet, de nombreuses études chez la souris

établissent un nombre de lymphocytes T spécifiques d’un antigéne compris entre 50 et 100
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cellules/rates (définis chez la souris)*?=#¢. En revanche, une fois I’expansion clonale effectuée,
une armée de clones effecteurs pres a tuer sont formés. Blattman et collaborateurs ont
notamment estimé que suite a une infection (LCMV), les lymphocytes T CD8* subissent plus
de 14 divisions en 1 semaine, générant ainsi une population d’environ 10 millions
d’effecteurs®®. Une fois le pathogéne éliminé de I'organisme, les cellules réactives doivent
retourner au nombre initial (homéostasie des lymphocytes T) tout en gardant un pool de
cellules mémoires. La perforine semble étre impliquée dans le processus d’élimination des
lymphocytes T CD8* apres une infection aigué a un pathogéne. En effet, les souris déficientes
pour la perforine montrent une expansion clonale élevée et une persistance de lymphocytes
T spécifiques du virus®’. La disparition des cellules effectrices T est essentielle car sa
persistance cause le syndrome hémophagocytique résultant d’une activation et d’une
prolifération incontrélées des lymphocytes T, ce qui entraine une activation excessive des
macrophages et de multiples effets déléteres*®>%, Ce phénomeéne, aussi appelé phase de
contraction, implique également la mort induite par I'activation (AICD) ou par les récepteurs
de mort comme Fas. Ces notions seront évoquées dans le chapitre Il. D’autres hypotheses de
régulation ont été avancées, comme l'infection des lymphocytes T eux-mémes qui meénerait a
la lyse fratricide. En effet, certains virus lymphotropiques (ex CMV, HTLV-1) infectent
naturellement les lymphocytes T CD8* °1. Un autre mécanisme consisterait en I"acquisition,
par transfert suite a ses actions de lyse directe, d’'une forte quantité de complexes p-CMH a la
surface du lymphocytes T CD8*, permettant ainsi la diminution de la réponse CTL par
fratricide®?>3. Enfin, de maniére indirecte, I’élimination perforine-dépendante des APC agirait
comme un mécanisme régulateur afin d’empécher I'acces des APC au nceud lymphatique et
I’activation de lymphocytes T spécifiques additionnels®*. Par ailleurs, les CTL ne sont pas les
seuls a participer a leur propre homéostasie cellulaire, il a aussi été démontré plus récemment
qgue les cellules NK participaient au controle de I’homéostasie des CTL dans le cadre d’une
infection pour prévenir du développement du syndrome hémophagocytique®>. Ainsi, en plus
d’une activité sécrétoire cytotoxique essentielle pour éliminer les cellules infectées ou
tumorales, les cellules cytotoxiques NK et CTL sont capables d’utiliser cette sécrétion lytique
afin de réguler I’'homéostasie immunitaire, supplémentant les mécanismes non-sécrétoires

comme Fas*8°6:57,
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1.2.d Implication dans les réponses auto-immunes

En contrepartie de leur réle protecteur, les cellules cytotoxiques sont parfois aussi impliquées
dans le déclenchement de maladies auto-immunes. Cela a été clairement démontré dans des
modeles de souris de diabete spontané ou d’encéphalomyélite expérimentale (EAE). En effet,
malgré une infiltration lymphocytaire au niveau du pancréas, la déficience en perforine
éliminait, ou diminuait fortement, la sévérité de la réponse auto-immune envers les cellules B
du pancréas®®>°. Dans la pathogénicité de la sclérose en plaque et I'EAE, plusieurs populations
cytotoxiques sont impliquées: les lymphocytes T CD8* cytotoxiques?®, mais aussi les
lymphocytes T CD4* cytotoxiques3?, ainsi que les cellules NK principalement responsables de

la destruction des tissus®°.

D’autre part, dans le contexte de la mise en place d’'une maladie auto-immune, la fonction
cytotoxique des différentes populations immunitaires n’est pas seulement pathogénique, elle
joue aussi un role dans la régulation des cellules pathogéniques. Comme introduit
précédemment, les lymphocytes T régulateurs peuvent avoir une fonction cytotoxique mais
la part de celle-ci dans I'auto-immunité n’a pas encore été étudiée. En revanche, il a été
démontré que les lymphocytes T CD8+ possedent aussi une activité régulatrice, par leur
fonction cytotoxique sur les lymphocytes T CD4* auto-réactifs, dans le cadre de la sclérose en
plaque®%2, De méme, les cellules NK ont aussi une activité régulatrice, notamment dans I'EAE,

par une activité lytique dirigée contre les lymphocytes T auto-réactifs et les APC®°.

En conclusion, parmi les différents contextes pathologiques auxquels est confronté notre
organisme (infections, tumeurs et auto-immunité), ainsi que pour I’homéostasie cellulaire, la

fonction cytotoxique est majoritairement bénéfique.
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Il. Aspects fondamentaux des lymphocytes T cytotoxiques (classiques et non classiques)

La fonction des CTL a longtemps été étudiée comme une propriété exclusivement effectuée
par la population de lymphocytes T CD8*. Cependant, des sous-populations de lymphocytes T
CD4* aux capacités cytotoxiques ont également été identifiées. J’ai donc choisi de présenter
dans ce chapitre ces deux populations de lymphocytes T cytotoxiques ayant un TCR, dit

« conventionnel » : af.

[I.1. Activation et différenciation des lymphocytes T cytotoxiques

Avant d’aborder 'activation et la différenciation des lymphocytes T en cellules cytotoxiques,

je souhaite faire un bref rappel sur le développement de ces lymphocytes T.

Les progéniteurs lymphoides, issus de la cellule souche hématopoiétique, vont quitter la
moelle osseuse afin de pénétrer dans le thymus et y poursuivre leur différenciation. Les
cellules en différenciation dans le thymus, aussi appelés thymocytes, subiront une sélection
positive et une sélection négative qui permettront de s’assurer que les lymphocytes T qui
sortiront du thymus: seront, premiérement, capables de reconnaitre les cellules
présentatrices de I'antigéne et deuxiemement, ne réagiront pas contre le soi. A la sortie du
thymus, les lymphocytes T qui sont alors naifs (n’ayant jamais rencontrés I'antigene dont ils
sont spécifiques) vont gagner, via la circulation sanguine, les organes lymphoides secondaires.
Ces sites favorisent la rencontre entre les lymphocytes T et les antigénes provenant de
pathogenes présentés a la surface des cellules présentatrices de I'antigéne, en condition
pathologique. En absence d’interaction antigénique spécifique, les lymphocytes T naifs vont

circuler entre les différents organes lymphoides secondaires.

Il.1.a Les lymphocytes T CD8’

Les lymphocytes T CD8* constituent une branche puissante du systéme immunitaire adaptatif,
permettant une éradication spécifique de cellules infectées ou encore de cellules tumorales.
Dés 1975, I'importance de la fonction cytotoxique médiée par des cellules a été démontrée
par la déplétion des lymphocytes exprimant CD8a et CD8P par des anticorps®3—°. Par la suite,

la restriction au CMH de classe | pour leur sélection, activation et fonction a été identifiée®®.

Les lymphocytes T CD8* naifs ne sont pas encore armés pour exercer leur activité effectrice.

Ce n’est qu’au contact de cellules présentatrices d’antigenes et a I'aide de lymphocytes T CD4*
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Th1 via les cytokines IL-2 et IFNY®7 ou I'interaction CD40/CD40L%8, que les lymphocytes T CD8*
s’activent pour produire les molécules effectrices telles que les molécules lytiques®, les
cytokines ou encore les récepteurs de mort. S’en suit une expansion clonale. Cette expansion
est conduite par des quantités importantes d’IL-2 produites par les lymphocytes T eux-mémes.
L’IL-2 fonctionne alors dans un mode autocrine et paracrine en se fixant sur le récepteur a I'lL-

2, celui-ci étant sur-exprimé lors de I'activation.

Par ailleurs, suite a I'activation d’un lymphocyte T naif, une génération d’'une multitude de
sous-populations ayant différents phénotypes et propriétés fonctionnelles est mise en place.

Un modele linéaire et progressif de différenciation a alors été proposé sur la base de

I’expression de CCR7, CD45RA et CD45RO (Figure 4).
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Figure 4. Modéle progressif de différenciation des lymphocytes T naifs apres reconnaissance

de I'antigéne présenté par une APC’°,

Les lymphocytes T naifs (Tn) expriment I'isoforme CD45RA, CD62L et CCR7, permettant leur
circulation mais aussi I'entrée dans les organes lymphoides secondaires’®. Le signal TCR lors
de la reconnaissance de l'antigene présenté par I’APC, mais aussi des signaux de co-
stimulation, sont intégrés par le lymphocyte T afin d’initier le programme de prolifération et
de différenciation. Une premiere étape de différenciation est le changement d’isoforme de
CD45 en CD45R072. Parmi les deux sous-populations exprimant CD45RO0, I'une correspond aux
lymphocytes T centraux mémoires (Tcm) exprimant CCR7, tandis que I'autre perd I'expression
de celui-ci et correspond aux lymphocytes T effecteurs mémoires (Tem)”3. Du cdté fonctionnel,

cette différence phénotypique permet aux Tcm et Tem de patrouiller a la recherche de cibles
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au niveau des organes lymphoides et des tissus périphériques, respectivement’4. Enfin, au
bout de la chalne de différenciation se trouve les lymphocytes T effecteurs (Terr) a courte
durée de vie en grande quantité. Plus récemment, l'identification d’'une nouvelle sous-
population a été décrite, il s’agit des lymphocytes T mémoires de type cellule souche (Tscm).
En effet, ces cellules ont la capacité de se renouveler ainsi que la possibilité de générer toutes
les sous-populations mémoires et effectrices’. Par ces capacités et leur phénotype proche
des cellules naives, le modele de différenciation débute a partir des Tn qui se différencient en

Tscwm, puis Tem et Tem pour finir en Teer (Figure 5).

Ce modele progressif s’est enrichi au fur et a mesure de lidentification de nouveaux
marqueurs permettant l'identification de nouvelles sous-populations ou la proposition de
nouveaux modeles. Le modéle retenant mon attention est une différenciation des
lymphocytes T CD8* naifs a la fois en cellules effectrices CTL et en Tscm. Les Tsem enclenchent
les voies de différenciations des différents types de cellules mémoires, mais ces voies ne sont
pas complétement linéaires avec un retour possible des CTL vers Tscwm. Il est aussi possible que

des T en transition (Ttm) peuvent se différencier en CTL sans passer par Tem’®.

Activated effector
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Figure 5. Modéle discontinu de différenciation des lymphocytes T7¢.

Enfin, cette armée de lymphocytes T CD8* effecteurs antigene-spécifiques, ayant acquis

I’expression des molécules lytiques, quitte le tissu lymphoide pour migrer sur le site de
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I'inflammation. Ainsi les CTL peuvent alors tuer les cellules altérées en dégranulant leurs
molécules lytiques de maniére polarisée’”’® ou par fixation de récepteurs de mort exprimés a
la surface des cellules cibles et/ou par la sécrétion de cytokines ayant des actions antivirales
et anti-tumorales. Ces différentes voies de cytotoxicité possibles seront décrites plus en

détails dans la partie 11.2 portant sur les fonctions effectrices des lymphocytes T cytotoxiques.

Une fois I'inflammation controlée, un phénomeéne de contraction opére afin de retrouver un
nombre basal de lymphocytes T CD8*, tout en gardant un pool de cellules mémoires afin que

le systéme immunitaire soir réactif en cas de réponse secondaire au pathogéne en question.

I.1.b Les lymphocytes T CD4*

Les lymphocytes T CD4* ont initialement été décrits comme ayant essentiellement un role de
« helpers ». Puis des sous-populations de lymphocytes T CD4+ « régulateurs » ont été
découvertes. Méme si prépondérantes parmi lI'ensemble des lymphocytes T CD4*, et
fortement décrites dans la littérature, une sous-population de lymphocytes T CD4* possede
aussi une fonction cytotoxique. En effet, 'identification de lymphocytes T CD4* dotés d’un
potentiel cytotoxique direct, dans un contexte antigénique CMH de classe |l restreint, remonte
aux années 19707°. Tout d’abord, cette fonctionnalité a été considérée comme un artefact,
les clones CD4* 3 activité lytique étant issus d’une culture in vitro a long terme® ou générés in
vivo chez des souris déficientes en CD88L. Par la suite, I'identification de CD4 CTL ex vivo dans
le sang périphérique de patients infectés de maniere chronique par des virus divers tels que
le cytomegalovirus (CMV), le virus d’Epstein Barr (EBV) ou le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) a prouvé I'existence de ces cellules dans I'organisme32784, La présence de ces
derniéres a été également mise en évidence dans d’autres pathologies, dans certaines
infections bactériennes®, dans des maladies inflammatoires et également des pathologies
auto-immunes®®. Enfin, 'activité cytotoxique de lymphocytes T CD4+ a aussi été démontrée
envers des cellules tumorales (mélanome) exprimant le CMH de classe 1187, Ainsi la génération
de cette population ne semble pas liée a un type de maladie mais a la chronicité de celle-ci.
En effet, ces CD4 CTL sont décrits comme présentant un phénotype de cellules
« terminalement » différenciées, ce qui est caractéristique d’une stimulation antigénique

prolongée.
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Concernant la différenciation de ces lymphocytes T CD4*, plusieurs études ont révélé des
origines variées. Vraisemblablement, les CD4 CTL peuvent se développer a partir de Th088289,
Th1°%°%, Th2°2, Th17%3, et Treg®*. Néanmoins, les CD4 CTL dérivés de Th1 représentent la plus
grande majorité des CD4 CTL. Afin d’éclairer I'origine des CD4 CTL, une étude récente a
identifié la molécule CRTAM comme étant un marqueur précoce de cette population®. Aprés
stimulation de lymphocytes T CD4* naifs, les auteurs ont purifié la population CRTAM* et I'ont
caractérisée comme étant capable de sécréter de I'IFNy mais aussi granzyme B et perforine.
De plus, ces cellules présentent une activité cytotoxique, ce sont donc des CD4 CTL.
Malheureusement, I'expression de CRTAM est transitoire et a ce jour aucun marqueur
spécifique des CD4 CTL n’a été identifié. Les auteurs ont ainsi proposé un modeéle de

différenciation des CD4 CTL dans une revue (Figure 6).

Differentiation

/
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Figure 6. Modele de différenciation des CD4 CTL proposé par Takeuchi et Saito®®.

Dans I'ensemble, les mécanismes de lyse des lymphocytes T CD4* cytotoxiques semblent
fortement similaires a ceux des lymphocytes T CD8* cytotoxiques. En revanche, comparés aux

CD8 CTL, les CD4 CTL présentent un délai dans leur activité de lyse avec une efficacité sur des
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temps plus long®’. Ainsi, dans le cas de cellules altérées exprimant le CMH de classe Il, les CD4
CTL vont pouvoir supplémenter I'action cytotoxique des CD8 CTL. Ils pourraient méme agir

comme une « roue de secours » en cas d’un défaut de mise en place ou d’activité des CD8 CTL.

[I.2. Fonctions effectrices des lymphocytes T cytotoxiques

Les outils pour éliminer les cellules cibles sont multiples avec une possibilité de tuer par
contact direct (la synapse lytique) ou indirect (les cytokines). Toutefois I'arme principale
utilisée par les CTL est le contact direct avec la délivrance des granules contenant les

molécules lytiques.

11.2.b La synapse lytique

La synapse lytique est une synapse immunologique spécialisée dans la fonction cytotoxique.
La synapse immunologique a fortement été étudiée pour le contact entre un lymphocyte T et
une cellule présentatrice de I'antigene (APC), ce qui a permis de définir son architecture. Ainsi
cette synapse est caractérisée par une structure en forme d’ceil avec au centre le c-SMAC puis
en périphérie le p-SMAC et enfin le d-SMAC (figure 7)°%72%, Les composants majeurs du c-
SMAC sont les molécules clefs pour la reconnaissance et I'activation des lymphocytes T,
comme l'interaction TCR/CD3 avec le complexe peptide/CMH, et le co-récepteur CD28 ou
CTLA4 avec CD80/CD86. En revanche, le p-SMAC est composé de molécules d’adhésion
permettant le maintien de la structure de la synapse, avec par exemple LFA-1 interagissant
avec ICAM-1 et CD2 avec CD48/CD58. Le d-SMAC est défini comme étant une région enrichie
en molécules possédant des domaines extracellulaires trés longs, comme CD451%! et CD43102,
Il a été déterminé que I'alignement de ces récepteurs est initialement di a la taille de leur
ecto-domaine, supporté par le modeéle de ségrégationi®. Ainsi le concept général de
I'organisation synaptique est que le c-SMAC permet la reconnaissance de I’APC suivie par
I'activation du lymphocyte T, tandis que le p-SMAC et le d-SMAC permettent la conjugaison T-

APC et la stabilisation de I'architecture de la synapse immunologique.
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. Figure 7. Architecture de la
" synapse immunologique
conventionnelle.
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Toutefois, la structure de la synapse lytique formée par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
n’est pas complétement similaire a la synapse immunologique formée par les lymphocytes T
CD4+. En effet, il a été démontré qu’a la synapse entre un lymphocyte T CD8+ cytotoxique et
sa cible, deux domaines distincts sont formés : un domaine de signalisation (correspondant au
c-SMAC) et un domaine sécrétoire ou convergent le centre organisateur des microtubules

(MTOC) et les granules lytiques’”.

En outre, I'équipe de Griffiths a récemment démontré un réle clef de la dynamique du
cytosquelette d’actine dans la synapse lytique. Dans un premier temps, un fort enrichissement
de I'actine corticale est observé au contact de la cible, puis trés rapidement, une « déplétion »
de I'actine au centre de la zone de contact est effectuée afin de permettre le docking du MTOC
et le passage des granules lytiques pour leur exocytosel%, Effectivement, il a été démontré,
pour les cellules NK, que les granules lytiques présents au niveau de |’aire synaptique passaient

au travers des mailles du cytosquelette d’actine®.

I.2.a Les granules lytiques

La délivrance des granules lytiques est un mécanisme rapide pouvant advenir en I'espace de
guelgues minutes. Ceux-ci sont des endo-lysosomes spécialisés contenant de multiples

protéines (Tableau 2).
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Contenu protéique des

Fonctions relatives

Proteines lysosomales

Fonctions relatives

granules lytiques membranaires
Perforine Formation de pores Lamp 1 & 2 Glycoprotéines
Granulysine Agent antimicrobien, CD63 Traffic vésiculaire
activation de la caspase 9 H*-ATPase Acidification du granule
Calreticuline Fixation au Calciumet a la

CathepsineD & L

Protéases

perforine -
Récepteur au mannose 6-

phosphate

Traffic protéique
Granzymes (A, B, H, K & M)

Cathepsine C

Sérines protéases

~1 1 g O « .
Activation des granzymes B-hexosaminidase
f-glucuronidase

Enzymes

Cathepsine B Protection envers la perforine

Tableau 2. Récapitulatif des principales protéines composant les granules lytiques.

Les molécules lytiques contenues dans ces vésicules spécialisées sont la perforine, la
granulysine et les granzymes. La dégranulation peut étre détectée par I’exposition au niveau

de la membrane cellulaire de glycoprotéines lysosomiales comme Lamp-11°6,

La perforine joue un réle décisif dans I'induction de la lyse des cellules cibles. L'importance de
cette molécule est attestée a la fois par des études sur des modeéles de souris KO et chez des
patients atteints de mutations sur le gene correspondant. Les souris déficientes en perforine
développent des lymphomes spontanés3® tandis que les patients déficients en perforine
développent des réponses immunes cytotoxiques diminuées mais des réponses cytokiniques
exacerbées face a des infections par des pathogénes intracellulaires'’. La perforine a une
forte homologie de séquence avec la protéine C9 du complément qui est connue pour former
des pores dans les membranes cellulaires®. Il a donc été proposé que la perforine induit la
mort des cellules cibles en créant des pores dans les membranes plasmiques permettant
I’entrée d’autres molécules lytiques dans la cellule cible!®!19, |3 formation de ces pores n’est
pas suffisante pour entrainer la mort de la cellule cible mais permet I’entrée des granzymes et
de la granulysine dans celle-ci. Différents modeles d’entrée des granzymes et granulysine ont
été proposés : le premier étant I'entrée par les pores de perforine, le deuxieme serait une

internalisation des molécules lytiques!?

et le dernier serait une entrée de calcium par les
pores de perforine déclenchant la fonction de réparation cellulaire de la cible permettant

I'internalisation des molécules lytiques!?113,

Les granzymes sont des sérines protéases impliqués dans les détériorations cellulaires des
cellules cibles. Une fois entrés dans la cellule cible, par un mécanisme discuté plus haut, les

granzymes induisent I"apoptose rapide de la cellule cible!'*. A ce jour, 5 granzymes ont été
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identifiés chez 'Homme : A, B, H, K et M. Les principaux sont les granzymes A et B ayant une
forte activité pro-apoptotique.

Le granzyme A induit un processus apoptotique au sein de la cellule cible via une voie
indépendante de caspases?®. Il agit via de multiples mécanismes parmi lesquels I'induction
de cassure dans I’ADN cellulaire, I'inhibition des mécanismes de réparation de I’ADN ou encore
la destruction de la laminine ou de I'histone 1. Son action majeure réside dans le clivage d’un
complexe associé au réticulum endoplasmique appelé le complexe SET. Ce clivage va libérer
des protéines telles que NM23-H1 (nonmetastatic protein 23 homologue 1) qui vont induire
la dégradation de ’ADN??®,

Les granzymes B humains et murins, bien que tous deux trés pro-apoptotiques, agissent via
des mécanismes différents'!’. Le granzyme B humain agit majoritairement via le clivage de la
molécule Bid (membre de la famille des molécules pro-apoptotiques)!*®. Ce clivage entraine,
entre autre, la libération par les mitochondries de cytochrome c¢''° qui conduit a I'activation
d’un grand nombre de caspases'?®. Le granzyme B peut également agir directement sur la
caspase-3 et la caspase-8 induisant, entre autre, la fragmentation de ’ADN cellulaire!?-124,
Les granzymes H, K et M sont appelés granzymes orphelins. Leurs fonctions chez ’'Homme ne
sont pas encore completement définies. Par exemple le granzyme K est une protéase qui
induit 'apoptose par un mécanisme Bid-dépendant!!? tandis que le granzyme M semble
induire la mort cellulaire via le clivage des Ezrins (des protéines liant I'actine a la membrane

plasmique) et I'a-tubuline?>,

Enfin, la granulysine, exprimée 3 a 5 jours apreés |'activation des CTL, a une activité cytotoxique
sous la forme protéique de 9 kDa envers les bactéries intracellulaires et les cellules
tumorales?®1?7 Elle pourrait agir via la libération de cytochrome c par les mitochondries et
I’activation de la caspase-3'12. De plus, par une homologie aux protéines « saposine-like », elle
posséderait aussi une action « perturbatrice » de la membrane!?®, Ainsi différents modéles
d’entrée de la granulysine ont été proposés : une entrée par les pores formés par la perforine

mais aussi une entrée de maniére perméante a la membrane??°.

I.2.c Les cytokines

Les lymphocytes T CD8* cytotoxiques sécrétent des cytokines comme I'IFNy et le TNFa qui ont

une action cytotoxique quand elles sont sécrétées a proximité des cellules cibles.
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L'IFNyY est une cytokine produite majoritairement par les cellules NK, les cellules NKT, les
lymphocytes Thl et les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. Sa nécessité dans le systeme
immunitaire est illustrée par I'occurrence de tumeurs et phénomenes inflammatoires ou auto-
immuns quand sa production et/ou sécrétion!30:131132 st défective, de méme si son récepteur
est déficient33. L'IFNy peut directement inhiber la réplication virale et posséde des propriétés
anti-tumorale, immuno-stimulatrice et immuno-modulatrice’3*. Cette cytokine peut aussi
promouvoir la présentation antigénique et I'activité lysosomale des macrophages, I'activation
des APC, 'up-régulation des molécules du CMH de classe |, I'adhésion et |a fixation nécessaire
pour la migration leucocytaire, I'activité des cellules NK et la différenciation Th1 (par I'up-

régulation du facteur de transcription T-bet)13>136,

Le premier réle du TNFa est I'orchestration des cellules immunitaires lors de I'inflammation.
Le TNFa est aussi capable d’induire I'apoptose et I'inflammation, ainsi que d’inhiber la
réplication virale et le développement tumoral. Cette cytokine est majoritairement produite
par les macrophages mais aussi par d’autres cellules immunitaires comme les lymphocytes T.
Une augmentation locale de la concentration en TNFa cause les signes typiques de
I'inflammation : rubor, calor, tumor, dolor (rougeur, chaleur, gonflement et douleur
respectivement)!®’. Une régulation anormale de la production de TNFa peut causer une
variété de pathologies humaines, dont des cancers'38. La fixation du TNFa au récepteur du
TNF de type 1 (exprimé par la plupart des cellules) peut amener a I'activation des domaines
de mort, induisant ainsi I'apoptose dans la cellule cible!3°. En particulier, cette cytokine semble
étre impliquée dans la mort des lymphocytes T CD8* induite par I'activation (AICD), régulant
ainsi la conclusion de la réponse immunitaire pour retourner a I'état d’homéostasie cellulaire.
Cependant, la mort induite par le TNF joue seulement un réle mineur comparé a ses autres

fonctions dans le processus inflammatoire.

I1.2.d Les voies alternatives de I'activité cytotoxique

La deuxiéme voie majoritairement impliquée dans I'activité cytotoxique des CTL CD8" est la
voie Fas/FasL (Fas-ligand)#°. FasL est un récepteur de mort appartenant a la super-famille des
récepteurs au TNF4L, Cette molécule est exprimée a la surface cellulaire ou sécrétée suite au
clivage de la forme membranaire par une metalloprotéinase zinc-dépendante: la
matrilysine!*2, L’interaction du récepteur Fas exprimé par la cellule cible avec FasL induit la

cascade d’activation des caspases et I"apoptose de la cellule cible'*3. FasL est trés peu exprimé
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a I'état basal par les CTL mais son expression est induite quelques heures apres la stimulation
du TCR. Cette cinétique d’expression est a I'origine des 2 moyens d’action de cette voie.
L’équipe de Griffiths suggére, en 1999, que FasL est stocké et sécrété avec la perforine et les

granzymes et peut par conséquent induire la mort des cellules cibles'4

. Cependant,
I’expression basale de FasL étant réduite, ce mécanisme est minoritaire et la cytotoxicité
optimale induite par cette voie a lieu lorsque de nouveaux ligands sont synthétisés, soit

quelques heures aprés la stimulation du TCR4,

De maniére générale, il a été clairement démontré qu’a la fois les lignées cellulaires CD8* et
CD4* humaines et murines cultivées peuvent utiliser a la fois les voies Fas/FasL et
perforine/granzymes?®146.147  Cependant, les expériences de transplantation in vivo et les
maladies de greffe contre I’hote (GvHD) dépendant du CMH de classe | ou de classe Il
(effecteurs CD8 et CD4 respectivement) suggérent que la voie perforine/granzymes domine
Iactivité cytotoxique dépendante du CMH classe | et que la voie Fas/FasL domine I’activité

lytique dépendante du CMH classe 11148149,

[1.3. Questions ouvertes

Suite a ce chapitre peignant une vue générale sur l'activation et la différenciation des
lymphocytes T CD4* et CD8*, ainsi que leurs mécanismes effecteurs, je choisis d’aborder ici les
guestions de mesures de I'activité cytotoxique de ces cellules effectrices. A I’heure actuelle,
plusieurs tests de cytotoxicité ont été mis en place avec différents « readouts », mais de
maniére globale, tous ces tests permettent la mesure de |'activité de lyse au niveau de la
population effectrice face a la population cible (exemples : relargage du chrome, marquage
des cellules mortes en cytométrie en flux, etc.). En revanche, ils ne permettent pas d’identifer
la participation de chaque cellule individuelle a I'activité de lyse mesurée. Ce qui souléve la
guestion : est-ce que tous les lymphocytes T cytotoxiques participent de maniére homogene
a I'activité de lyse globale ? C'est-a-dire, est-ce qu’ils éliminent le méme nombre de cibles au
cours du temps ? Nous formulons I’hypothese d’une hétérogénéité dans la capacité de lyse
des CTL pour la mise en place, a la fois d’'un partage entre les fonctions de lyse et de sécrétions
de cytokines, mais aussi en rapport a la différenciation des lymphocytes T en cellules

mémoires. En effet, une fois I’élimination compléte de la population cible, n’y aurait-il pas un
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lien entre une capacité de lyse importante ou réduite et la capacité de garder un pool de

cellules mémoires ?

Par ailleurs, afin d’étudier plus en profondeur les acteurs moléculaires impliqués dans
I'activité de lyse de lymphocytes T humains, les immunodéficiences primaires correspondant
a une déficience naturelle d’une protéine représentent des modeles de choix. En effet,
I'importance de la perforine et des molécules impliquées dans son acheminement a
notamment été révélée par I'étude d’immunodéficiences primaires'>®1>, Mon laboratoire
étudie depuis longtemps I'impact de la déficience de la protéine du syndrome de Wiskott-
Aldrich, notamment au niveau des lymphocytes T CD4* provenant de patients. Qu’en est-il de

la fonction cytotoxique des lymphocytes T CD8* ?
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1. Défaut d’activité cytotoxique dans le contexte du syndrome de Wiskott-Aldrich

Le role central du systéme immunitaire dans la survie de I'organisme face a la survenue
d’infections et de cancers est souligné par les cas d'immunodéficiences primaires (PID),
pathologies rares d’origine génétique dans lesquelles des défauts moléculaires entrainent des
dysfonctionnements du systéme immunitaire. Les PID sont a distinguer des
immunodéficiences secondaires, acquises suite aux conséquences d’une autre maladie
(comme lors d’une infection par le VIH) ou suite a des facteurs environnementaux (cas de
malnutrition), ou encore suite aux effets secondaires de certaines interventions médicales
(comme la chimiothérapie). Au travers de I'étude des PID, lidentification de plusieurs
centaines de geénes, ainsi que leurs implications dans le systéme immunitaire inné et/ou
adaptatif a pu étre effectuée’?. Parmi ces pathologies je me suis plus particulierement
intéressée au syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). En effet, cette pathologie liée a des défauts
de remodelage du cytosquelette d’actine est étudiée depuis 15 ans par mon laboratoire
d’accueil’® et elle présente un intérét particulier par rapport a mon optique d’élucidation des
mécanismes régissant |'activité cytotoxique. En effet les CTL de ces patients présentent une
efficacité réduite de lyse des cellules cibles, sans que I'on comprenne encore les mécanismes

sous-jacents*,

[1l.1. Le syndrome de Wiskott-Aldrich

Le syndrome de Wiskott-Aldrich a été initialement décrit par Alfred Wiskott en 1937 puis par
Robert Aldrich en 1954. Ces deux médecins ont respectivement rapporté les symptémes
caractéristiques de cette maladie rare (thrombocytopénie, eczéma, et otites répétées) et
identifié qu’il s’agissait d’'une maladie génétique liée au chromosome X 1>>156, Actuellement,
WAS est défini comme étant une immunodéficience primaire récessive liée au chromosome X
et caractérisée par un tableau clinique complexe associant microthrombocytopénie, eczéma,
infections récurrentes et une évolution vers des atteintes auto-immunes et tumeurs d’origine
hématopoiétique (lymphomes B majoritairement)?”1>8, |’étude de cette pathologie a ainsi
permis de découvrir le gene WAS, localisé sur le bras court du chromosome X, dont des
mutations conduisent a une expression défectueuse de la protéine WASP*° chez les patients
affectés. L'expression de cette protéine est restreinte au systeme hématopoiétique dans

lequel elle régule la réorganisation du cytosquelette d’actine',
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Une analyse approfondie de WASP révele une protéine structurée en 5 domaines (Figure 8).
Le role principal de WASP est actine-dépendant avec la nucléation de nouveaux filaments
d’actine en réponse a une multitude de récepteurs, comme les récepteurs aux chimiokines ou
le TCR, menant a plusieurs réponses cellulaires. Pour une analyse approfondie des réles de
WASP, au sein des lymphocytes T, je vous invite a lire la revue a laquelle j'ai contribué, se

trouvant en annexe.
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Figure 8. L’activation de WASP, ses partenaires moléculaires et le remodelage du

cytosquelette d’actine. Dans son état basal, la protéine WASP est sous forme auto-inhibée en raison de

I'interaction intramoléculaire de son domaine d’homologie au domaine verproline (VCA) et de son domaine de
liaison a la GTPase (GBD). L’association de la protéine WIP sur le domaine WH1 stabilise la forme auto-inhibée.
Lors de l'activation d'une large gamme de récepteurs de surface cellulaire (comme le TCR ou les récepteurs aux
chimiokines), la GTPAse de la famille Rho (CDC42) se lie au domaine GBD, ce qui provoque la libération du VCA.
Les activateurs WASP supplémentaires incluent la protéine PSTPIP1 et le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate
(PIP2) qui, respectivement, lient le domaine de la polyproline (PPP) et le domaine de base (B). La stabilité de
WASP actif dépend de I'état de phosphorylation du résidu de tyrosine 291 (Y291), qui est régulé par les tyrosines
kinases de la famille Src et la tyrosine-protéine phosphatase 12 (PTPN12). WASP sous forme active se lie, via son
VCA, aux protéines liées a l'actine 2 et 3 (ARP2-ARP3) et I'actine monomérique pour produire une nouvelle
branche d'actine. Le remodelage dynamique de l|'actine repose sur un équilibre entre I'activation et la

dégradation de WASP, cette derniére étant régulée par ubiquitination et médiée par le protéasome.
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Le cytosquelette d’actine étant nécessaire pour de multiples mécanismes allant de la
signalisation cellulaire a la formation de podosomes en passant par la migration cellulaire,

I'impact sur le systeme immunitaire devient alors multifactoriel.
I1l.1.a Impact sur le systeme immunitaire inné
La protéine WASP est requise pour de nombreuses fonctions a la fois au niveau des cellules

immunitaires myéloides et lymphoides. Les principaux défauts sont répertoriés ci-dessous

sous forme de schéma (Figure 9).
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Figure 9. Les fonctions de la protéine WASP au niveau des cellules immunitaires®®,

Représentation schématique des principales fonctions cellulaires affectées par la déficience en WASP dans les
cellules de I'immunité innée (neutrophiles, macrophages, cellules dendritiques) et de I'immunité adaptative
(lymphocytes T et B).

Les cellules du lignage myéloide des patients WAS présentent des défauts de phagocytose liés
a une incapacité a former des protrusions riches en actine et nécessaires a l'internalisation
des pathogénes'®?164 Ces cellules ont également des défauts dans la formation des
podosomes et du lamellipode requis pour la migration cellulaire!®®. Ce défaut de formation du

lamellipode conduit a un défaut dans le chimiotactisme de ces cellules!®®1%8 En plus du défaut
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dans la formation des protrusions riches en actine, les cellules myéloides déficientes en WASP
ont aussi une réponse aux intégrines anormale!®>170, En conséquence, ces cellules présentent
des défauts d’adhésion, de migration mais aussi de dégranulation et de relargage de radicaux
libres concernant les neutrophiles. Par conséquence de défauts d’interactions cellulaires liés
a une mauvaise organisation des synapses immunologiques, les cellules NK des patients WAS
ont une activité cytotoxique réduite!’*1’2, En outre, il a été montré chez la souris que les
défauts des cellules dendritiques déficientes en WASP impriment un défaut d’activation des

lymphocytes T173:174,

I11.1.b Impact sur le systeme immunitaire adaptatif

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

Les patients atteints de WAS présentent un nombre réduit de lymphocytes B circulants, des
défauts de formation des follicules B dans les organes lymphoides secondaires et une réponse
anticorps perturbée (faible taux d’IgM et fort taux d’IgA et IgE)'”>. Tout comme les cellules du
lignage myéloide, les lymphocytes B des patients WAS ont des défauts de migration,
d’adhésion et d’interactions cellulaires. La formation de protrusions riches en actine s’avére
également défectueuse!’®!’’. Cependant bien que le développement des lymphocytes B ne
semble pas étre affecté par la déficience en WASP, cette derniére impacte fortement leur

homéostasie et leur maturation en périphériel’817°,

D’autre part, un parametre décisif dans I'activation des lymphocytes T est la formation de la
synapse immunologique’®. Or, WASP est recrutée a la synapse immunologique et son absence
entraine un défaut de la formation de celle-ci*>38%, Ainsi en réponse a la stimulation du TCR,
I'assemblage localisé de I'actine filamenteuse et le recrutement de protéines ayant un role a
la synapse immunologique, incluant le TCR et les molécules de signalisation associées, sont
défectueux en I'absence de WASP®®L, Ceci a des répercussions sur la signalisation du TCR
menant a des défauts fonctionnels spécifiques pour chaque sous population T*82183 (Figure 7).
D’une part, I'absence en WASP meéne a une réponse des lymphocytes T auxiliaires Th1 altérée
et ainsi a un déséquilibre de la balance Th1/Th284, Ceci est non seulement di a un défaut de
formation de la synapse immunologique lors de I'activation, mais aussi au réle nucléaire de
WASP, jusqu’alors démontré comme spécifique des Th1, pour la promotion de |'expression de

T-bet'8>. Quant aux lymphocytes T régulateurs (Treg) déficients pour WASP, leur activation et
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leurs fonctions suppressives sont défectives!®187 Aprés stimulation, les Treg de patients WAS
sont anergiques et ne proliferent pas. Par ailleurs, ces Treg ont un défaut de leurs fonctions
suppressives sur la prolifération et la production d’IFNy de lymphocytes T CD4* a la fois dans

un contexte allogénique et autologue.

T helper Treg

Figure 10. Défauts des populations lymphocytaires T

CD4*. Etant donné que WASP est requise pour plusieurs

=, D i Y fonctions, son absence résulte en des défauts de fonctions
\ IS formation cellulaires. Ici sont énumérés les défauts observés dans la
 Cytokine release littérature pour les lymphocytes T CD4* primaires humains. La
N Migration  Proliferation

\ Signallin A fleche indique la fonction exercée par les Treg et les croix rouges
g g « Suppressive functions

“ Proliferation \ TGF-g production indiquent le défaut majeur des cellules WAS concernées.

¢ T-bet transcription

. N _ . 188
(specifically in Thi) Adapté de Cotta-de-Almeida et al. 20152,

Les défauts des lymphocytes T CD4*, présentés ici, peuvent expliquer en partie les
manifestations cliniques liées au syndrome, notamment la survenue de réponses
inflammatoires exacerbées et la prédisposition a I'auto-immunité. En revanche, a eux seuls,
ces défauts n’expliquent pas la susceptibilité aux infections virales récurrentes et la survenue
anormalement élevée de tumeurs. Une section plus détaillée sera dédiée a la description de
I'impact de la déficience en WASP dans l'activité cytotoxique des cellules NK et des

lymphocytes T CD8* dans différents contextes pathologiques.

Ainsi, cette déficience naturelle au niveau de cellules immunitaires primaires humaines a
permis I'identification du réle de WASP au sein d’une multitude de populations et de fonctions
cellulaires. La déficience naturelle en WASP constitue donc un modele de choix pour
approfondir le réle de la dynamique du cytosquelette d’actine dans le soutien aux fonctions
des cellules immunitaires, notamment pour I'étude de la fonction cytotoxique. Ce modéle est
plus physiologique que les expériences basées sur |'utilisation de drogues interférant avec la

dynamique du cytosquelette ou méme que les souris KO.

[1.2. Défauts d’activité cytotoxique (NK et CTL)

Comme introduit dans la premiere partie, la fonction cytotoxique, via les acteurs cellulaires

immunitaires, est essentielle pour de multiples aspects liés a la défense et I'intégrité de
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I’organisme : élimination des cellules infectées, contréle des cellules tumorales, ’lhoméostasie

et 'auto-immunité.

Les patients WAS ont une récurrence accrue aux infections bactériennes (comme des otites,
abces cutané, pneumonie, entérocolite, ou infection urinaire), virales (comme le virus de
I’'herpés HSV et le cytomégalovirus CMV) ou encore de type fongique (causant la candidose,

aspergillose et la pneumocytose due a Pneumocystis carinii)*8%:1%,

Par ailleurs, le développement de tumeurs a une occurrence fréquente dans la mise en place
du syndrome de Wiskott-Aldrich. Sullivan et collaborateurs ont notamment observé que 13%
des patients WAS développent des tumeurs a un age moyen de 9 ans et demi®l. Les

lymphomes sont les tumeurs les plus communément observées.

Tout comme le développement tumoral, I'auto-immunité a une occurrence fréquente chez les
patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. Il a notamment été estimé qu’environ 40%
des patients développent de I'auto-immunité et beaucoup d’entre eux développent plusieurs
manifestations de maladies auto-immunes®?. Par exemple, Sullivan et collaborateurs ont
reporté que les deux tiers des patients ayant des manifestations auto-immunes lié a WAS ont
de multiples désordres auto-immuns!®l. Les manifestations les plus communes inclues
I'anémie hémolytique (14%), la vasculite (13%), les atteintes rénales (12%) et l'arthrite
chronique (10%). Dans le développement du syndrome, la cause de ces manifestations auto-
immunes pourrait étre liée a la formation d’auto-anticorps ou a la présence de lymphocytes B
et T auto-réactifs. Dans le cas de développement de I'auto-immunité, comme complication du
WAS, cela pourrait aussi étre en lien evec les perturbations de ’homéostasie des lymphocytes

B et des lymphocytes T régulateurs’®1%3,

En revanche, les cas d’infections récurrentes et d’apparitions de tumeurs suggérent aussi un
défaut d’activité cytotoxique envers les cellules infectées et tumorales. Les acteurs principaux
étant les cellules NK et les CTL, quel est I'impact de la déficience en WASP sur leur fonction
lytique ? Il a été démontré que I'expression de WASP participe a I'activité cytotoxique des
cellules NK'! et des CTL™*. En revanche, la fonction cytotoxique semble étre plus
profondément affectée dans les cellules NK déficientes en WASP que dans les CTL WASP-

déficients!’2194,
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I11.2.a Les cellules NK

Le défaut d’activité cytotoxique des cellules NK a été démontré initialement pour 2 patients.
Ce défaut fonctionnel peut étre en partie compensé en augmentant le nombre de cellules NK
pour ces patients WAS?’!, Gismondi et collaborateurs ont démontré qu’en plus du défaut
d’enrichissement de I'actine, le défaut de conjugaison aux cellules cibles contribue aussi au
défaut cytotoxique des cellules NK72, L’ajout de grande quantité d’IL-2 exogéne restore les
défauts fonctionnels pour les cellules de patients WAS, suggérant que I'IL-2 puissent entrainer
une voie de signalisation indépendante de WASP qui pourrait compenser son absence. Par
ailleurs, les cellules NK provenant de patients ayant une mutation du géne WAS, conduisant a
une expression partielle de WASP (maladie de thrombocytopénie liée a I’X ou XLT), montrent
un défaut d’enrichissement de l'actine et de formation de conjugués, mais le défaut

cytotoxique est moins prononcé!’?,

D’autre part, un modele de souris WASP déficientes a démontré, non pas un défaut de
réponse primaire, mais un défaut de réponse secondaire au virus influenza!®>*%®, Cela laisse
supposer une forte importance des lymphocytes T cytotoxiques dans les phénomeénes

d’infections récurrentes des patients.

I11.2.b Les CTL

La question de I'activité cytotoxique des CTL dans le contexte de WAS a été treés peu étudiée.
La premiere étude dédiée a cette question a été menée par mon laboratoire d’accueil et a
révélé un défaut profond de prolifération des lymphocytes T CD8* lors d’une stimulation a
base d’anticorps, alors que I'activité lytique était préservée envers des blasts PHA allogéniques

et des cellules B autologues transformées par I'EBV 84,

Dans une seconde étude, notre laboratoire a montré que les CTL de patients WASP déficients
ont une capacité lytique réduite vis-a-vis de cibles de type lymphome de Burkitt, pouvant étre
restaurée en rétablissant I’expression de WASP au moyen d’un vecteur lentiviral'>*. Ce défaut
a été associé a l'organisation des granules lytiques qui semblait ne pas se polariser
complétement vers le centre de la zone de contact entre le CTL et la cellule cible tumorale. En
revanche, la capacité de dégranulation des molécules lytiques, évaluée par I'exposition de

LAMP-1, n’était pas impactée par la déficience en WASP, de méme que la polarisation du
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centre organisateur des microtubules (MTOC). Ces observations souléevent la question : que

se passe-t-il a la synapse immunologique en I'labsence de WASP ?

[11.3. Questions ouvertes

Un large éventail de questions peut s’ouvrir. En continuant sur la lancée de I'identification du
role de WASP dans l'activité cytotoxique, nous serions tentés de I'étudier dans d’autres types
cellulaires cytotoxiques comme les lymphocytes T y§, les cellules NKT, et les CD4 CTL, ou
encore l'activité cytotoxique des Treg. De méme, qu’en est-il de cette fonction cytotoxique,
pour chacune des populations aux capacités lytiques, dans tous les contextes pathologiques

(infections, cancers, auto-immunité) ou d’homéostasie ?

A I'heure actuelle, une seule étude a montré que, malgré une augmentation du nombre de

lymphocytes T y6!°’, ces cellules provenant de patients WAS ont un défaut de lysel%,

J'ai choisi ici d’ouvrir sur des questions portant sur la synapse lytique des CTL et le role de
WASP dans celle-ci. En effet la synapse lytique, et sa stabilité, est une structure de haute
importance afin de polariser les granules lytiques pour délivrer le coup létal de maniére

focalisée, afin d’effectuer une fonction lytique efficace.

I11.3.a Stabilité de la synapse

Précédemment décrit dans le laboratoire, les lymphocytes T de patients WAS, en contact avec
une APC, montrent différentes morphologies allant de normale a aberrante (protrusions
d’actine)*®!. Cela pourrait avoir pour origine des cellules anormalement dynamiques qui
oscillent entre différents états synaptiques, passant ainsi de synapses d’aspect normal a des
synapses allongées de type « kinapse »*%. La dynamique de la synapse des CTL WAS face aux
cibles, ou encore la stabilité de celle-ci, n’a pas encore été évaluée. Des expériences de
microscopie sur du vivant permettraient de déterminer le défaut de stabilité de leur synapse
au contact des cibles, par exemple dans leur phase d’arrét comme I'a démontré Fanny
Lafouresse, de notre laboratoire, pour les lymphocytes T CD4* **°, Un manque de temps
d’arrét approprié sur la cible pourrait ainsi expliquer le défaut de polarisation des granules

lytiques'>* et donc le défaut lytique.

Est-ce que la protéine WASP joue un role dans la stabilité de la synapse lytique ?
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En effet, en posant I’hypothése d’une instabilité de contact des CTL WASP-déficients avec la
cellule cible, pouvant étre de type « kinaptique » plutdét que synaptique, cela permettrait
d’expliquer que malgré une capacité a dégranuler les molécules lytiques!>*, celle-ci n’est pas
effectuée de maniére polarisée. Les granules lytiques seraient relargués a coté de la cellule

cible et ainsi les molécules lytiques pourraient avoir plus de difficulté a atteindre celle-ci.

Par ailleurs, I'hypothése d’une instabilité de la synapse suggere que |'attachement a la cellule
cible n’est pas suffisamment solide. L'intégrine principalement impliquée dans la conjugaison
de la cellule effectrice a la cellule cible est LFA-1 et par la formation d’un « ring » (au niveau
du p-SMAC). En effet, LFA-1, par son activité adhésive en liant son ligand ICAM-1, est central

dans I'ancrage des CTL a leurs cibles et pour la délivrance du coup létal.

111.3.b Activation de I'intégrine LFA-1

Nous posons ainsi la question suivante : la protéine WASP aurait-elle un role dans I'activation
de LFA-1 afin de permettre une adhésion ferme a la cellule cible pour promouvoir la stabilité

de la synapse ?

Tout d’abord, LFA-1 est une intégrine pouvant se présenter sous 3 formes : une premiére en
conformation fermée, puis intermédiaire ayant une faible affinité pour le ligand ICAM-1 et
enfin une conformation ouverte de haute-affinité2%. Sachant que I'inside-out signaling, suite
a la stimulation du TCR, entraine I'activation de LFA-1, est-ce que WASP est impliqué dans ce
phénoméne ? Nous formulons I’"hypothése que oui, en partie parce qu’il a été démontré, pour
les cellules NK de patients WAS, que la voie Cdc42/WASP est essentielle a I'activation de LFA-
1 en réponse aux chimiokines pour I'augmentation de son adhésion par un changement
conformationnel et donc la migration'’®, Si cette hypothése se vérifie, il conviendra de
comprendre s’il s’agit d’'une action directe ou indirecte de WASP. La protéine WASP, activée
par des récepteurs aux chimiokines ou par la signalisation du TCR, pourrait ainsi interagir
directement avec LFA-1 et permettre son activation. Sachant qu’il existe un activateur de LFA-
1 associé au cytosquelette d’actine, la taline??!, il semble cependant plus probable que WASP
favoriserait le recrutement de la taline au niveau de LFA-1. Etant donné que la taline et WASP
sont recrutés a la SI1202203 WASP pourrait interagir directement avec celle-ci. En outre, la taline
joue un réle dans la formation des « clusters » de LFA-1 qui régulent la force d’adhésion?°?. 1|

serait donc approprié de mesurer la taille des clusters de LFA-1 a la synapse, ainsi que leur
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nombre et leur densité dans le contexte des CTL de patients WAS. Pour ce faire, nous
pourrions utiliser des techniques de super-résolution comme le SIM (Structured Illumination

Microscopy) ou le dSTORM (direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy).
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IV. Activité cytotoxique des lymphocytes T régulateurs : application thérapeutique

Ma passion pour les lymphocytes T ayant une activité cytotoxique m’a amenée a m’intéresser
a leurs mécanismes non seulement dans des contextes sains et pathologiques, mais
également dans le cadre d’applications thérapeutiques. Par définition, I'immunothérapie
permet la prévention ou le traitement de maladies avec des substances stimulant la réponse
immunitaire. Elle s’est tout d’abord présentée sous la forme de thérapies vaccinales ou a base
d’anticorps, majoritairement pour lutter contre les infections virales ou bactériennes. Ces
progrés de la médecine ont permis d’accroitre considérablement la longévité de la population
humaine. Cependant, I'allongement de la vie combiné a des facteurs environnementaux ont
résulté en la recrudescence de cas de cancers et de maladies auto-immunes. Ces pathologies
soulevent de nouveaux challenges pour l'immunothérapie. Le développement de
I'immunothérapie anti-tumorale commence dans les années 1960 par des greffes de moelle
osseuse permettant un transfert de cellules immunitaires, avec un grand engouement dans
les années 1980/1990 grace a la découverte de CTLA-42%4 et PD-12°° ainsi que 'effet de leur
blocage permettant de lever le « frein » a I'activation des lymphocytes T296207 Ainsi les
techniques de vaccinations et d’anticorps ont été appliquées au traitement anti-cancéreux,
avec des résultats prometteurs en clinique avec I'exemple de thérapies a base d’anticorps
anti-CTLA-4 (Ipilimumab et Tremelimumab) pour le mélanome?®. Par ailleurs, face a la
diversité des tumeurs, de nouveaux concepts ont vu le jour avec, par exemple, la stimulation
des lymphocytes T in vivo par le transfert de cellules présentatrices de I'antigéne chargées
avec des antigénes tumoraux?°°-211, De méme, dans le contexte de pathologies auto-immunes,
de nouvelles stratégies ont été développées comme I'induction de I'anergie des lymphocytes
T réactifs?’?, linduction de la tolérance immunitaire?'®?% ou encore la déviation

phénotypique?!>216,

Une technique plus récente de thérapie a base de transferts de lymphocytes T, en cours
d’évaluation clinique, semble prometteuse?'’~21°, En effet, un apport direct par I'injection de
cellules correctement éduquées et armées, I'élimination des cellules tumorales ou le contréle

de l'inflammation pourraient étre plus efficaces.
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IV.1. Vue générale des thérapies cellulaires a base de lymphocytes T

Ainsi, deux grandes catégories de thérapies cellulaires ont vu le jour : une premiere visant a
éliminer les cellules cancéreuses et une seconde visant a atténuer les inflammations
exacerbées comme dans le cas de maladies auto-immunes, inflammatoires chroniques ou
encore le rejet de greffe. Ces immunothérapies cellulaires sont encore actuellement en essais
cliniques impliquant un large éventail de populations immunitaires qui couvrent I'immunité
innée et adaptative. Je consacrerai les prochaines sous-parties aux populations
lymphocytaires T utilisées dans le cadre de thérapies cellulaires anti-tumorales, puis dans le

contexte anti-inflammatoire.

IV.1.a Thérapie cellulaire anti-tumorale

De maniére générale, au cours de I'histoire naturelle du développement tumoral, la réponse
immunitaire se révéle inefficace. Ce constat est a I'origine de nombreux travaux de recherche
dont I'objectif a terme est de concevoir de nouvelles approches thérapeutiques du cancer. Les
populations immunitaires connues pour leur activité anti-tumorale, notamment par leur
fonction cytotoxique, sont les lymphocytes T CD8* cytotoxiques et les lymphocytes Tyd
devenant ainsi un choix tactique préférentiel. Le concept de base est alors d’amplifier sur le

plan qualitatif et quantitatif, ex vivo ou in vitro, ces effecteurs de la réponse anti-tumorale.

L'équipe de Rosenberg a pu démontrer dés 1984, par une expérimentation pionniére,
I'efficacité d’injections de lymphocytes activés permettant la réduction du nombre et de la

taille des métastases dans plusieurs modeéles de tumeurs murines??°,

Depuis, ce procédé a été amélioré pour une adaptation en clinique. Concernant les
lymphocytes T y5, plusieurs études ont indiqué la siireté et une efficacité dans le cadre des
cancers des poumons et des métastases rénales??7223, Malgré cela, les stratégies en
immunothérapie des tumeurs se fondent principalement sur l'activation de la réponse

lymphocytaire T spécifique.

Certaines équipes de recherches ont mené des essais cliniques avec des lymphocytes infiltrant
la tumeur (TIL). Par exemple, dans les cancers du rein métastasés, ces essais ont donné des
réponses partielles a complétes. Dans le cas de I'équipe de Belldegrun, un essai de phase i, la

moitié des patients a recu des suspensions cellulaires enrichies en T CD8 (plusieurs milliards
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de cellules) et c’est dans ce groupe que le plus grand nombre de réponses a été observé??*,
Des essais cliniques pour le traitement des mélanomes par des lymphocytes activés ont
également été menés en France. En 2003, un essai a Nantes montre une augmentation
significative de la survie sans rechute des patients traités par des lymphocytes activés, par
rapport au groupe témoin??>. Une corrélation est observée entre I'efficacité clinique et le

pourcentage de lymphocytes T spécifiques des antigénes de tumeur.

En effet, la spécifité pour des antigénes tumoraux est primordiale, c’est pourquoi la
récupération de lymphocytes T CD8* naifs spécifiques, pour une amplification in vitro, est aussi
une stratégie. En revanche celle-ci se révele particulierement difficile par leur quantité faible
et variable d’'une personne a une autre. C’est pourquoi une nouvelle stratégie a été mise en
place : des lymphocytes T génétiquement modifiés pour exprimer un TCR modifié ou un
récepteur de I'antigéne chimérique (CAR), afin de contrdler leur reconnaissance spécifique?°.
Tres récemment, en aolt 2017, une thérapie a base de lymphocytes CAR a été approuvée, par
la FDA (Food and Drug Administraion, Etats-Unis) pour le traitement d’enfants atteints de la

leucémie lymphoide aigug??”-228,

IV.1.b Thérapie cellulaire anti-inflammatoire

Les pathologies inflammatoires sont trés répandues et sont principalement des maladies
chroniques dévastatrices, incluant des maladies auto-immunes (ex diabéte de type 1) ou des
maladies inflammatoires de lintestin (ex maladie de Crohn), ainsi que les troubles
inflammatoires liés a la transplantation (lors d’'un rejet de greffe). Connaissant le
fonctionnement de la réponse immunitaire, les premiéres thérapies étaient basées sur des
drogues anti-inflammatoires afin de tempérer celle-ci. Ainsi, le développement de thérapies
plus ciblées sur l'inflammation due a la pathologie chronique devient nécessaire. Les
avantages théoriques de la thérapie cellulaire a base de lymphocytes T régulateurs (Treg) pour
les maladies auto-immunes sont perceptibles. En effet, les cellules, en particulier des Treg
antigene-spécifiques, devraient controler l'inflammation sans induire de suppression
immunologique systémique ou la suppression massive de cellules immunitaires non

spécifigues comme cela se produit avec les traitements immunosuppresseurs actuels.
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Etant donné que la grande famille des populations de lymphocytes T régulateurs est décrite
comme ayant un fort potentiel de régulation de I'inflammation par leur activité suppressive,
il semble alors naturel de vouloir les potentialiser dans le cadre de ces pathologies
inflammatoires. Malheureusement, la survenue de la plupart des pathologies chroniques
inflammatoires citées précédemment ont pour point commun un échappement a la vigilance
des Treg et/ou un dysfonctionnement de celles-ci??°. Différentes stratégies ont alors émergé,
soit pour induire ou booster les Treg in vivo, soit pour expandre les Treg in vitro afin de les
transférer aux patients. Parmi la multitude de populations Treg qui a été identifiée, deux
populations ont été fortement étudiées et bien caractérisées : les Treg exprimant le facteur
de transcription Foxp3 (Foxp3* Treg) et les lymphocytes T régulateurs de type 1 (Trl) (Figure
11). Les Foxp3* Treg peuvent dériver du thymus (tTreg) ou étre induits en périphérie
(pTreg)3%231, Indépendamment de leur origine, les deux sous-populations sont caractérisées
par I'expression constitutive de la chaine a du récepteur a I'lL-2 (CD25), I'absence de la chaine
a du récepteur a I'lL-7 (CD127) et I'expression du Foxp3232. Au fur et @ mesures des années,
plusieurs molécules ont été identifiées a la surface des Treg humains, en lien avec leur fonction
suppressive, avec par exemple : CTLA-4233, GITR?34, et CD392%. En revanche, I'expression de
ces molécules n’est pas exclusive aux Treg étant donné que celles-ci sont parfois aussi
exprimées par les lymphocytes T conventionnels activés. Les mécanismes supplémentaires de
suppression décrits pour les Treg incluent aussi la sécrétion de cytokines
immunosuppressives, comme I'IL-10%36, le TGF-B%7 et I'IL-35238, mais aussi la cytolyse directe
des T effecteurs et des APC via le couple granzyme/perforine?3, la diminution de la capacité

de stimulation des APC via CTLA-4%%0, |a privation cytokinique?*

, et la génération de
métabolites immunosuppressifs comme I'adénosine?*? et ’AMP cyclique (AMPc)?%3. Ainsi, les

Foxp3+ Treg ont une grande variété d’armes a leur disposition.
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Figure 11. Représentation schématique des marqueurs de surface et intracellulaire ainsi que

des mécanismes d’actions caractérisant les deux populations Treg : Foxp3* Treg et Tr1%4%, Les

caractéristiques uniques et partagées des deux types cellulaires sont listées dans les cadres.

Concernant les Trl, ils sont principalement caractérisés par une forte production d’IL-10, de
TGFB, de quantités variables d’IFNy et peu d’IL-2 et d’IL-4?%>2%¢_ De cette maniére, une
multitude de sous-populations a été identifiée au cours des années mais I'une d’entre elles a
été particulierement étudiée : ces Trl expriment a leur surface CD49b et LAG-3?*’. De maniére
similaire aux Foxp3* Treg, ils expriment CTLA-42%8, |COS?*°, CD39 et CD73%°°, En revanche, ils
n‘expriment pas Foxp3 de maniére constitutive?>!. Toutefois, ils peuvent I'exprimer de
maniére transitoire lors de leur activation, méme si le niveau d’expression n’atteint pas celui
des Foxp3* Treg?>>72>4. Le mécanisme principal par lequel les Trl contrélent la réponse

immunitaire est réalisé par la sécrétion d’IL-10 et de TGFB. De plus, de nouvelles études
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suggerent une régulation immunitaire par une activité de lyse envers les APC via le couple

granzyme B/perforine?®.

Enfin, des résultats prometteurs venant d’études précliniques chez la souris ont permis de
convaincre le monde de la recherche que les Treg peuvent étre utilisés afin de controdler la
maladie du greffon contre I’'h6te (GvHD), de méme que le rejet d’organes ou les maladies
auto-immunes?>>7%>7, Le défi actuel des essais cliniques chez 'Homme est alors la purification
de ces populations Treg et leur expansion in vitro tout en gardant leur phénotype régulateur
stable. En 2004, des études ont démontré le potentiel de I'isolation de Treg CD4* CD25bright
(Foxp3* Treg) a partir du sang périphérique et de leur expansion in vitro pour une réinjection
aux patients sous des conditions cliniquement contrdlées?>®2>°, Une expansion in vitro efficace
de Treg humains a été précédemment décrite, celle-ci est effectuée grace a une stimulation a
base de billes coatées avec les anticorps monoclonaux anti-CD3 et anti-CD28 et de fortes

doses d’IL-2 permettant aussi le maintien du phénotype régulateur?>8.

Ainsi, de nos jours, plusieurs équipes de recherches et entreprises, implantées dans différents
pays comme les Etats-Unis, I'ltalie, la Pologne ou la France, ont terminé les premiéres phases
d’essais cliniques (Tableau 3). La majorité de ces études cliniques impliquent la population de
Foxp3* Treg, soit fraichement purifiée, soit amplifiée in vitro préalablement au transfert
adoptif. Le contexte pathologique de ces études regroupe deux grandes catégories : la
maladie du greffon contre I’ho6te (GvHD) suite a des transplantations de cellules souches
hématopoiétiques (HSCT) de donneurs compatibles au niveau HLA (HLA-HSCT) ou seulement
compatibles a 50% (« haplo-identique », Haplo-HSCT) ; ainsi que le diabete de type 1. Par
ailleurs, a I'heure actuelle, une seule étude, CATS1, a été terminée sur le potentiel des Tr1 en
thérapie cellulaire pour le traitement d’une maladie auto-immune inflammatoire chronique.

Il s’agit du produit thérapeutique Ovasave® développé en France par I’entreprise TxCell.
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Identification Produit cellulaire Maladie Sareté | Efficacité | Référence
de I'essai
N.A Treg CD4* CD25M&" CD127 GvHD apres HLA-HSCT Oui N.A
dérivés du sang d’un pour des tumeurs 260
donneur, prolifération in hématopoiétiques
vitro
NCT00602693 | Treg CD4* CD25* dérivés du | GvHD aprés DUCBT pour Oui Oui
sang de cordon ombilical, des tumeurs 261
prolifération in vitro hématopoiétiques
CEAS Umbria Treg CD4* CD25* GvHD apres haplo-HSCT Oui Oui
Protocole N° fraichement purifiés du pour des tumeurs 262
01/08 2008 sang d’un donneur hématopoiétiques
CEAS Umbria Treg CD4* CD25* GvHD apres haplo-HSCT Oui Oui
Protocol N° fraichement purifiés du pour des tumeurs 263
0108 sang d’un donneur hématopoiétiques
NKEBN/8/2010 | Treg CD4* CD25"e"CD127- Diabéte de type 1 Oui N.A
autologues, prolifération in 264
vitro
ALT-TEN Lymphocytes T anergisés GvHD apres haplo-HSCT Oui N.A
avec I'lL10 provenant d’une | pour des tumeurs 265
infusion de lymphocytes hématopoiétiques
d’un donneur
N.A Treg CD4* CD25*CD127 Diabéte de type 1 Oui N.A
autologues, prolifération in 266
vitro
CATS1 Ovasave®, Clones Maladie de Crohn Oui Oui
autologues Trl ova- réfractaire 267
spécifiques

Tableau 3. Essais cliniques de thérapies cellulaires a base de Treg terminées. Adapté de Gregori

et al.?*

IV.2. Thérapie cellulaire Ovasave®

Avant de vous détailler le produit thérapeutique Ovasave®, je souhaite présenter brievement

I’entreprise TxCell ainsi que ses objectifs de développements thérapeutiques.

IV.2.a Démarche de développement thérapeutique de I'entreprise TxCell

TxCell SA, «spin-off » de l'Inserm, a été créée en 2001. TxCell est une société de

biotechnologies développe des plateformes d‘immunothérapies cellulaires T

qui
personnalisées innovantes pour le traitement de maladies inflammatoires et auto-immunes
séveres. TxCell cible différentes maladies auto-immunes dont la maladie de Crohn, le lupus
rénal, la pemphigoide bulleuse et la sclérose en plaques, ainsi que les rejets de greffe. TxCell
est la seule société de thérapie cellulaire au stade clinique qui soit focalisée exclusivement sur

les lymphocytes T régulateurs (Treg). Contrairement aux approches classiques basées sur des

Treg polyclonaux non-spécifiques, TxCell ne développe que des Treg spécifiques d’antigéne.
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Cette spécificité antigénique peut provenir soit de modifications par génie génétique pour
ajouter un récepteur dit chimérique (CAR), soit du récepteur des cellules T (TCR)
naturellement présent a la surface des Treg. TxCell développe ainsi deux plateformes

technologiques, ENTrIA et ASTrIA (Figure 12).

Produit Indication Recherche Préclinique Clinique

ENTrIA (CAR-Treg)

ENTX#SOT Transplantation ® il !nserm
ENTX#LN Lupus rénal & & \ L
ENTX#BP Pemphigoide bulleuse @ > L s
ENTX#MS Sclérose en plaques & il !nserm
ASTriA
?gfas_?r‘::;.] Maladie de Crohn, MICI @ >

Col-Treg Uvéite non-infectieuse @

Figure 12. Représentation schématique du portefeuille de recherche & développement de

TxCell. Adapté du site www.txcell.com.

La plateforme ENTrIA (Engineered Treg for Inflammation and Autoimmunity) repose sur le
développement de Foxp3* Treg génétiqguement modifiés (CAR-Treg), tandis que la plateforme
ASTrlIA (Antigen-Specific Treg for Inflammation and Autoimmunity) est basée sur les Trl
sélectionnés pour leur spécificité a un antigéne donné. Le produit thérapeutique le plus

avancé actuellement fait notamment partie de la plateforme ASTrIA ; il s’agit de I’Ovasave®.

IV.2.b Ovasave® : un produit thérapeutique ciblé pour la maladie de Crohn

La thérapie cellulaire Ovasave® a été développée pour des patients atteints de la maladie de
Crohn qui se sont avérés réfractaires a tous les autres traitements disponibles. Cette
pathologie affecte a la fois des hommes et des femmes avec une estimation d’environ 1 million
de patients atteints au sein de la communauté européenne, et une incidence de 50 800
nouveaux cas par an?%8, La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire récurrente de la
mugqueuse gastro-intestinale qui peut affecter I'ensemble du tractus gastro-intestinal de la
cavité buccale jusqu’a I'anus. L'inflammation chronique de la paroi intestinale conduit a la
perte de fonction physiologique de I'intestin. A I’heure actuelle, la cause exacte de la maladie

n’est pas encore entiérement élucidée. Cette pathologie est multifactorielle et de nombreuses
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composantes semblent étre étroitement intriquées pour provoquer ce phénotype complexe.
Cela a notamment été bien indiqué dans plusieurs revues?®27°_ Afin de poser le diagnostic de
cette pathologie, un seul test ne suffit pas, il est nécessaire d’intégrer I'ensemble des
découvertes physiques, comme les douleurs abdominales, diarrhées, perte de poids, nausées,
et vomissements, ainsi que les données venant d’études d’imageries, du laboratoire ou
d’histopathologie?’!. En effet, par endoscopie et analyses de biopsies, les trois phénotypes :
inflammation, structure et pénétration sont évalués. Une fois le diagnostic posé, le suivi de
I’état des patients est principalement fait par le dosage de la protéine C réactive, et le bien-
étre du patient est suivi par I'index d’activité de la maladie de Crohn (CDAI)?’%273, Un CDAI
inférieur a 150 correspond a une maladie de Crohn inactive, compris entre 150 et 450 a la

maladie active et supérieur a 450 a une maladie sévére.

A l'heure actuelle, une multitude de médicaments sont déja présents sur le marché, allant des
anti-inflammatoires (ex Mésalazine) aux corticostéroides (ex prednisone, prednisolone)
jusqu’aux immunosuppresseurs comme les anti-TNF?’4, Le désavantage de ces traitements,
mis a part les effets secondaires potentiels, est la perte de réponse a ceux-ci. Les patients
développent une résistance, on parle alors de maladie de Crohn réfractaire. Ceci représente

donc un nouveau challenge auquel TxCell répond par la thérapie cellulaire Ovasave®.

TxCell propose une thérapie cellulaire autologue dont le procédé d’obtention des cellules
repose sur un seul échantillon de sang du patient (Figure 13). Ensuite, apres purification des
PBMCs, ceux-ci sont mis en culture en présence de I'antigéne, I'ovalbumine (Ova), afin de
I’enrichir en populations lymphocytaires spécifiques de cet antigene. Une étape de clonage
par dilution limite est par la suite effectuée pour permettre la sélection de clones ayant un
profil de lymphocytes Trl en réponse a I’Ova. Une expansion cellulaire in vitro est ensuite
nécessaire afin d’obtenir un grand nombre de lymphocytes (au moins 450 millions), stockés
par la suite sous forme de produits médicaments congelés. L’administration au patient se fait
ensuite par intraveineuse, immédiatement aprés décongélation. De maniére concomittante,
le patient doit manger une meringue par jour afin d’étre sir de la présence de I'antigéne Ova

au niveau du tractus digestif.
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Figure 13. Représentation schématique du procédé de production des Trl Ova-spécifiques

pour la thérapie cellulaire Ovasave®.

La premiére phase d’essai clinique I/l1la, nommée CATS1 (Crohn’s And Treg cells Study 1), a été
conduite sur 20 patients atteints de la maladie de Crohn réfractaire?®’. Cette étude a été
menée sur 12 semaines, avec une seule injection par patients et 4 groupes de patients ayant
chacun une dose croissante : 108, 107, 108 et 10° de Ova-Tr1 autologues. Comme indiqué dans
le tableau 3, cette étude a permis de démontrer la slireté du produit thérapeutique, mais a
aussi permis d’obtenir des indications d’efficacité. En effet, la réduction de I'activité de la
maladie de Crohn s'est produite chez 40% de tous les patients a 5 semaines et 8 semaines
apres l'injection. Dans le groupe recevant la plus faible dose de cellules, 75% ont eu des
réponses et une réduction marquée de l'activité de la maladie de Crohn pendant la période
d'étude, 38% étaient en rémission a 5 semaines et 25% étaient encore en rémission a 8

semaines.

IV.3 Hypotheses de travail sur le mécanisme d’action des Tr1 Ovasave®

Sachant que l'activité effectrice des lymphocytes T régulateurs peut étre effectuée par de
multiples mécanismes d’actions introduits précédemment, nous posons la question du
mécanisme principal des cellules thérapeutiques composant I'Ovasave®. En premiere partie,
je vais aborder les mécanismes d’activités suppressives dits classiques et en second, le

mécanisme d’activité cytotoxique.
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IV.3.a Activité suppressives « classiques »

Les lymphocytes T régulateurs de type 1 sont de forts producteurs de la cytokine
immunosuppressive IL-10, et il a été proposé que leur fonction suppressive est principalement
basée sur celle-ci**>. Notamment, TxCell sélectionne les clones Tr1 de patients sur la base de
leur réponse cytokinique (dont I'lL-10) ce qui suggere que ces cellules utilisent cette cytokine
afin de controler I'inflammation, particulierement sur les lymphocytes T effecteurs. Les
cellules thérapeutiques sélectionnées pour chaque patient ont ainsi une capacité de sécrétion
comparable, pour autant tous les patients ne sont pas répondeurs a cette thérapie. Ceci

pourrait suggérer que ce mécanisme n’est pas le seul impliqué dans la réponse des patients.

Pour une action directe sur les lymphocytes T effecteurs, les Trl peuvent effectuer une
perturbation métabolique par la production d’adénosine a 'aide des ecto-enzymes CD39 et
CD73. De plus, une activité immunosuppressive indirecte sur les cellules présentatrices de
I'antigene via CTLA-4 ou GITR n’est pas a exclure. Les molécules permettant ces mécanismes
sont exprimées de maniére variable selon les clones, et pour certains, trés peu exprimées.
Cela suggere que si ces mécanismes interviennent dans le contréle de I'inflammation, ceux-ci

seraient minoritaires.

Dans ce chapitre IV, jai présenté les thérapies cellulaires a base de transferts adoptifs de
lymphocytes T. D’un c6té, il y a les thérapies de lymphocytes T aux capacités cytotoxiques
pour le traitement des cancers, de [l'autre les lymphocytes T aux capacités
immunosuppressives pour le traitement de maladies inflammatoires. Or, pourquoi la fonction

cytotoxique ne pourrait-elle pas participer elle aussi a I'inflammation ?

IV.3.b Activité cytotoxique

Parmiles mécanismes d’actions décrits pour les Tr1246, I’activité cytotoxique envers les cellules
APC myéloides en fait partie. Celle-ci a notamment été démontrée par Magnani et
collaborateurs?®. La reconnaissance de la cible est effectuée par DNAM-1, CD2 et le CMH de
classe | de maniere antigéne-non-spécifique, puis la fonction lytique est médiée par le couple
granzyme B et perforine. Les cellules thérapeutiques expriment notamment un cocktail de
molécules lytiques (présentées en détails dans la partie résultats). Par ailleurs, les résultats de
I’étude CATS1 démontrent, pour la dose la plus efficace de 10° cellules injectées, une

diminution du score CDAI avec en paralléle une diminution du nombre de monocytes pro-
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inflammatoires circulants. Ces données suggeraient qu’une élimination des monocytes pro-

inflammatoires aurait pu advenir par I'action des Ova-Tr1.

Nous formulons ainsi I’'hypothése que les Trl thérapeutiques ont pour principal mécanisme

d’action, une activité cytotoxique dirigée préférentiellement envers les cellules myéloides de

type monocytaire.
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La capacité a éliminer des cellules cibles par une activité directe de lyse me passionnant, j'ai
souhaité développer de nouvelles méthodes de mesure et d’analyse de celle-ci au cours de

ma thése.

Le premier défi a été d’aller au-dela des tests de cytotoxicité classiques sur des temps courts,
comme 4h, avec un ratio de cellules effectrices en excés par rapport aux cellules cibles. En
effet, cela a eu pour objectifs de (i) se mettre dans des conditions plus proches de la
physiologie avec des temps prolongés et un excés de cibles, et de (ii) tester la capacité des CTL
a effectuer une lyse soutenue dans le temps. De plus, nous avons voulu répondre a la question

fondamentale de la participation de chaque CTL individuel a I’activité de lyse globale.

Une fois ces outils de mesure de I'activité de lyse soutenue mis en place, en cytométrie en flux
et en microscopie en temps réel, je les ai appliqués a deux contextes : I'un pathologique par
I’étude de CTL issus de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS), et I'autre
thérapeutique par I’étude de lymphocytes T régulateurs de type 1 (Trl) produits dans le cadre
d’une thérapie pour la maladie de Crohn (Ovasave®). D’un c6té, I'objectif a été de caractériser
le défaut d’activité cytotoxique des CTL WAS, et ainsi le niveau d’implication moléculaire de la
protéine WASP dans I'activité de lyse. De I'autre, |'objectif a été de mettre en évidence la
capacité d’utilisation d’une activité cytotoxique par des lymphocytes T régulateurs a visée

thérapeutique, et d’explorer les mécanismes moléculaires de cette lyse.

L'exposition des résultats obtenus au cours de mon séjour au sein du laboratoire se

présenteront donc en trois parties, suivant mes trois principaux objectifs :

- Caractérisation de la lyse soutenue sur des temps prolongés en présence d’'un
exces de cellules cibles, ainsi que la participation individuelle des CTL a cette lyse.

- Application au contexte pathologique : Caractérisation du défaut lytique de CTL
issus de patients WAS.

- Application au contexte thérapeutique: Mise en évidence d’une capacité
cytotoxique de lymphocytes Trl a visée thérapeutique pour le contréle de

I'inflammation dans le cadre de la maladie de Crohn.
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Résultats
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En accord avec les objectifs introduits précédemment, les résultats seront présentés en trois
parties correspondant a mes trois contributions scientifiques publiées ou sur le point d’étre
publiée. Celles-ci sont en anglais, langue dédiée pour la communication scientifique, mais un
résumé du contexte scientifique, de I'objectif et des résultats, en frangais, précédera chaque
article. En outre, une discussion des perspectives a ces études, en francais, succedera chaque

article.

Afin de clarifier ma contribution a chaque article présenté ici, un encadré comme celui-ci

sera présent a la fin de la présentation du contexte, de I'objectif et des résultats en francais.
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Partie 1. Hétérogénéité individuelle intra-clonale de lymphocytes T CD8" cytotoxiques

lors d’une activité de lyse soutenue

Individual human cytotoxic T lymphocytes exhibit intraclonal

heterogeneity during sustained killing

Zilton Vasconcelos, Sabina Miiller, Delphine Guipouy, Wong Yu, Claire Christophe, Sébastien

Gadat, Salvatore Valitutti, and Loic Dupré.

publié en 2015 dans la revue Cell Reports

L'importance de I'activité cytotoxique de lymphocyte T CD8* a été amplement décrite et
évaluée depuis la mise en place du test de lyse par relargage du chrome (Cr°!) en 19682%7>,
Ainsi, I'activité de lyse au niveau de populations polyclonale et clonale a pu étre appréhendée
dans différentes conditions mimant des contextes pathologiques comme l'infection ou le
processus tumoral. En revanche, au sein d’'une population, le degré d’implication de chaque

cellule tueuse a I'activité de lyse globale n’a pas encore été étudié.

L’objectif de ce travail était donc de déterminer I'activité de lyse individuelle au sein d’une

population clonale de lymphocytes T CD8* humains.

Pour réaliser cette étude, nous avons produit des lignées clonales de lymphocytes T CD8*
primaires ayant une spécificité pour un peptide de la protéine p65 du cytomégalovirus. Ce
modele d’étude a pour avantage de (i) avoir une population de CTL identique génétiquement
et (ii) une reconnaissance des cibles via le complexe peptide/CMH-I, similaire aux conditions
physiologiques. Afin d’étudier la participation de chaque cellule individuelle a la lyse globale,
nous avons mis en place une combinaison de tests de lyse, a la fois en cytométrie en flux et
en microscopie, ol les CTL sont face a un excés de cibles sur des temps prolongés (au-dela du
test classique réalisé en 4h). Ceci permet donc de défier leur capacité de lyse multiple et de

mesurer la cinétique de I'élimination des cibles au cours du temps.

Notre étude démontre une importante capacité des CTL a contrdler un exces de cellules cibles

sur des temps prolongés (jusqu’a 72h). De maniere individuelle, les CTL sont capables
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d’éliminer jusqu’a 12 cellules cibles en 12h. En revanche, la contribution individuelle des CTL
a l'activité de lyse globale est trés hétérogene. Des analyses statistiques plus approfondies ont
permis de révéler, au sein d’'une population clonale, qu’une sous-population de CTL a fait
preuve d’une capacité de lyse élevée. Le développement de cette sous-population nécessite
une forte activation du TCR et démontre un comportement de lyse « accéléré ». La mise en
place de ce comportement est différée dans le temps. Ainsi, I'activité cytotoxique des CTL est
un processus cumulatif reposant sur une capacité individuelle hétérogene de lyse permettant
d’effectuer de la lyse multiple et sur la mise en place différée d’une activité de lyse

« accélérée ».

Un tel processus pourrait permettre aux CTL de calibrer leur réponse au niveau de la

population face a un exces de cibles.

Jai eu I'opportunité de travailler sur ce projet pendant mon année de Master ou j'ai
beaucoup appris au co6té de Zilton, surtout sur les c6tés techniques comme ses
vidéomicroscopies en micromesh et les tests de lyse sur des temps prolongés. Ma
contribution qui apparait dans cet article est une analyse approfondie des résultats de
vidéomicoscopies obtenues pour les CTL individuels. Je cherchais alors a identifier ce qui
pouvait différencier les CTL a forte capacité cytotoxique versus ceux qui en démontrent peu.
J'ai alors exploré une multitude de parametres comme la vélocité, chaque événement de
lyse, le nombre de contact avec les cibles, le lien entre nombre de cibles en contact et
évenement de lyse ou alors j’ai suivi le tracé du CTL et essayé de déterminer son caractére
« exploratoire » ou non envers les cibles. Cette étude approfondie a pu mettre en évidence
les événements de lyse accélérés, une des caractéristiques des CTL a forte capacité
cytotoxique (Figure 5). En paralléle, j’ai souhaité expliquer la survenue de ces derniers par
plusieurs hypothéses dont un métabolisme plus élévé avec une forte consommation de
glucose mais ces recherches-ci n’ont pas aboutie. Pour finir, j’ai tout de méme pu participer

aux révisions finales permettant la publication de cet article.
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SUMMARY

The killing of antigen-bearing cells by clonal popula-
tions of cytotoxic T lymphocytes (CTLs) is thought to
be a rapid phenomenon executed uniformly by indi-
vidual CTLs. We combined bulk and single-CTL
killing assays over a prolonged time period to pro-
vide the killing statistics of clonal human CTLs
against an excess of target cells. Our data reveal ef-
ficiency in sustained killing at the population level,
which relied on a highly heterogeneous multiple
killing performance at the individual level. Although
intraclonal functional heterogeneity was a stable trait
in clonal populations, it was reset in the progeny of
individual CTLs. In-depth mathematical analysis of
individual CTL killing data revealed a substantial pro-
portion of high-rate killer CTLs with burst killing activ-
ity. Importantly, such activity was delayed and
required activation with strong antigenic stimulation.
Our study implies that functional heterogeneity al-
lows CTL populations to calibrate prolonged cyto-
toxic activity to the size of target cell populations.

INTRODUCTION

The major mechanism by which cytotoxic T lymphocytes (CTLs)
kill specific target cells relies on the secretion of Iytic molecules
contained in specialized granules. Upon antigen recognition at
the surface of target cells, CTLs assemble a lytic synapse that al-
lows stable adhesion and secretion of lytic molecules (Dustin
and Long, 2010). Lethal hit delivery can occur within a few
minutes after the initial contact between CTLs and target cells
(Poanie et al., 1987), and in addition, it is triggered at antigen
concentrations much lower than those required for full activation
and cytokine production (Faroudi et al., 2003; Purbhoo et al.,
2004; Valitutti et al., 1996). Another distinct feature of CTLs is
their propensity to kill multiple target cells (Macken and Perelson,

1474 Cell Reports 17, 1474-1485, June 9, 2015 ©2015 The Authors

1984; Perelson and Bell, 1982; Rothstein et al., 1978), either
simultaneously or serially by bouncing from one target cell to
another (Wiedemann et al., 2006). Together, the above reported
CTL features contributed to put forth the notion that CTL-medi-
ated cytotoxicity is a binary response, rapidly elicited via the
release of small Iytic quanta, sufficient to annihilate individual
target cells.

Recent studies have brought to light the concept that during
the activation of naive CD8™ T lymphocyte populations, individ-
ual precursors display heterogeneous responses in terms of
expansion rate and differentiation (Beuneu et al., 2010; Buchholz
el al., 2013, Gerlach et al., 2013), with diversification occurring
both at interclonal and intraclonal levels (Lemaitre et al., 2013),
Rather than being a source of inconsistent T cell responses, het-
erogeneous individual behaviors appear to give rise to robust
T cell responses at a population level by an averaging process
(Buchholz et al., 2013).

Inthis context, we asked what level of heterogeneity individual
CD8" T cells might display in their cytotoxic function. This ques-
tion can be best addressed by studying CTL multiple killing
capability in conditions in which individual CTLs are challenged
by an excess of target cells. CTL killing efficiency is usually eval-
uated by measuring the percentage of dead target cells resulting
from a 4-hr incubation with CTLs at a relatively high cell density
and effector to target (E:T) ratio (Thorn and Henney, 1976; Zeljle-
maker et al,, 1977). Although useful in estimating and comparing
the killing potential of different CTL populations, the conventional
assays fail to consider individual CTL behavior.

We developed here a combination of flow-cytometry- and mi-
croscopy-based assays to provide kinetic measurements of
target cell elimination by individual human CTLs belonging to
clonal populations. Our data reveal that CTLs are endowed
with a previously unappreciated ability to control an excess of
target cells over prolonged time frames. Individual CTLs were
able to eliminate up to 12 target cells in 12 hr. However, the
contribution of individual CTLs to the control of target cells
was very heterogeneous, A similar variability of individual killing
performance was measured in different clones. In-depth statisti-
cal analysis revealed that within a clone, only a subset of CTLs
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displayed a high-rate kiling capability. This subset developed
upon contact with the target cells, required a strong T cell recep-
tor (TCR)-mediated CTL activation, and displayed a burst kinetic
behavior. Rather than being imprinted. such behavior was reset
in the progeny of individual cells. Together, our data reveal that
the cytotoxic activity of human CTLs is a cumulative process.
It results from the heterogeneous multiple killing capacity of indi-
vidual CTLs and from the delayed onset of a burst killing activity
in a subset of CTLs. Such a process might allow CTLs to cali-
brate their global responses to various and heterogeneous target
cell populations.

RESULTS

CTLs Control an Excess of Target Cells over Prolonged
Time Periods

To investigate the killing potential of CTLs at low E:T ratios, we
employed HLA-A2-restricted human CTL clones specific for
the cytomegalovirus (CMV) pp65 peptide NLVPMVATV pre-
sented by HLA-A2-matched Epstein-Barr virus (EBV)-trans-
formed B cells (JY). The impact of CTL on target cells was
assessed by counting, over time, the remaining number of live

Figure 1. CTLs Control an Excess of Target
Cells over Prolonged Time Periods

JY calls (targets) were pulsed with 100 nM ppé5 or
left unpulsed and were then seeded &t 100,000
celis together with different numbers of CTLs (ef-
fectors, at ET ratios of 2:1, 1:10, 1:20, and 1:40).
(A) Absclute counts of residual live target cells (see
Figure 51 for a description of methods) after 4-,
24-, 48-, and 72-hr co-culture with CTLs at the
indicated ratios.

(B) Absolute counts of residual live target cells
after 24-hr co-culture with three different CTL
clones and a polyclonal CD8' T cell line.

(C) Absolute counts of residual live target cells

E:Tratio |pulsing

g] “—"96%5998— after 24 hr under the following conditions: direct
170 gl;ss:s,:g contact with CTLs (as in A and B), separated from
1:-20 PPB5 or SAg stimulated CTL via a transwell, treated with an
1:40 ppB5 or SAg| anti-FasL blocking antibody, and treated with

aphidicolin

All graphical values represent the mean + SD of
triplicates from one representative experiment out
of six performed. See also Figura S1,

target cells using beads as an internal
reference (Figures S1A and S1B). When
100,000 peptide-pulsed target cells
were incubated at a 2:1 E:T ratio. 15,020
target cells were found alive after 4 hr
and only 1,833 after 24 hr (Figure 1A).
Live target cells could no longer be de-
tected at 48 and 72 hr, indicating that
they had been fully eliminated. Unexpect-
edly, at a 1:10 E:T ratio, although 82,419
cells were still alive after 4 hr, only 5,854
target cells were found alive after 24 hr,
implying that the outnumbered CTLs
kiled multiple target cells over this
period. At later time points, moderate target cell growth was de-
tected, indicating that the complete elimination of target cells
was not reached at this ratio. At the 1:20 and 1:40 E:T ratios, a
transient control of target cell number was cbserved at 24 hr, fol-
lowed by an outgrowth of target cells. In control conditions, un-
pulsed target celis expanded over time to reach 361,250 cells
after 72 hr, independently of the presence of CTL. We then
compared the efficiency of different CMV-specific CTL clones
at controlling target cell populations at low E:T ratios. The three
clones tested exhibited a similar capability to control target cells
over 24 hr (Figure 1B). This also applied to a polyclonal CTL line
reacting to a cocktail of super-antigens presented by the same
target cells, suggesting a very homogenous killing efficiency
among effector CTL populations. The observed impact of out-
numbered CTLs on target cells might operate via a contact-
dependent cytotoxicity or via the release of soluble factors
with cytotoxic or cytostatic effects. To test this latter possibility,
CTLs were activated by peptide-pulsed cells in the upper well of
a transwell (2:1 E:T ratio) and additional cells were placed in the
lower well as targets. The survival of these cells was unaffected,
indicating that in our model, the control exerted by CTLs requires
either a contact or a proximity that was lost in the transwell
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system (Figure 1C). To discriminate between the Fas-L and per-
forin/granzyme B pathways, we blocked Fas-L with a specific
antibody. The fact that this treatment did not alter the activity
of CTLs in controlling the target cells implies that the observed
effects are dependent on the perforin/granzyme B pathway.
Cell-cycle blockage with aphidicolin resulted in an improvement
of target cell control by the outnumbered CTLs, showing that at
low E:T ratios, the expansion of residual target cells partly coun-
teracts the global effect of CTLs. In conclusion, the above results
show that a small number of CTLs can control a large excess of
target cells over prolonged time frames, revealing that popula-
tions of human effector CTLs share a remarkably high multiple
killing capacity.

Intraclonal Heterogeneity in Multiple Killing Efficiency
by Individual CTLs

We then asked whether individual CTLs comprising a clonal pop-
ulation contributed equivalently to killing. We developed a cell-
sorter-assisted approach, whereby ten GFP-expressing target
cells were exposed to a single CTL. After 24 hr, the number of re-
sidual alive target cells was evaluated by counting GFP-positive
cells by microscopy. Indeed, our preliminary experiments
showed that GFP expression was lost by dead celis (Figure 52).
In control wells containing 20 CTLs and 10 pulsed target cells,
most target cells were eliminated after 24 hr, confirming our pre-
vious observation in bulk assays and indicating that our miniatur-
ized assay did not hinder killing activity (Figures 2A and 2B).
When the ten target cells were exposed to a single CTL, a broad
distribution in the number of residual live target cells was
measured In the different wells, suggesting a very heteroge-
neous ability of individual CTLs to eliminate multiple target cells.
Heterogeneity in residual live target cells could however be
related to differential target cell expansion among wells, as
observed in wells containing unpulsed target cells. To rule out
this possibility, we performed single-CTL assays in the presence
of aphidicolin to block the target cell cycle. Under this condition,
although the expansion of GFP-expressing target cells was pre-
vented, most of the heterogeneity in residual live target cells was
maintained (Figure 2C). We next challenged the possibility that
the observed heterogeneity might be related to the uneven dis-
tribution among wells of target cells with distinct susceptibility

to CTL attack. To this end, wells containing nine or ten live target
cells after incubation with a first CTL were re-exposed to a sec-
ond CTL. Heterogeneous numbers of residual live target cells
were counted from well to well, indicating that target cells surviv-
ing the first CTL were not intrinsically resistant to CTL attack (Fig-
ure 2D). These data demonstrate that, although most individual
CTLs derived from a particular effector clone contribute to killing
over a 24-hr time window, their efficiency in killing muttiple target
cells is highly heterogeneous.

We then addressed whether heterogeneity in multiple killing
efficiency might be distinct from one CTL clone to another. In
the three pp65-specific clones tested, very similar multiple killing
heterogeneity was measured, as indicated by the range in the
number of residual live target cells (Figure 2E). The observed
killing heterogeneity might be linked to some degree of diversifi-
cation of individual CTLs comprising a clone. Analysis of
CD45R0, CCR7, CD27, CD28, IL7Raz, PD-1, and perforin
expression showed that individual CTLs uniformly belonged to
the effector memory stage (Figure S2). In contrast, CD57, a
marker of terminally differentiated CTLs associated with reduced
proliferation and killing potential, was expressed with some level
of heterogeneity. To test whether CD57 expression might be
related to multiple killing efficacy, individual CD57" and CD57
CTLs were sorted and exposed to ten target cells (Figure 2F).
A comparable multiple Killing activity was observed in each sub-
set, reproducing the killing-rate heterogeneity observed in the
unsorted CTLs. We next asked whether the multiple killing activ-
ity of an individual CTL might be transmitted to its progeny. To
that aim, we expanded individual CTLs that had been shown to
eliminate ten target cells in the single-CTL killing assay. When
exposed to ten target cells, the progeny of such multiple killers
reproduced the individual cell heterogeneity previously observed
(Figure 2G). Taken together, the above results show that different
clones exhibit a similar intraclonal heterogeneity in muitiple
killing. They also reveal that this heterogeneity is reset in the
progeny of individual CTLs.

Analysis of CTL Killing Kinetics Identifies High-Rate

and Low-Rate Killer Cells

Tofirst evaluate the kinetics of CTL multiple kiling, we monitored
the occurrence of kiling events over 12 hr by detecting

Figure 2. | Heter inM Killing Cap by Individual CTLs

GFP-expressing target JY cells, pulsed with 100 nM pp65 or left unpulsed, were seeded with a cell sorter at ten cells per well in U-bottom 96-well plates in the
presence of asingle CTL (E:T ratio 1:10) or 20 CTLs (E:T ratio 2:1). Wells were examined by fluorescence microscopy after 24-hr co-culture to count the number of
residual GFP-positive cells,

(A) Rep 10% magnifi
(middle and right panels).

(B) Counts of GFP-positive cells in individual wells at input and following 24-hr co-culture with CTLs under the indicated pulsing and ratio conditions. Each
dot represents a well, while the bar represents the mean of 96 wells per condition. The p values are results of t tests between the indicated conditions (*p < 0.05;
**p < 0.001). One representative experiment out of four is presentad.

(C) Counts of GFP-paositive calls in individual wells following 24-hr co-culture with CTLs in the presence of aphidicolin, which was used to prevent target cell
division. One representative experiment out of three Is presanted.

(D) Following an initial 24-hr co-culture, wells in which the ten target celis had best resisted the single CTL (and still contained nine or ten GFP-positive cells) were
re-exposed for 24 hr to a new CTL (re-killing). Counts of GFP-pesitive cells in such wells stem from three pooled experiments.

(E) Counts of GFP-positive cells in individual wells following 24-hr co-culture with individual CTLs belonging to three pp65-specific CTL clones.

(F) Counts of GFP-positive cells in individual wells following 24-hr co-culture with individual CTLs expressing or not CDST at their surface.

(G) Counts of GFP-positive cells in individual wells follewing 24-hr co-culture with individual CTLs from a primary clone and from four CTL sub-clones derived from
wells in which a single CTL had eliminated all ten target cells.

See also Figures S2 and S3.

images of wells initially containing one CTL and either ten unpulsed target cells (left panels) or ten pp85 pulsed targst cells
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co-culture of target cells with CTLs in the indicated
conditions.
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caspase-3 activation in target cells by time-lapse microscopy.
Wide-field analysis ata 1:1 E:T ratio demonstrated a rapid cumu-
lative rise in the proportion of target cells positive for active cas-
pase-3, reaching a plateau corresponding to the nearly complete
elimination of target cells within 6 hr (Figures 3A and 3B; Movies
51, 52, and S3). In contrast, ata 1:10 E:T ratio, a phase of latency
was initially observed, during which caspase-3 activation was
limited to a few target cells. Subsequent to this phase, a rise in
caspase-3' target cells was observed, reaching 60% in 12 hr.
This is in agreement with the very modest effect of the 1:10 E:T
ratio in 4 hr observed in the bulk killing assay (Figure 1A} and re-
veals that at a low ratio, most killing events arise in a 6- to 12-hr
window. To then assess the kinetics of CTL killing at a single-cell
level, we seeded a 1:10 E:T ratio mixture onto a polydimethyisi-
loxane (PDMS) meshwork array of 100-ym-diameter microwells
in a way to confine single CTLs and an excess of target cells in
each microwell. Single-CTL killing kinetics confirmed the
above-observed heterogeneity, since individual CTLs displayed
a dispersed multiple killing performance ranging from 0 to 12 tar-
gets killed over 12 hr, with a mean of 4 target cells killed over
12 hr (Figures 4A and 4B; Movies S4, S5, and S6). The mean
number of killed target cells was limited during the first 6 hr, while
it progressively increased over the 6- to 12-hr time interval (Fig-
ure 4B). This single-CTL analysis therefore confirms that, in a
context of an excess of target cells, the initial killing activity is
relatively modest and is followed by an increased multiple killing
activity in some CTLs.

We then aimed at characterizing the statistical nature of the
heterogeneity of multiple kiling observed in individual CTLs.
Clearly, the killing time appears to follow an exponential law.
As a consequence, the distribution of the killing time on the
considered time window is a Poisson process whose unknown
intensity is closely related to the parameter of the exponential
law. With a dataset stemming from the analysis of 259 single
CTLs in three independent experiments, we first evaluated with
a chi-square test whether the cumulative number of killed target
cells over 12 hr would distribute according to a single Poisson
distribution (Supplemental Statistical Methods). Our analysis
yielded a T = 110 (T is defined as a statistical quantity that indi-
cates the goodness of fit of the null hypothesis to the data; see
Supplemental Statistical Methods), leading to the rejection of
this hypothesis with a type | error < 0.001. Instead, the applica-
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(B) Quantification of videos as frequency of target
cells activating caspase-3 over time. The mean +
SEM of three independent experiments is pre-
sented.

See also Moviea 51, S2, and S3.

tion of an expectation maximization algorithm indicated that the
distribution of the 12-hr killing performance by the individual
CTLs could be modeled by a mixture of two subsets (Figure 4C).
Indeed, our data best fit with a mixed Poisson distribution
composed by 66% of CTL killing in an average of 2.8 target cells
and 34% of CTL killing in an average of 6.4 target cells. Our anal-
ysis yielded a T < 8.9, leading to the acceptance of the statistical
assumption of a mixture of two Poisson distributions. Compara-
ble results were obtained when considering the three data
subsets separately (see Supplemental Statistical Methods).
Our statistical analysis therefore implies that the intraclonal het-
erogeneity in multiple killing can be explained, at least in part, by
a split of the clonal population into high-rate and low-rate killer
CTL subsets.

To further investigate how the heterogeneity of individual CTL
killing performance is shaped over time, we developed and
applied a breakpoint test aimed at identifying the time at which
the two CTL subsets diverge. Our statistical testing procedure
is inspired by previous work on the detection of change in the
mean for stationary Gaussian processes (GPs) based on the re-
cord method (Rychlik, 1990). We adapted this method to the
case of a Poisson processes (PPs) by first computing the empir-
ical mean of the killing among the population of CTLs to convert
the observed PP to an approximately stationary GP according to
the central limit theorem. Then, we used the test of Azais and
Genz (Azais and Genz, 2013) to detect changes in the mean by
taking into account the correlation structure learned in the time
series (see Supplemental Information for a detailed description).
Our breakpoint test indicates that the baseline hypothesis,
namely that homogeneity in the mean is maintained all along
the Killing process, is rejected when considering the compiled
dataset. The analysis indicates a first type error test lower than
Puakie = 5.7 ¥ 10~ with a breakpoint in the homogeneity likely
to occur at about 10 hr (Figure 4D). Comparable results were ob-
tained when considering the three data subsets separately (see
Supplemental Information).

The registration of the prolonged killing kinetics of individual
CTLs facing an excess of target cells therefore confirms the
high heterogeneity in the killing efficiency measured with the
end-point assay. In-depth statistical analysis further suggests
a functional dichotomy within the CTL clonal population. Our da-
tasets can therefore be explained as follows: most CTLs initially
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Figure 4. The Onset of High-Rate Killing Is Delayed and Restricted to a CTL Subset
Single calcein-stained CTLs were confined in 100-mm-diameter microwells and co-cultured with an excess of target JY cells for 12 hr in the presence of the
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(A) Rep sr of
conditions.

showing the CTL (in red) and the activation of caspase-3 in target cells (in green) at 0, 4, B, and 12 hr in the indicated

(8) Quantification over the indicated time intervals of caspase-3* target cells from 88 microwslls containing one CTL (gray dots) and 30 microwells without CTLs
(brown dots), Data were pooled from three experiments, Bars ndicate mean values,

(C) Frequency of individual CTLs according 1o the number of total caspase-3° target calls

in 12 hr. Hi data (n = 259), while

Wi

curves represent the single Poisson distributions applying to the low-rate and high-rate killer CTL subpopulations (gfeen and red curves, respectively) or the
complex Poisson distribution resulting from a mixture of the 2 single distributions and applying to the entire CTL population {(brown curve).

(D) Killing kinetics of individual CTLs (n = 259, represented by different colors)

measured as the number of caspase-3' target cells over 30-min time intervals.

Althcugh overlap does not allow visualization of each singie CTL, the graph reveals accelerated killing pace in numerous GTLs after 10 hr (vertical dashed bar),

which corrasponds to the time at which the breakpoint

the

ysis ir

See also Movies 54, 55 and 56,

behave as low-rate killer CTLs, while some of them develop as
high-rate killer CTLs at later time points.

High-Rate Killing Relies on a Late Phase of Burst Killing
Preceded by Isolated Killing Events

We then investigated which characteristics might distinguish
the two subsets of CTLs. Based on the dataset comprising
259 single-CTL killing kinetics, we noticed that for most CTLs,
the killing pace was highly irregular over the 12-hr period. In
particular, some CTLs appeared to kill multiple target cells in
a row with a burst kinetic (Figure 5A). To appreciate the killing
pace of each CTL, we quantified the maximum killing rate
reached during the 12-hr recording (considering a series of
three consecutive killing events), Most CTLs killed with an irreg-

1ce of heterogeneity In the killing process.

ular pace, as indicated by the fact that we detected killing-rate
peaks above the theoretical average killing rate (Figure 5B). The
maximum killing rates increased as a function of individual 12-hr
killing performance to reach two to four killing events/hr in the
CTLs managing to kill 3-12 targets cells over 12 hr. On the basis
of this analysis, we defined burst killing as a serial killing of at
least three targets at a rate of more than one target/hr, which
is superior to the average killing rate of the best-performing
CTLs (12 targets killed in 12 hr). The analysis of the compiled
dataset revealed that 42% of the CTLs exhibited a burst killing
phenotype. This CTL subset killed an average of 6.3 target cells
over the 12-hr period. Furthermore, the distribution of the 12-hr
killing performance according to the occurrence of burst killing
revealed two subsets of CTLs that fitted the mixed Poisson
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Figure 5. Burst Killing Is Preceded by Isolated Killing Events

(A) Schematic representation of killing events along the 12-hr observation interval in representative CTLs exposed to an excess of target celis in microwells. Black
arrows represent isolated killing events, while red arrows reprasent burst killing events.

(B} Quantification of the maximum killing rate reached by each GTL during the 12-hr recording, considering a series of three consecutive killing events. The
maximum killing rate of individual CTLs is plotted as a function of the 12-hr killing performance (number of targets cells killed after 12 hrj. Bars reprasent mean
values. The blue line indicates the theoretical average killing rate expected from CTLs that would kill at a regular pace.

(C) Frequency of individual CTLs (n = 259) divided into basic killers (black, rate of one cellhr or no target cells/hr) and burst killers (red, rate more than one target
cell’hr) accerding to the number of total caspase-3"* target cells measured in 12 hr.

(D) Distribution of the burst killer CTLs according 1o both the number of isclated killing events (rate one call/ir or no target celis/hr) preceding burst killing and the

time of burst Killing initiation. Bars indicate mean values.

distribution identified by our statistical analysis (Figure 5C).
Together, these data indicate that a hallmark of high-rate killer
cells is their capacity to accelerate killing pace to kill multiple
target cells over a limited amount of time. We then investigated
when these events of burst killing occurred. Interestingly, a ma-
jority of the burst killing events were initiated in an 8- to 11-hr
time window (Figure 5D), which fits with the results from the
breakpaint test. Our analysis further shows that in most cases,
these events were preceded by one to three isolated killing
events.

We then reasoned that the delayed onset of the burst killing
might result from differences in killing initiation. The time delay
before the first killing event occurred was indeed widely distrib-
uted among individual CTLs (Figure BA). Actually, the proportion
of CTLs killing at least one target cell was 59.1% in the initial
4-hr time window, while it increased to 96.5% over the 12-hr
time window. This clearly indicates that the proportion of indi-
vidual CTLs actively contributing to killing increased over
time. When the CTL killing records were synchronized on the

1480 Cell Reports 17, 1474-1485, June 9, 2015 ©2015 The Authors

basis of the first killing event, a wide distribution in killing effi-
ciency was observed after 4 or 6 hr (Figure 6B). This indicates
that individual CTL killing heterogeneity cannot be explained
by asynchrony in killing initiation. The synchronization of the
killing records on the basis of the first killing event resulted in
an anticipation of high-rate killing, as measured by the propor-
tion of CTLs that displayed a burst killing activity (Figure 6C).
This is in agreement with the above observation that burst killing
events were preceded by isolated killing events, Interestingly,
the synchronization abolished the lag phase, which was re-
placed by a progressive increase in the proportion of high-
rate killer CTLs. These data show that the subset of high-rate
killer CTLs is characterized by a burst killing process, which de-
velops progressively over a period of 10 hr following the first
killing event. The global killing activity of a clonal CTL population
at a low E:T ratio is therefore a cumulative process relying on
the progressive recruitment of actively killing CTLs over time
and on the onset of a delayed high-rate killing activity in a frac-
tion of the CTLs.

Page |72



AA
£
£
=
¥
P -
§ % .
oo
s —
g s e
3 - ® ™ e e o0
B T T pEe. o T N o s g e oo
3 456 7 8 9 10112
Caspase 3* target cells (at 12 hr)
B

Synchronization of killing kinetics
on the basis of 1% killing event

a
LB ]
]
"o .
g4 s
.:"'.o
—_ aee
0
0 0-2 24 4-6
Time interval following 1# killing event (hr)
Cc
604 —— Sy —e— Non sy
=
3}
§4]
§20]
e
ES
0 T T T T J

Time (hr)

Figure 6. Variability of Delays in Killing Initiation Does Not Account
for Heterogeneous Burst Killing

(&) Time delay before the first killing event analyzed for each CTL (n = 259) as a
function of its 1-hr killing performance. Data represent mean values.

(B) Kinetics of multiple killing events following the first killing event is rapre-
sented after alignment of the killing records so that time 0 comresponds in each
well to the appearance of the first caspase-3' target cell.

(C) Cumuiative frequency of CTL displaying burst killing, with or without syn-
chronization of the killing kinetics on the basis of the first killing event. Data
represent mean + SEM from three experiments.

CTL Activation Requirements for the Onset of High-Rate
Killing

The delay in the onset of high-rate killing might be related to the
requirement of a TCR-driven activation process upon interaction
of the CTL with the first target cells it encounters. We and others
have shown that CTL-mediated killing can be triggered at a very

low TCR stimulation threshold that does not lead to full activation
(Huppa et al., 2003; Sykulev et al., 1996; Valitutti et al., 1996). We
therefore asked whether picomolar concentrations of peptide
sufficient to trigger early killing would be able to efficiently sus-
tain killing over prolonged time frames. CTL stimulated with 10
pM failed completely to produce interferon-y (IFN-y) while
partially maintaining the capacity to secrete perforin (Figure 7A).
However, this low peptide concentration was sufficient to trigger
arobustkillingin 4 hrata 2:1 E:T ratio (Figure S4). In contrast, this
only led to a very limited sustainment of killing over 12 hr (Fig-
ure 7B). In agreement, the proportion of CTLs displaying a burst
killing was drastically reduced (Figure 7C). To further assess the
CTL activation requirements for the onset of the secondary
phase of high-rate killing, CTL clones were cocultured with an
excess of target cells in the presence of cyclosporin A (CsA) as
a means to reduce CTL effector functions. As expected, CsA
treatment strongly impaired the neo-synthesis of IFN-y, while it
did not affect the secretion of prestored perforin in CTLs stimu-
lated for 4 hr by pulsed target cells (Figure 7A). Accordingly, CsA
treatment did not interfere significantly with early killing potential,
as measured after 4 hr at a 2:1 E:T ratio (Figure S4). However,
CsA treatment reduced significantly the onset of the late-devel-
oping high-rate killing (Figures 7D and 7E). Together, these data
show that the onset of high-rate killing is affected by suboptimal
T cell stimulation.

DISCUSSION

By assessing prolonged killing kinetics of human CTL clones ata
single-cell level in conditions of target cell excess, we reveal the
ability of individual CTLs to perform multiple killing in a sustained
manner, Remarkably, individual CTLs displayed highly heteroge-
neous multiple killing activity. This heterogeneity was mainly due
to the delayed development of a burst killing activity, which was
restricted to approximately one-third of the CTL population. Our
study therefore reveals an aspect of CTL killing activity, whereby
the basal kiling activity shared among individual CTLs Is fol-
lowed by the emergence of a split behavior characterized by
the initiation of burst killing activity in a subset of CTLs. Such het-
erogeneity, however, does not correspond to an inheritable
specialization, since it is reset in the progeny of individual
CTLs. The observed heterogeneity in the ability of individual
CTLs to control an excess of target cells appeared to be mainly
T cell intrinsic for the following reasons. First, killing heterogene-
ity was observed independently from the location of the CTL
relative to the target cells. Second, a comparable level of hetero-
geneity was measured using wells of distinct geometry and
confinement, Third, the micromesh experiments were not
consecutive to a cell-sorting approach, therefore excluding the
possibility that such procedure would affect CTL viability. Fourth,
we considered for our analysis only wells in which the CTLs re-
mained positive for calcein, thereby implying that the CTLs
analyzed were still alive at the end of the experiments.

We show here that the sensitivity of CTL-mediated killing can
be best appreciated by measuring, over prolonged time frames,
the impact of limited CTL numbers on the survival of an excess of
target cells. In our model of human CTL clones recognizing a
CMV peptide presented by EBV-transformed B cells, a
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Figure 7. Strong CTL Activation Required for the Onset of High-Rate Killing

{A) Histogram plots representing the production of IFN-y and the release of perforin by CTLs co-cultured with a 10-fold excess of targat JY cells pulsed with
100 nM or 10 pM pp85, in the presence or absance of CsA.

(B) Quantification over the indicated time intervals of caspase-3* target cells from 61 microwells with one CTL and target celis pulsed with 100 nM pp65 (gray dots)
and 64 microwells with one CTL and target cells pulsed with 10 pM pp65 (brown dots). Data were pooled from three experiments. Bars indicate mean values. p
values are results of t tests between indicated conditions ("p < 0.05; *'p < 0.001).

(C) The effect of pp65 concentration on the occurrence of high-rate killer CTLs, as represented by the frequency of CTLs displaying burst kiling. Data represent
mean + SEM from three experiments.

(D) Quantification over the ndicated time intervals of caspase-3* target cells from 56 microwells with one CTLand untreated pulsed target cells (gray dots) and 70
microwells with one CTL and CsA-treated pulsed target [orown dots). Data were pooled from three experiments. Bars indicate mean values. p values are results of
t tests between indicated conditions ("p < 0.05; *p < 0.001).

(E) The effect of CsA treatment on the occumrence of high-rate killer CTLs, as represented by the frequency of CTLs displaying burst killing. Datarepresent mean +

SEM from three experiments.
See also Figura 54,

reproducible impact on the target cell population was measured
at an E:T ratio as low as 1:40. Importantly, near-complete elimi-
nation of the target cell population was obtained with a 1:10 ET
ratio. Such a level of killing has not been reported previously for
human CTLs. By revealing a previously undetected CTL killing
efficiency, our assays might be more sensitive than classical 4-
hr killing assays in predicting CTL efficiency in the context of
CTL-based therapies. As compared to in vivo settings, our ap-
proaches, however, fail to reproduce the 3D environment
encountered in tissues. Nevertheless, our data are comparable
to those obtained with murine CTLs embedded in 3D collagen
matrix (Weigelin and Fried!, 2010), This indicates that the multiple

1482 Cell Reports 17, 1474-1485, June 9, 2015 ©2015 The Authors

killing activity measured here is intrinsic to CTLs and that the 3D
matrix environment encountered in tissues should not funda-
mentally modify this property.

Beyond testing the limits of CTL killing efficiency, our study
provides kinetic measurements of multiple killing events over
time, both at the population and single-cell levels. Clearly, our
data show that the killing activity of human CTL clones is a cumu-
lative process, which results from a non-synchronized and non-
linear accumulation of killing events. Following an initial phase of
latency during which a relatively low number of target cells acti-
vated caspase-3, an accumulation of kiling events was
measured. Comparable kinetics were observed under bulk and
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single-CTL settings, implying that they did not result from the
initiation of synergistic cooperation among CTLs. We show
that the delayed onset of an increased killing activity is preceded
by isolated events of low-pace killing. Strikingly, similar burst ki-
netics have been recently described for natural killer (NK) cell
killing activity, using a reporter of granzyme B activity in target
cells (Choi and Mitchison, 2013). Together, these data suggest
that upon a first kill, both CTLs and NK cells get primed for
quicker successive kills. Such behavior might be facilitated by
the high target cell density used in both models, allowing killer
cells, once they have established multiple contacts, to Kill
neighbor targets cells at increased frequency.

Our work extends the recent findings on NK cells, since it dem-
onstrates that functional heterogeneity applies to genetically
identical clonal populations, which could not be defined in the
NK cell models. Moreover, our statistical analysis suggests the
emergence of a functional dichotomy in the killing behavior of
CTLs belonging to a clonal population. The identification of
high-rate killer CTLs is in agreement with our previous demon-
stration that CTLs can kill multiple target cells encountered
simultaneously (Wiedemann ot al,, 2006). In vivo imaging has
shown that CTLs and NK cells use distinct Killing strategies,
since, as compared to NK cells, CTL engage in more stable con-
tacts with their target cells (Deguine et al., 2010). It will therefore
be interesting to extend our observations to in vivo settings to
measure the kinetics of multiple killing in killer cells using live
microscopy.

Our study shows that a single CTL can kill up to 12 target cells
sequentially within a time frame of 12 hr, The onset of such high-
rate killing is dependent on efficient CTL activation via TCR
engagement as revealed by the reduction of high-rate killing at
low peptide concentrations and following CsA treatment. Our
data clearly indicate that the killing activity of a single CTL is sus-
tained over 12 to 24 hr. Although we did not measure multiple
killing by individual CTLs beyond 24 hr, we cannot exclude that
CTLs could keep killing beyond this time frame. However, the
fact that, after 24 hr, residual target cells progressively escape
the control exerted by CTLs strongly suggests that CTLs globally
lose cytotoxic potential. Whether this is due to progressive
exhaustion, limited refilling of Iytic potential, or death will need
to be addressed in further studies.

A major finding of this work is that genetically and phenotypi-
cally homogeneous CTL clonal populations are composed of
Individual CTLs harboring a wide range in ability to perform mul-
tiple Killing over extended time frames. In a previous study, the
isolation of primary CD8" T cells specific for a HIV GAG epitope
in single~cell arrays has shown that only a minority of CTLs could
concomitantly kill and secrete IFN-y (Varadarajan et al., 2011).
Although highlighting the fact that not all effector CTLs might
be equally efficient at killing target cells, this study assessed
neither multiple killing over prolonged time periods nor the
spread of individual CTL killing performance. Furthermore, the
functional diversification reported might be linked to the poly-
clonal nature of the CD8" T cells studied, since in our clonal
model, most CTL were able to both kill and produce IFN-y.

Importantly, the individual heterogeneity in cytotoxic activity
parallels that recently described for expansion rate and differen-
tiation of CD8" T cell precursors (Buchholz et al., 2013; Gerlach

et al., 2013). Collectively, these data reveal that the key steps of
CTL responses are established on the basis of a high variability
of individual behaviors. Strikingly, individual heterogeneity in
both expansion and killing results in a very constant output at
the population level. Therefore, individual heterogeneity might
have evolved as a way to guarantee reproducible CTL responses
via an averaging process. The hetercgeneity reported here ap-
pears to be intrinsic to the phenomenon of muitiple killing.

A puzzling question is how the described distribution in killing
performance of individual CTLs is produced. It is possible that in-
dividual differences in CTL motility and scanning will condition
the ability to establish productive contacts with multiple target
cells. However, such differences might be difficult to pick, since
we observed that most CTLs within the microwells establish
rosette-like cellular complexes with the target cells, indepen-
dently of their multiple killing performance. The ability to develop
as high-rate killer CTLs might depend on an activation threshold
that is reached only for a fraction of the population. The
described heterogeneity might also result from differences in
the state or number of key molecules contralling the TCR-driven
release of lytic molecules. Computational modeling has shown
that phenotypic variability can be achieved in a controlled
manner by regulated variation in the expression of a few key
signaling molecules such as CD8, ERK, and SHP-1 (Feinerman
el al,, 2008). On the other hand, analysis of multiple genes at a
single-cell level has highlighted how the coexpression of
different effector genes in CD8™ T cells is associated to the func-
tional activity of the corresponding cells (Peixoto et al., 2007).
Our subcloning experiment indicates that CD8' T cells reset
functional heterogeneity following a few cycles of interaction
with target cells. These individual cells do not appear to retain
their specific properties in their progeny, excluding the possibil-
ity that such differences would be epigenetically imprinted.
Maintaining heterogeneity therefore appears a key principle in
CTL to guarantee that any given antigen-specific population
will generate reproducible outcomes in terms of expansion dy-
namics, killing efficiency, and differentiation.

What is the advantage for the non-genetic inter-individual vari-
ability observed here for cytotoxic function? Our data and anal-
ysis support the following model: an initial low-rate killing activity
is shared among most individuals. This may be sufficient to elim-
inate a sensitive target cell population at high E:T ratios. If target
cells persist after the initial phase of cytotoxicity (low E:T ratio, or
resistant target cells), the process of high-rate kKilling is launched
in some of the CTLs. Therefore, the sustained cytotoxicity medi-
ated by a CTL population is a non-linear cumulative process. It is
tempting to speculate that such a gradual process might allow
the calibration of CTL responses, allowing adaptation of the
whole CTL population to the resistance of the opposing target
cell population or to the persistence of the antigenic stimulus.
The scalability of cytokine production by CD4" T cell populations
has recently been shown to depend on the proportion of individ-
ual T cells engaging digitally into cytokine output (Huang et al.,
2013), Our study indicates that the regulation of the CTL
response obeys a distinct rule. Indeed, the scalability of killing
appears to depend on the proportion of individual T cells
engaging into an increased lytic potential if required by the
excess of target cells.
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In conclusion, our study unravels a previously unappreciated
level of functional heterogeneity in individual cells belonging to
clonal populations of effector CTLs. Such heterogeneity appears
to set the performance of CTLs to control an excess of target
cells at the population level, We reveal that the prolonged CTL
activity relies on a dual strategy comhining low-rate killing by a
majority of cells and delayed onset of high-rate killing by a limited
proportion of cells, In the context of CTL-based approaches, our
findings on the intraclonal heterogeneity of the killing rate of indi-
vidual CTLs call for a re-evaluation of the precise performance of
CTLs and identify individual heterogeneity as a key parameter in
evaluating CTL performance in health and disease.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Human CD8* T Cell Lines and Clones
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from buffy coats
of healthy donors obtained through the Etablissement Frangais du Sang
(EFS Midi-Pyrénées, Purpan University Hospital, Toulouse, France), Blood
were and p d following ethical proce-
dures (Helsinki protocol), after obtamning written informed consent from
each donor and approval for this study by the local ethics committee
(Comite de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer 1l). Human
CD8" T cell lines were purified from healthy donor blood samples using
the RosetteSep Human CD8™ T Cell Enrichment Cocktall (STEMCELL Tech-
nologies). Celis were seeded at 5 x 10° cell/ml in complete medium
consisting of RPMI 1640 supplementad with 8% human AB sarum (PAA),
minimum essential amino acids, HEPES, and sodium pyruvate (Invitrogen).
For cloning, single HLA-A2-restricted CDB8' T cells specific for the
NLVPMVATV peptide of the CMV ppéS protein were distributed in 96-well
U-bottom plates using a BD FACSAria Il cell sorter operating in “"single-
cell purity” sorting mode. CD8" T cells were stimulated in the presence of 1
x 10%ml Irradiated allogenesic PBMCs and 1 x 10%ml irradiated EBV-trans-
formed JY celis and 2 pg/m| phytohemagglutinin in the case of CD8" T cell
clones or SAg m:xturs (100 ng/ml staphyloooocd enterotoxin B, staphylo-
coccal A, staphy in E, and toxic shock syn-
drome toxin-1 from Toxin Technolegy) in the case of CO8" T cell fines.
CD8" T celis were supplied with 100 IU/ml human rlL-2 was added on
day 3 and restimulated every 2 weeks.

Residual Live Target Cell Quantification

HLA-A2-matched EBV-transformed B cells (JY) were used as target cells and
puised with pp85 (at 10 pM or 100 nM) when cocultured with CTL clones or
1 ng/ml of SAg mixture when cocultured with CD8* T cell lines. For cytotoxic
assays, target calls were loft unpulsed or pulsed during 2 hr at 37°C/5% COx,
washed three times, and subsequently transferred to a 96 well plate U-bot-
tom at 1 x 10" cells/100 ul complete medium without interleukin-2 (IL-2).
CD8"* T cells prestained with 0.1 uM of CellTracker Green CMFDA (5-chlor-
amethy/l s from | gen) for 20 min at 37°C/56% CO;
were added to the target cells at indicated ratios m 100 jl complete medium
without IL-2, Cells were pelleted for 1 min at 1,500 rpm and incubated at
37°C/5% CO; from 4 to 72 hr. In some expenments, 10 ug/ml anti-FasL an-
tibodies (clone NOK-1; BD Pharmingen) or 0.05 ua/ml aphidicolin [Sigma)
treatment was performed during 24-hr assays. A 50-ul solution made of
PBS containing 10% 7-AAD (BD F and 5% BD G d (8D
Phamingen) was added 10 min before flow cytometry analysis to measure
the percentage of lysed target celis or estimate the number of residual liva
cells. A reference tube consisting of 1 x 10° JY cells in 200 pl plus 50-pl
bead solution was acquired until reaching 2,000 beads. In the experimental
tubes, acquisition was also fixed to 2,000 beads. The absolute number of re-
sidual live target cells was calculated by multiplying the number of events
collected in the CFMDA™/7-AAD™ gate by the ratio set by the reference
tube. All data were acquired on a BD FACSCalibur cytometer and analyzed
using FlowJo software.
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d Cell Sorter-Assisted Clonal Killing Assay

Ten GFP-expressing target cells either unpulsed or pulsed with 100 nM pp65
waera distributed in 96-well U-bottom low-cel-binding plates (Nunc Dishes) us-
ing a BD FACSAria || cell sorter operating in single-cell-purity sorting made.
Sequentially, 1 or 20 CD8" T cell clones prestained with 0.5 uM CellTrace cal-
cein red-orange {Invitrogen) for 30 min at 37°C/5% CO, were distributed in the
same P wells i by 5-min cer gation at 1,500 rpm. After
24-hr incubation at 37°C/5% CO;, every well was then examined using an
Apctome Ano—observerwﬂocal mlcroscope {Zeiss) with a 10x Plan-Neofluar

for FP-exp g JY cell Y.

je

Confi Video-Micr py for Real-Time Caspase-3 Activation

For live callimaging, 1 x 10° pulsed target cells were seeded into microcham-
bers (Lab-Tek Chambered coverglass; Nalgen Nunc) previously coated with
poly-D lysine (Sigma), followed by addition of 2 yM NucView 488 caspase-3
substrate (Biotium) and CD8" T cell clones prestained with 0.5 yM CeilTrace
calcein red-orange (Invitrogen) in different ratios at the beginning of the
recording. Where indicated, a confined single CD8* T cell clene multiple killing
evaluation was performed in microchambers pre-coated with PDMS micro-
mesh arrays (Microsurfaces) containing 100-um-diameter wells. In some ex-
periments, 1 ug/ml CsA or 10pM ppés pulsing was performed in parallel. Every
2 min, one image was acquired during 12 hr using either a LSM 510 ora 710
confocal microscope (Zeiss) with a 20x Plan Apo objective equipped with
an environmental chamber kept at 37'C and 5% CO. and the pinhole was
opened to 10 um to capture maxmum fluorescence.

Measurement of IFN-y and Perforin Loss
Target cells were elther unpulsad or pulsed with 100 nM ppé56 were cocultivated
with CD8' T call clones prestained with 0.1 pM CeliTracker Green CMFDA (5-
Afluorescein di from Invil 1) at 1:10 E:T ratio during 4 hr.
In some experiments, 10 pg/ml brefeldin A (Sigma) and/or 1 pg/ml CeA was
added to the culture. Cells were fixed with 2% par yde, permeabil
with 0.1% saponin (in PBS/3% BSA/HEPES), stained with AF700-labeled anti-
IFN-y monoclonal antibody (clone XMG1.2; BD Biosciences), and AF647 -labeled
anti-human perforin monocolonal antibody (clone 5G9, BioLegend). Data were
acquired on a BD LSR Fortessa cytometer and analyzed using FlowJo software,

Image Data Analyses

For image analysis, the freeware ImageJ v1.47b and the LOCI plug-in were
downloaded from the National Institutes of Health websites (http://rsb Info
nih.gov/i] and hitp:/oci. wisc.edwsoftware/bio-formats, respectively). To
perform automated counting of caspase-3" cells through time, images were
binarized and further pr d using the erosion, dilatation, and watershed
Imageu tocls. For the single-CTL assay, microwells were selected on the basis
of the presence of a single calcein-stained CTL all along the 12-hr mavie by vi-
sual inspection. Killing scores were measured as mean of caspase-3” cells
over 2-hr time intervals,
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Statistical analysis of the distribution of individual CTL Kkilling efficacy, Related to
Figure 4

On the basis of the data obtained from the single-CTL killing assay. we assumed that each
CTL (referred as c) has an individual ability of killing, which is distributed according to a
time-inhomogeneous Poisson Process. whose intensity (7c(1))0 is unknown. The
experimental data indicate that ..(1) increases with t, from the initialization 0 to the ending

time Te =12 hrs.

We were primarily interested in evaluating the homogeneity of the whole population
of CTL with respect to the intensity A.. In order to assess this homogeneity. a statistical study
was conducted. For each of the n CTL analyzed (n=259). we recorded the cumulative number
of killed target cells during the first Te hr after the initialization of the killing process. From
the Poisson Process homogeneity assumption. the same intensity 2 is commonly shared by
each CTL and the cumulative number N, of killed target cells is distributed according to a

Poisson Distribution whose parameter A corresponds to the integral of A(t) between 0 and Te:
A= ") dt.

Hence, even though A is still unknown, we can test the homogeneity of the observations N,
when ¢ varies: 0 < ¢ < 260. In this view, we applied a Chi-square test to the Poisson
Distrtbution, whose parameter 1s the observed average value of the cumulative numbers of

killed target cells :
S=n" (N; + Ny+..+N,).
Remark that an average value S of 4.06 was obtained. The Chi-Square statistics is :
T =1 Zg ez (pelk)-ps(k)/ps(k).

where k varies from 0 to 12. The empirical frequency that one CTL killed k target cells is
designed as pe(k). it is the number of observations such that N; = k divided by n. The

theoretical Poisson frequency ps(k) is the given by :
ps(k) =e”(-S) S”k/k!if k<12 and ps(12) =e(-S) [SM12/121+8413/131+,..].

The last theoretical frequency is the size of the Poisson upper tail after 12. We obtained that

1
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the statistics T is greater than 113 in our numerical experiment. This statistics is much larger
than the 1-10™ quantile of the Chi-Square distribution of 13-2 = 11 degrees of freedom (which
is the reference distribution since we have to estimate the mean value of the Poisson
Distribution). Hence, we reject the homogeneity assumption of the CTL population with a

type I error lower than 10™.
We then reasoned that the collected data might fit @ mixture of two Poisson Distributions.

Using an Expectation Maximization algorithm (EM algorithm). the estimator of mixture

parameter is :
*=(0.66.0.34,2.8.6.4).

This means that the CTL population is divided in two subpopulations : 66% of the CTL
follow a Poisson Distribution with an average of 2.8 killed larget cells over 12 hr. while 34%

of the CTL follow a Poisson Distribution with an average of 6.4 killed target cells over 12 hr.
From a statistical point of view. the above formula may now be replaced by :
T' =1 % et (Pelk)-Puis(K)) /P (k).
where pyi(K) is the theoretical frequency obtained with the above Poisson mixture model.
Pmis(K) = q ps s(K)+(1-q) ps s(k).

T' is significantly reduced (T' = 8.9 in our experiment), which yields the acceptation of the
statistical assumption of a mixture of two Poisson Distributions (the type 1 error would be of

about 45%).

As the 259 observations come from 3 independent experiments. Chi-square tests were applied

separately to each data subset.

. The Chi-square test of homogeneity of the 88 CTL killing (first subset) 1s associated to
a type 1 error lower than = 0.003. leading to the rejection of the homogeneity
assumption of the CTL population. In addition the Chi-square statistics of goodness-of-
fit test of the observations to the mixture disiribution 1s lower than 12.33, which yields

the acceplation of the assumption of a mixture disiribution (the type I error would be of
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15%).
The estimator of mixture parameter obtained using £M algorithm is :
*=(0.77.0.23.3.26.6.9).

. The Chi-square test of homogeneity of the 97 CTL killing (second subset) is associated
to a type I error lower than = 8.9 10, leading 1o the rejection of the homogeneity
assumption of the CTL population. In addition the Chi-square statistics of goodness-of-
fit test of the observations to the mixture distribution is lower than 8.25. which vields
the acceptation of the assumption of a mixture disiribution (the type 1 error would be of
51%).

The estimator of mixture parameter obtained using EM algorithm is
*=(0.6.0.42457.1).

. The Chi-square test of homogeneity of the 75 CTL killing (third subset) is associated to
a tvpe I error lower than = 0.066. This does not clearly lead to reject the homogeneity
assumption of the CTL population of homogeneity of the CTL population. Noting that
the Chi-square statistics of goodness-of-fit test of the observations to the muxture
distribution is lower than 8, which vields to the type I error would be of 0.20. then we

favor the hypothesis of mixture distribution for the observations.
The estimator of mixture parameter obtained using M algorithm is
*=(0.97.0.03,3.5.4.84).

To the light of the estimator *. as one distribution has a proportion very low (0.03). that

call into question the mixture distribution of the observations,

Statistical analysis of cumulative killing kinetics, Related to Figure 4

We describe below the statistical test for the detection of a change in the mean of the counting

process involved in the CTL activity. For any CTL i among the n available ones. we denote
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Xi(1) the number of target cells killed at time t. The ime t varies in our experiment between 0
and 12 hr. sampled every 30 min (one unit below corresponds to half an hour). The averaged

killing process is then :
mx(t) = [Xi(O+HXo(O+..+Xu(0)] /. =11, 2, ... 24} half an hours.

and can be considered as an approximately GP thanks to the Central Limit Theorem (n is
large enough for a such approximation since n={88.97.74.259} ). We then use the statistical

test of Azais & Genz (2013) and consider the centered process :
Mx(t) = mx(t)-p. with t={1.2_ . 24} half an hours,

where p 1s the mean killing each half an hours of the whole population during all the

experiment. Recall that mathematically, p is given by :
= (mx(1)+mx(2)*+...+mx(24)) / 24,

Then, we compute for any time s between 1 and 24 half an hours the mean Killing per unit of

time before and after s. These two averages are thus :
M.(s) = (mx(D)tmx(2)+.. Amx(s-1)) / (s-1).
and :
Mi(s) = (mx(s+1)tmx(s+2)+...+mx(24)) / (24-(s+1)) .

To test the change in the mean of the time series. the difference between these two averages is
a key mathematical ingredient, which must be normalized by the variance of the averaging

before and after time s :
AS)=IML(s)-M.(s)| / (V(s-1)+V(2d-(s+1)).

The change in the mean test relies on the maximum of (A(s). 1<s<24). Following standard

notations of extreme events theory. this maximum is denoted M".

Let us denote now H the baseline assumption that no breakpoint in the mean occur in the
time series (X(t). 0 <t < 25). the statistical procedure relies on the value M': under the

assumption that X follows a centered GP. the distribution of the random variable M’ can be

4
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computed and especially the probability that M is greater than a given threshold u: P(M" > u)

by using an intricate and very eflective Quasi Monte Carlo integration, which is described by
Genz (2012).

We then compute the observed statistics M" in each of our situation and decide to reject the

baseline hypothesis Hy each time the p-value is lower than 5%. Using the Matlab package and

the gsimvnv function, we obtained the following numerical results :

The first data subset made up of 88 CTL killing kinetics presents a change in the
average behavior of the CTL and the first type error of our test is lower than pyye=1.5
10, (meaning that our statistics would occur with a probability lower than peye if no
breakpoint occurs in the series). Moreover, this breakpoint is likely to occur at about
8.5 hr.

The second data subset made up of 97 CTL killing Kinetics is associated to a first type
error test lower than pyu,.=8.9 107 with a breakpoint likely to occur at about 10 hr.
The third data subset made up of 74 CTL killing kinetics is associated to a first type
error test lower than pyae=5.7 107 with a breakpoint likely to occur at about 10 hr.
The compiled dataset comprising 259 CTL killing kinetics is associated (o a first lype
error test lower than pyue=5.7 107 with a breakpoint likely to occur at about 10 hr.

Whatever the data set considered, our statistical analysis leads to the rejection of the

homogeneity in the time series. Note also that we have decided to pinpoint the breakpoint

location at the time where A(s) reaches its maximal value.
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Figure S1
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Figure S1, Related to Figure 1. Flow cytometry-based counting of alive target cells

JY cells (Targets) were pulsed with 100 nM pp65 or left unpulsed and co-cultured for 4 and 24 hr
with CTL (Effectors), at E:T ratios of 2:1 and 1:10. Before {low cytometry analysis, microbeads
were added to harvested cells to serve as internal control. (A) The upper left dot plot corresponds
to the reference tube containing JY cells only, which was acquired until a number of 2,000 beads
was reached. The lower left dot plot indicates how alive target cells were discriminated (7AAD
negative and CFMDA negative) (o establish a reference count corresponding (o the initial
100,000 cells used. (B) Tubes corresponding to the indicated experimental conditions were also
acquired until a number of 2,000 beads was reached. The 7JAAD/CFMDA plots allow to
discriminate target cells (CEMDA negative) from CTL (CFMDA positive) and alive cells (7AAD
negative) from dead ones (7JAAD positive). The numbers of alive target cells were calculated on
the basis of the reference tube. The plots are from one representalive experiment.
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Figure S2
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Figure S2, Related to Figure 2. Loss of GFP in target cells as a measurement of death
GFP-expressing target cells, pulsed with 100 nM pp65 or left unpulsed, were co-cultivated with
CTL at a 2:1 E:T ratio for 4 hr and subsequently analyzed by flow cytometry for GFP expression
and 7-AAD staining. CTL-mediated killing of target cells results in a loss of GFP, which is
concomitant to 7-AAD uptake. Dot plots are representative of 3 experiments.
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Figure S3
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Figure S3, Related to Figure 2.
specific CTL clones
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Homogenous effector memory phenotype in the pp65-

Representative flow cytometry analysis of the phenotype of three pp65-specific CD8' CTL
clones, based on the expression of CD45RO, CCR7, CD27, CD28, CD127 (IL-7Ra), PD-1,
Perforin and CD57.
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Figure S4
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Figure S4, Related to Figure 7. Early CTL cytotoxicity under reduced activation conditions
CTL were incubated with JY cells pulsed with 100 nM or 10 pM pp65 at a 2:1 E:T ratio during 4
hr in the presence or absence of 1 yg/mL CsA. Histogram plots showing percentage of target
cells positive for 7-AAD are representative of 3 experiments.
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Movie S1, Related to Figure 3. Rapid cumulative rise in caspase-3-positive target cells at 1:1
E:T ratio

Representative wide field of a Lab-Tek well showing the activation of Caspase-3 (with NucView
488 caspase-3 substrate) in JY targel cells pulsed with 100 nM pp65 and incubated with specific
CTL ata 1:1 E:T ratio. Images were taken over 12 hr at a frame rate of 1 image every 2 min.

Movie S2, Related to Figure 3. Substantial but delayed rise in caspase-3-positive target cells
at 1:10 E:T ratio

Representative wide field of a Lab-Tek well showing the activation of Caspase-3 (with NucView
48R caspase-3 substrate) in JY target cells pulsed with 100 nM pp65 and incubated with specific
CTL ata 1:10 E:T ratio. Images were taken over 12 hr at a frame rate of 1 image every 2 min.

Movie S3, Related to Figure 3. Low activation of caspase-3 in unpulsed target cells
Representative wide field of a Lab-Tek well showing the activation of Caspase-3 (with NucView
488 caspase-3 substrate) in unpulsed JY target cells incubated with specilic CTL at a 1:1 E:T
ratio. Images were taken over 12 hr at a frame rate of 1 image every 2 min.

Movie S4, Related to Figure 4. High-rate multiple killing by a single CTL

Sclected microwell of a PDMS micromesh array showing a single CTL (prestained with
CellTrace™ Calcein Red-Orange) displaying high cumulative killing, as evidenced by activation
ol Caspase-3 (with NucView 488 caspase-3 substrate) in multiple JY target cells pulsed with 100
nM pp65.

Movie S5, Related to Figure 4. Low-rate multiple killing by a single CTL

Selected microwell of a PDMS micromesh array showing a single CTL (prestained with
CellTrace™ Calcein Red-Orange) displaying low cumulative killing. as evidenced by activation
of Caspase-3 (with NucView 488 caspase-3 substrate) in few JY target cells pulsed with 100 nM
ppo5.

Movie S6, Related to Figure 4. Low activation of caspase-3 in the absence of CTL

Selected microwell of a PDMS micromesh array showing background activation of Caspase-3
(with NucView 488 caspase-3 substrate) in JY target cells pulsed with 100 nM pp65, in the
absence of CTL.
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Discussion et perspectives (partie 1)

Ainsi nous avons pu identifier que la lyse soutenue sur des temps prolongés, effectuée par
une population clonale de CTL, repose sur une hétérogénéité dans la capacité de lyse
individuelle, avec I'identification de deux sous-populations, dont I'une démontre une activité
de lyse multiple élevée par rapport a l'autre. L'émergence de cette sous-population de CTL
ayant un taux élevé de lyse nécessite une forte activation du TCR, et posséde une

charactéristique de lyse multiple « accélérée ».

L'avenir de cette étude serait alors d’identifier les mécanismes sous-jacents a cette
hétérogéniété de lyse, comment émerge une sous-populations de cellules aux capacités de

lyse multiple plus élevée ?

Une premiere hypothése pourrait étre une capacité migratoire différente permettant d’aller
a la rencontre de plus ou moins de cellules cibles, favorisant ainsi la lyse multiple. Ces
populations de CTL clonales semblent homogenes lors de phénotypage en cytométrie en flux.
Pourtant, dans le laboratoire, Javier Rey-Barroso a pu démontrer, sur un autre type cellulaire
supposé homogene, que chaque cellule posséde une capacité migratoire propre, avec des
cellules plus ou moins rapides en terme de vitesse ou de directionalité (Scientific Reports,
article révisé re-soumis). Dans notre cas, parmi les expériences de CTL isolés en présence de
plusieurs cibles (micromesh en microscopie en temps réel), nous avions pu observer, de
maniere qualitative, que les CTL éliminant peu de cibles semblaient tres exploratoires sur la
surface de 100um de diametre, tandis que les CTL ayant une grande capacité de lyse multiple
semblaient couvrir moins de surface, tout en étant capables de rencontrer des cellules cibles.
Nous souhaitons explorer ces possibilités en mesurant plusieurs parametres comme: la
vitesse individuelle des CTL, la longueur du trajet de migration, la surface occupée par ce
trajet, une possible directionalité vers les cibles, quantifier le nombre de rencontres avec les
cellules cibles au cours de leur trajet etc. Dans ce but, nous avons débuté une collaboration
avec des bio-informaticiens de I'Université Leiden, Joost Beltman et Richard Beck, afin de

comprendre et de modéliser le comportement migratoire des CTL au niveau individuel.

Suite a la migration pour aller a la rencontre des cibles, une différence possible serait la

capacité d’accrochage multiple a plusieurs cibles, et ainsi d’effectuer plusieurs synapses
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lytiques. Les événements de lyse multiple « accélérée » étaient principalement observés
lorsque le CTL était capable d’effectuer un accrochage a plusieurs cibles. Le CTL serait ainsi
capable d’effectuer des synapses lytiques séquentielles ou la repolarisation des granules
lytiques serait rapide d’une synapse a |'autre. Ce modeéle de lyse multiple grace a des synapses

lytiques séquentielles a été proposé en 2003 par J.B. Huppa et M.M. Davis®® (Figure 14).
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Figure 14. Modele de lyse multiple impliquant plusieurs synapses lytiques avec la re-

polarisation séquentielle des granules lytiques pour chaque synapse.

Je formule alors I’hypothése que chaque CTL individuel n’aurait pas la méme capacité a
effectuer des synapses lytiques multiples avec une re-polarisation des granules lytiques
efficaces. Afin d’observer et quantifier ce phénomene, il serait possible de rajouter la sonde
appelée « lysotracker » qui permet de marquer les lysosomes de cellules vivantes. Sachant
gue le compartiment lysosomale des CTL est majoritairement représenté par les granules
lytiques, nous pourrions suivre en temps réel, lors de la rencontre de plusieurs cellules cibles
en simultané, la re-polarisation des granules lytiques, en plus de nos parametres actuels. Nous
souhaitons ajouter cet élément pour notre collaboration avec Joost Beltman et Richard Beck.
Si une capacité différentielle de polarisation séquentielle des granules lytiques est observée,
il serait alors pertinent de mesurer la polarisation du MTOC et d’explorer au niveau

moléculaire les protéines impliquées dans le transport des granules le long des microtubules.

De maniere générale, méme si notre population de CTL est identique génétiquement, la cause
de I'hétérogénéité fonctionnelle, migratoire et/ou lyse multiple rapide, pourrait étre liée a des
différences au niveau transcriptionel au cours de la lyse multiple. La mesure en temps réel de
la transcription de génes cibles lors d’un test de lyse soutenue, comme la perforine, a I'aide

d’une sonde optique a base d’oligonucléotide?’® pourrait étre un nouveau challenge a
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effectuer afin d’y répondre. Au sein du laboratoire, nous émettons une autre hypothése : celle
d’une division asymétrique a I'origine des deux sous-populations. Un étudiant en these de
I’équipe, Romain Jugelé, a notamment pu identifier une répartition hétérogene de la perforine
lors de la division des CTL (données non publiées). La démonstration du lien avec I'activité de

lyse individuelle est en cours.

Par ailleurs, cette étude souléve de nouveau la question du rdle de I’hétérogénéité dans les
réponses immunitaires. En effet de plus en plus d’études récentes, en particulier pour les
lymphocytes T CD8*, suggerent que I'hétérogénéité permettrait de calibrer une réponse
immunitaire efficace?’’. Notamment, lors de I'activation de lymphocytes T CD8* naifs, les
précurseurs montrent une réponse hétérogéne au niveau individuel en terme d’expansion et

de différenciation, avec une diversification intra- et inter-clonale?”’-2%0,

Ainsi, une hétérogénéité fonctionnelle de la capacité de lyse des CTL permettrait une réponse
robuste pour une lyse soutenue face a un exces de cellules cibles. De plus, la capacité
cytotoxique n’est pas la seule fonction des CTL. Ceux-ci sécrétent aussi des cytokines comme
I"IFNy. La relation entre ces deux fonctions au niveau de CTL individuels a été étudiée par
Varadarajan et collaborateurs?®!. Ils ont alors démontré que ces fonctions étaient
indépendantes, c’est-a-dire que les CTL sécrétant fortement de I'IFNy n’étaient pas
cytotoxiques, et inversement. L’hétérogénéité fonctionelle pourrait alors étre le miroir d’'un

partage des fonctions exercées par une population cellulaire que I'on pense homogene.

Finalement, en vue du phénomene de contraction en fin de réponse inflammatoire, tout en
gardant un pool de cellules mémoires, I'hétérognéité fonctionnelle de lyse pourrait étre
impliquée dans ce phénomene. J'émets I’hypothése que la sous-population de CTL ayant une
forte activité de lyse multiple aurait une survie moins importante que I’autre sous-population.
Cette premiére sous-population serait plus sensible a I’AICD, et serait éliminée, tandis que

I"autre pourrait correspondre aux cellules mémoires.

En résumé, ces travaux apportent de nouvelles connaissances fondamentales au niveau
individuel de la fonction cytotoxique des CTL. Cependant, cette étude ouvre de nouvelles

guestions fondamentales a explorer pour de futures recherches.
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Partie 2. La protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich contréle le ring de nanoclusters de

LFA-1 a la synapse lytique

The Wiskott-Aldrich syndrome protein controls the LFA-1

nanocluster belt at the lytic synapse

Raissa Houmadi!, Delphine Guipouy?, Javier Rey-Barroso, Zilton Vasconcelos, Julie Cornet,

Manoel Manghi, Nicolas Destainville, Salvatore Valitutti, Sophie Allart and Loic Dupré.

! co-premier auteurs

Travail soumis dans Cell Reports

(accepté sous réserve de modifications mineures de texte)

La délivrance du coup létal, effectuée par les lymphocytes T CD8*, est permise par une stabilité
du contact avec la cellule cible afin de polariser les granules lytiques et les relarguer de
maniére ciblée. Cette aire de contact spécialisée entre le CTL et sa cible correspond a la
synapse lytique. Une molécule fondamentale a 'adhérence et a la stabilité de cette synapse
est I'intégrine LFA-1. Son organisation a la synapse se présente sous la forme d’un anneau
composé de nanoclusters. LFA-1 est notamment ancrée dans le cytosquelette d’actine, mais
les mécanismes contrélant I'organisation spatiale de LFA-1 en anneau et le confinement en

nanoclusters n’ont pas encore été étudiés.

Afin d’appréhender cette question, nous avons utilisé des lignées de lymphocytes T CD8*
issues de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). L’avantage de ce modéle
cellulaire est une déficience naturelle de la protéine WASP. Cette protéine est clé dans le
remodelage du cytosquelette d’actine et est recrutée a la synapse lytique. Nous formulons
donc I'hypothése que WASP joue un role dans I'activation et I'organisation de LFA-1 a la

synapse lytique des CTL.

Dans le but d’observer les structures fines de I’actine ainsi que les nanoclusters de LFA-1, nous

avons utilisé une combinaison de microscopies de super-résolutions : le dSTORM et le SIM.
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Premiérement, par cytométrie en flux, nous avons caractérisé un défaut de lyse soutenue des
CTL WAS, confirmé par microscopie en temps réel, en lien avec un défaut de délivrance du
coup létal. Ces CTL WAS présentent une morphologie aberrante, en relation avec un défaut
de formation de I'anneau de LFA-1 sous conformation activée. De plus, les CTL WAS
présentent un défaut d’activation de LFA-1, confirmé par une densité plus faible en surface du
nombre de nanoclusters de LFA-1, mais aussi une densité plus faible en molécules de LFA-1 au
sein des clusters. L'impact d’une malformation de I'anneau de LFA-1 semble induire un défaut
de positionnement des granules lytiques a I'aire de contact synaptique. En effet, ceux-ci vont
étre, en terme de distance, a la limite de la bordure extérieure de I'anneau, voire a I'extérieur

de celui-ci.

Ainsi, la protéine WASP semble essentielle au controle, a I'échelle nanoscopique, de la densité
des nanoclusters de LFA-1 activés, et a I’échelle cellulaire, de la formation de I’'anneau de ces

nanoclusters afin de confiner la sécrétion des granules lytiques.

J'ai eu I'opportunité de débuter les travaux sur ce projet pendant mon année de Master.
Lors du stage, j’ai pu adapter mes connaissances acquises avec Zilton pour I'adapter a la
cytolyse redirigée et caractériser le défaut de lyse soutenue de CTL issus de patients WAS
(Figure 1). Sachant que ces CTL WAS ont un potentiel cytotoxique (Figure S1), j’ai exploré
I’hypothese d’une potentielle instabilité de la synapse. Pour cela LFA-1, molécule clé pour
I'ancrage du CTL a sa cible, semblait un bon candidat. J'ai effectué la caractérisation du
défaut d’activation de celui-ci mais aussi le délai de délivrance du coup létal (Figure 1). Suite
a des observations de synapses anormales en microcopie confocale classique, Raissa
Houmadi s’est jointe au projet, en début de thése, pour une caractérisation fine de la
topologie de LFA-1 par microcopie de super-résolution. Je I'ai soutenue en effectuant des
analyses sur ces images (Figure 3C D E F, Figure 4C, Figure 5C et D, Figure S4B et Figure
S5B), ainsi que par la réalisation des tests statistiques et la mise en forme des figures. J'ai
pu porter le projet jusqu’au processus de révision, ma part étant la réalisation de la partie
cytométrie et vidéomicroscopie ainsi que leurs analyses (Figure 6). Ce projet a alors pu

aboutir a une publication par la collaboration étroite établie avec Raissa.
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Houmadi et al. LFA-1 nano-topography relies on WASP

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-affinity 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 Iytic 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
e LFA-1 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, dSSTORM: direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy,
gMFI: 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 et al.,
2001). In agreement with the requirement to confine lytic granule delivery with high fidelity, CD8*
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 (Anikeeva et al., 2005;
Yi et al., 2012). The lateral force provided by the actin retrograde flow has been hypothesized to
drive integrin activation by separating - 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-
I 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-I activation and organization in CTL. WASP is a
hematopoietic-specific actin cytoskeleton regulator that sets immunological synapse stability and
TCR activation threshold in CD4" T cells (Calvez et al., 2011; Dupré et 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 lytic 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 (Gustalsson, 2000). Our
data show that the inefficacity of target cell killing by WAS CTL is associated with a reduced LFA-

| activation, non-radial spreading of the lytic synapse and delayed lethal hit delivery. These defects
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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 identifies WASP as a key regulator of LFA-1

nanoscale topography in the context of CD8* T cell cytotoxic activity.
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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., 201 1; 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 SI1E). 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
CTL to eliminated target cells is linked to reduced LFA-I activation leading to a delayed lethal hit

delivery.
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Figure 1. Defective killing by WASP-deficient CD8' T
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P<0.0001. See also Figure S1, Movie 1 and Movie 2.

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., 2011), 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 area and lobular

morphology, characterized by nascent lamellipodia on different sides of the cell (Fig S2B). The
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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).

A HD CD8+ T coll SiR-actin

WAS CD8+ T cell SiR-actin

0 %o 10 1 0 2w 0 WD WAS  finoer Z-intermediate
Time (n) 3 perghenc reg

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

(A) TIRFM imaging of F-actin dynamies at the contact of a representative healthy donor (HD) CTL adhering to an ICAM-1/anti-
CD3 coated surface. Scale bar is set to 5 pm. (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). (E) SiR-actin intensity was measured along the time in the 3 indicated concentric circles.
This approach was applied to the representative cells displayed in (A) and (B). Statistical significances were obtained with a two-

tailed Mann-Whitney non-parametric t-test. ** 0.001<P<0.01. See also Figure S2,

To then assess F-actin dynamics during the initial phase of cell spreading, SiR-actin fluorescence
intensity was quantified in concentric circles centered on the cell centroid (Fig 2E). In control T
cells, F-actin intensity increased sharply over the first 2 min of contact at the center of the synapse
and then in the intermediate and peripheral rings, indicating concomitant F-actin polymerization

and spreading (Fig 2E and Fig S2C). After 2 min, the intensity of F-actin stabilized with the highest
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intensity being measured at the intermediate ring. In contrast, WAS T cells failed to show this
biphasic behavior and displayed a more progressive increase in SiR-actin staining over the 6 min
observation period. Furthermore, WAS T cells displayed relatively more polymerized actin at the
synapse center than at the intermediate ring and the central F-actin pool displayed high intensity
fluctuations. In conclusion, the 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 it 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 area 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).
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
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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 LFA-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
30).
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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
for 10 min prior to fixation. In middle pancls, an overlay of the two colors (xy) is represented with orthogonal views (xz). Right
pancls represent different zooms. Scale bars are set to 5, 2, 1 and 0.2 pm 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. n=12 cells. (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 arca for WAS CTL, n=12 cells. Statistical significances were obtained with a two-tailed

Wilcoxon paired test, ns P>0.05: ** 0.001<P<0.01.
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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
in 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
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
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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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Figure 4. LFA-1 nanoclusters are relaxed and hypodense in WASP-deficient CDS* T cells.

(A) Open-conformation LFA-1 staining in a representative healthy donor (HD) CTL spreading on ICAM-1/anti-CD3 Ab for 10 min
prior to fixation. From left to right, TIRFM image and dSTORM reconstruction, then 2 ROIs with the corresponding DBSCAN
detection of clusters. Scale bars: 5 pm (whole cell) and 0.2 ym (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-I cluster area
distribution within 2 ROI 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 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. N=7 cells for both HD and WAS CTL were analyzed with 2 ROIs per cell. Statistical significances

12

Page |105



Houmadi et al. LFA-1 nano-topography relies on WASP

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.

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 Iytic 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 of 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 SA). This is in agreement with
our live microscopy data and previous reports on WASP-deficient CD4" T cells (Calvez et al.,
2011: Lafouresse et al., 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 5B). Taking into account the morphological
heterogeneity of WAS CTL, images were compiled separately, according to the 3 identified
morphological categories (Fig SA). 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
confinement 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 SC-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,
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an increased proportion of perforin dots were positioned away from the LFA-1 belt (Fig 5C) or
very close to its outer edge (Fig SD). The comparison of the WAS-related morphologies is
suggestive of an interplay between actin cytoskeleton organization, LFA-1 cluster distribution and

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

(A) Compilation of SIM images of HD and WAS CTL spreading on ICAM-1/anti-CD3 Ab for 10 min prior to fixation. WAS CTL
were split info “radial”. “distorfed™ 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 area 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. See also Figure S4.

We next aimed at examining by 3D-SIM the assembly of the LFA-1 cluster belt and Iytic 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 SE). The en-face view is in line
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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 mAb coated P815 cells,
their morphology displayed notable aberrations (Fig 5E), including 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 Iytic 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 suggests that the LFA-1 cluster belt controls the confined delivery of Iytic
granules and that non-optimal LFA-1 activation and organization at the synapse may reduce CTL

cytotoxic activity.

Relationship between LFA-1 activation level and cytotoxic activity

To further explore the link between the LFAL activation, nanocluster belt organization and
cytotoxic activity independently from WASP, we sought to lower LFA-1 activation in normal cells
by diluting the concentration of anti-CD3 mAb, which is expected to reduce the strength of the
inside-out signaling (Mueller et al., 2004). Indeed. the use of different doses of 0.1 to 10 pg/ml
anti-CD3 mAb to coat target cells resulted in a gradual increase of high-affinity LFA-1 on the
surface of the CTL (Fig 6A). In particular, the concentration of 1 pg/ml anti-CD3 mAb was found
to lead to an intermediate level of LFA-1 activation comparable to that reached by WAS T cells

stimulated with the 10 pg/ml anti-CD3 mAb concentration.
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Figure 6. Sub-optimal TCR stimulation of normal CTL
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Sub-optimal activation of LFA-1 in control CTL was associated with a reduction in their killing
activity (Fig 6B), therefore reinforcing the link between LFA-1 activation and killing activity. At
the nanometric scale, active LFA-1 in control CTL stimulated with | pg/ml anti-CD3 mAb
distributed into dense and well-delineated clusters, as shown by the DBSCAN analysis on two
representative ROI within the LFA-1 ring (Fig S6A). The main parameter that distinguished LFA-
I nanoclusters upon stimulation with the | pg/ml and 10 pg/ml anti-CD3 mAb concentrations was
their surface (Fig S6B and Fig 4E), indicating that suboptimal LFA-1 activation corresponds to the
assembly of smaller clusters and suggesting a concentration-dependent increase of active LFA-1
cluster size. Of note, active LFA-1 nanoclusters distributed into a belt-like structure, independently
from the anti-CD3 mAb concentrations used. We next investigated by video-microscopy by which
mechanism suboptimal activation of LFA-1 in normal CTL might result in reduced Killing activity
(Fig 6C). At the high anti-CD3 mAb concentration, most CTL entering in contact with a target cell
were able to Kill it over the 150 min observation time (Fig 6D). While the lethal hit delivery was

rapid (<20 min), CTL remained attached to the dying target cells for a prolonged time (approx. 50
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min), as previously reported (Wiedemann et al., 2006). Differently, at the intermediate anti-CD3
Ab concentration, about one third of the CTL entering in contact with a target cell failed to kill it
over the observation time, which matches the reduced killing activity observed. Interestingly,
ineffective and productive CTL diverged in their attachment stability. as revealed by the interaction
time with the target cells (respectively, 20 and 50 min). This analysis therefore shows that lowering
TCR triggering in normal cells reduces LFA-1 activation and results in an increased proportion of
cells that display reduced ability to form stable contacts with target cells. Our analysis is also

supportive of a direct link between contact stability and onset of killing in individual CTL.
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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-I activation, but also to produce fundamental
knowledge about the interplay between actin cytoskeleton meshwork organization, LFA-1

activation and lytic 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). It 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-
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.,
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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 is also involved in 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
distribution patterns observed in the WAS CTL. Given the role of WASP in transducing TCR
signals (Kumari et al., 2015), the LFA-1 defects associated with WASP deficiency reported here
might originate from a lower TCR-evoked activation. We found that stimulation of normal CTL
with an intermediate anti-CD3 mAb concentration led to reduced LFA-1 activation and killing
efficiency. However, we failed to detect cells with a disrupted LFA-1 cluster belt and with central
localization of clusters, as observed in numerous WAS CTL. At the nanometric scale, control CTL
stimulated with | pg/ml anti-CD3 Ab assembled smaller LFA-1, which compactness was however
not affected as in the case of the WASP-deficient CTL. Together, these observations indicate that
the WAS-related defect cannot be simply explained by a reduced LFA-1 activation. The perturbed
morphology of the WAS CTL revealed here might result in a broad perturbation of the distribution
of membrane receptor, beyond LFA-1. However, WASP deficiency does not appear to affect TCR
microcluster distribution and dynamics (Kumari et al., 2015), nor the exclusion of CD45 from the
synapse area (Calvez et al., 2011). Together, these observations suggest that WASP-controlled

actin remodeling are particularly important for the control of LFA-1 distribution and activation.

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 been shown to release their
contents by fusing with an actin-depleted secretory domain located towards the synapse center

(Ritter et al., 2015; Stinchcombe et al., 2001; Stinchcombe et al., 2006). An alternative model of
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lytic granule secretion has recently been proposed, based on the observation that lytic granule
secretion, visualized with a fluorescent probe, occured in an intermediate domain of the synapse
corresponding to the inner side of the F-actin ring (Basu et al.. 2016). Interestingly, measurement
of local mechanical forces with micropillars revealed that this domain is where the strongest forces
are exerted. This model implies that lytic granules are secreted in synaptic areas containing the
adhesive and cytoskeletal machinery required to transmit force. In support of this model, our
experiments with healthy donor CTL= indicate that lytic granules would preferentially dock at the
vicinity of high-affinity LFA-1 clusters in the inner side of the LFA-1 cluster belt associated to a
relatively dense actin meshwork. In conjunction with this mechanism, local actin meshwork
relaxation might be required for lytic 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 is 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
etal., 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-polarized
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). Beyond the WASP-deficiency model, our study
indicates that there is a direct link between LFA-1 activation and killing efficiency. Indeed,
stimulation of CTL with an intermediate anti-CD3 mAb concentration leading to reduced LFA-1
activation is associated with a lower killing activity. This is explained by the increased frequency
of individual CTL, which establish poorly stable contacts with target cells and fail to kill. Together,
our data on the WASP-deficiency CTL model and the suboptimal activation of normal CTL suggest
that both quantitative and qualitative aspects of LFA-1 activation at the nanoscale contribute to the

tuning of killing efficacy.

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
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interaction with the underlying actin cytoskeleton meshwork. It further identifies 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 selection according to the manufacturer’s
instructions (Stem Cell). T cells were cultured in RPMI 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 1 pg/ml PHA, 100 IU/ml rhIL-2 and 5 ng/ml rhIL-15. WAS
CTL were derived from the W2 patient described previously (Trifari et al., 2006), as well as patients
WASI1 (De Meester et al., 2010) and WAS4 (Marangoni et al., 2007). The lack of WASP
expression in the patient-derived CD8" 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 5A5 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
during a I-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 FlowlJo 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 | 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
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during the duration of the assay to block target cell proliferation. Residual alive target cell
acquisition and quantification were made as described previously(Vasconcelos et al., 2015). 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 ug/ml of fibronectin (Sigma-Aldrich) for I h at 37°C/5% CO2 CTL were pre-stained
with CellTracker green CMFDA dye (Invitrogen) for 30 min at 37°C/5% COz 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/Fc
chimera (4 pg/ml) (R&D Systems, USA) and anti-CD3 mAb (10 ug/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
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% CO..
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 224 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(Kechkar et al., 2013) integrated into

Metamorph (20 nm pixel size). The minimal surface of a LFA-1 cluster was set as twice the mean
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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 pum 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
ImageJ with an intensity-based threshold. The Image] particle detection approach was validated

by comparison to DBSCAN in test ROls.

SIM

The staining procedure was comparable to that used for dSTORM 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 SCMOS 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 pm and 42 pm 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 Imagel. Thresholds were performed on F-actin and a24 intensity to transform them
into two masks, then number of a24 clusters in 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.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad software. Statistical significance was
determined by performing two-tailed non-parametric paired Mann-Whitney or unpaired Wilcoxon
t tests. Graphs show mean values +/-SEM. Resulting P values are indicated as follows: ns P>0.05:

*0.01<P<0.05: ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001 **** P<0.0001.
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The Wiskott-Aldrich syndrome protein controls the
LFA-1 nanoclusters belt at the lytic synapse
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supplemental figure legends (S1 to S6 and movies)
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Figure S1
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Figure S1. Phenotypic characterization of WASP-deficient CD8* T cells

(A) Flow cytometry analysis of the surface markers CD4 and CD8 in untransformed CD8* T cell lines generated from healthy
donors (HDI to 4) and WAS paticnts (WAST1. WAS2 and WAS4). WASI patient carrics 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 lytic 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. Dated bars represent the reference number of target cells plated at the beginning of the
assay,
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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) T itted light i
in A,

ing of arepi ive WAS patient CTL as described
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Figure S3
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Figure 83. LFA-1 activation abnormalities in WASP-deficient CD8" T cells

(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 ol 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 are on LFA-1 ring and numbers 7, §, 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-lests.

ns P>0.05: * 0.01<P<0.05: ** 0.001<P<0.01: *** P<0.001. (E) Comparison of all ROIs by category. Statistical significances were

obtained with an unpaired and non-paramerric Kruskal-Wallis test.
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Figure S4

A Healthy donor CD8* T cell

Figure S4. Positioning of Iytic granules in relationship with LFA-1 clusters and the actin cytoskeleton meshwork in WASP-
deficient CDS* 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 set
to 5. 2. 1 and 0.2 pum 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 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 CDS8~ T cell shown in B. Intensitics were

nermalized based on the maximum intensity of each color.
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Figure S5

HD CD8* T cell WAS CD8* T cells

Radial (11) Radial (5/12) Distorted (3/12) Kinapse (4/12)

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 each category.
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Figure S6
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Figure §6. LFA-1 nanocluster organization in sub-optimally activated CD8" T cells

(A) dSTORM images of open conformation LFA-1 staining in a representative HD CD8* T cell on ICAM-1 and anti-CD3 mAb
coated surface (1 pg/ml). From left to right, TIRFM image and dSTORM reconstruction, then 2 ROIs with the corresponding
DBSCAN detection of clusters. Scale bar: 5 pm (whole cell) and 0.2 um (ROI). (B) Open LFA-1 cluster area distribution within 4
ROIs per cell. (C) Surface density of open LFA-1 clusters within 4 ROTs per cell, Mean is represented in red. (D) Localization point
density within 4 ROIs per cell. (E) Number of localization points detected as part of clusters (IN) or out of the clusters (OUT),

within 4 ROIs per cell. The open LFA-1 cluster metrics result from the analysis of 4 cells.
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Movie 1.
Healthy donor CTL (green) encountering anti-CD3 mAb coated P8135 cells in presence of propidium iodide (PT) at a 2:1 E:T ratio.

Movie 2.
WAS CTL (green) encountering anti-CD3 mAb coated P815 cells in presence of propidium iodide (PI) at a 2:1 E:T ratio.
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Discussion et perspectives (partie 2)

Dans cette étude, nous avons entrepris d’identifer le r6le de WASP a la synapse lytique. Une

combinaison unique de modalités de microscopie avancées nous a permis non seulement

d'identifier un défaut d'activation de LFA-1 sous-jacent a l'activité cytotoxique réduite de ces

cellules, mais aussi de produire des connaissances fondamentales sur l'interaction entre

I'activation du LFA-1 et le positionnement des granules a |'aire synaptique.

Premiérement, par I'observation du défaut de lyse soutenue des CTL WAS, en lien avec un

défaut d’activation de LFA-1 et des morphologies cellulaire aberrantes, j’avais émis un modele

de réflexion sur le role de WASP a la synpase lytique (Figure 15).
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Figure 15. Modeéle de réflexion sur le role de WASP a la synapse lytique. Lors de I'activité de

scanning des cibles par le CTL, celui-ci est tres mobile et forme des sites de contact de type kinapse. Une fois la
reconnaissance d’un peptide antigénique, la signalisation TCR va permettre I'inside-out signaling afin d’activer
LFA-1 et permettre une adhésion ferme pour la mise en place de la synapse lytique. Le CTL étant trés dynamique,

WASP semble requis pour la stabilité de cette synapse et la délivrance du coup létal.

L’hypothése consiste en une structure synaptique affectée par I'absence de WASP, entrainant
un défaut de stabilité de contact avec la cellule cible. En effet, une étude a précedemment
démontré la nécessité de WASP a la synapse immunologique pour permettre la reformation
de celle-ci aprés migration?82283, Cette action pourrait étre médiée par LFA-1 qui, par son
adhérence au ligand ICAM-1, permettrait I'arrét du CTL. Ainsi en I'absence de WASP, la
synapse ne se reformerait pas de maniére concentrique, et méme si la polarisation des
granules lytiques est effectuée’>, ceux-ci ne seraient pas contenus dans I’aire synaptique pour

une délivrance ciblée (Figure 15).

Nos travaux démontrent au niveau fondamental que le diamétre des clusters de LFA-1
détectés ici dans les lymphocytes T est d'environ 100 nm (indépendamment de WASP), ce qui
est comparable a celui mesuré par microscopie électronique a la surface des monocytes?®4,
De plus, ces clusters de LFA-1 dans la conformation ouverte ont été concentrés dans une
structure semblable a un anneau, en ligne avec le cycle de LFA-1 décrit précédemment?®. En
revanche, en lien avec notre modele de réflexion, nous avons non seulement pu démontrer
I'importance de WASP pour la formation d’une structure concentrique de LFA-1, mais aussi au
sein des nanoclusters de LFA-1, WASP est impliquée dans leur densité moléculaire. En outre,
en lien avec le défaut de formation d’un anneau de LFA-1, les granules lytiques sont moins
confinés a l'intérieur de celui-ci. Pour autant, les CTL WAS sont capables de relarguer les
granules lytiques®®*. Ainsi les CTL WAS auraient un probléme de stabilisation de leur synapse
au fur et a mesure de leur rencontre avec les cibles, réduisant leur capacité de lyse multiple,

ce qui entrainerait un défaut de lyse soutenue.

Mis a part 'identification d’éléments expliquant le défaut de CTL WAS, nos travaux soulévent
de multiples questions fondamentales comme: Comment LFA-1 est-il ancré dans le
cytosquelette d’actine ? Pourquoi les granules lytiques ne sont pas centralisés dans un

domaine sécrétoire comme décrit auparavant ?
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Premiérement, I'ancrage de LFA-1 dans le cytosquelette d’actine avait été décrit comme sous-
jacent a celui-ci, permettant de re-localiser cette intégrine a la synapse?®®. Or nous observons
que les nanoclusters de LFA-1 sont ancrés dans les interstices du maillage d’actine, avec une
colocalisation partielle avec celle-ci impliquant un contact. Par I’étude de protéines capables
d’interagir avec le domaine intracytoplasmique de LFA-1 (comme la Talin, Vinculin, ou Kindlin)
et avec le cytosquelette d’actine, cela permettrait de définir plus finement I'ancrage de LFA-1

dans le cytosquelette.

Enfin, les granules lytiques ont été initialement proposés pour libérer leur contenu en
fusionnant avec un domaine sécrétoire sans actine situé vers le centre de la synapse’”104287,
Cependant, dans nos expériences avec des CTL de donneurs sains, des granules lytiques
apparaissaient préférentiellement localisés au voisinage des clusters de LFA-1 a haute affinité
dans la face interne de I'anneau formé par LFA-1. Ceci 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 correspondant a la région de I'effort de

force le plus fort288289,

En résumé notre étude a permis des découvertes fondamentales comme la topographie de
LFA-1 mais aussi de caractériser I'implication de WASP a la synapse lytique, permettant

d’expliquer a un degré plus fin le défaut de lyse des CTL de patients.
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Partie 3. Les lymphocytes T régulateurs Ovasave® sont dotés d’une activité cytotoxique

alternative via la granulysine et les granzymes

Granulysin- and granzyme-dependent elimination of myeloid cells

by therapeutic ova-specific type-1 regulatory T cells

Delphine Guipouy, Julie Gertner-Dardenne, Nathalie Belmonte and Loic Dupré.

Article soumis a The Journal of Immunology

Le développement d’'immunothérapies a base de transfert adoptif de lymphocytes T fait
preuve d’une forte croissance a I’heure actuelle. Grace aux capacités cytotoxiques, mais aussi
régulatrices, elles visent a éliminer les cellules tumorales ou a contréler I'inflammation,
respectivement. Dans ce contexte, TxCell a développé le produit thérapeutique Ovasave®, a
base de lymphocytes T régulateurs de type 1 ayant une spécificité pour I'ovalbumin (ova-Trl),

pour la maladie de Crohn réfractaire.

L’essai clinique de phase I/lla (CATS1) a démontré la s(ireté de cette thérapie, et a également
indiqué une efficacité par I'observation de la diminution du score CDAI des patients, en
paralléle d’'une diminution du nombre de monocytes pro-inflammatoires dans le sang des
patients. Parmi les multiples mécanismes d’action potentiels d’'un lymphocyte T régulateur,
nous formulons I'hypothése d’une activité directe des ova-Trl envers ces monocytes pro-

inflammatoires, en les éliminant par cytotoxicité.

Afin d’explorer cette hypothése, j'ai adapté différentes techniques développées dans mes
précédents travaux pour I’étude de ces cellules ova-Trl, comme la mesure par cytométrie en
flux de I'activité de lyse sur des temps tres prolongés et la microscopie en temps réel évaluant

I'induction de I'apoptose par la sonde caspase-3.

Premiérement, en plus d’une capacité immunosuppressive via I'lL-10, les ova-Trl ont un
potentiel lytique par I'expression de molécules lytiques, comme les granzymes A, B, H, M et |a
granulysine. Par une étude rétrospective des marqueurs exprimés par les ova-Tr1 utilisés dans
I’étude CATS], seule une forte expression de I'ensemble des molécules lytiques correspondait
a la diminution du score CDAI observée chez les patients répondeurs. Ainsi, a I'aide de lignées

cellulaires provenant du lignage myéloide ou lymphoide, nous avons pu démontrer une
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capacité d’élimination préférentielle de cellules cibles myéloides par les ova-Tr1. Cette activité
cytotoxique est mise en place progressivement, avec un délai dans la délivrance du coup létal,
et est maintenue sur des temps trés prolongés (jusqu’a 72h) permettant une élimination de la
population cible. Par ailleurs, cette lyse est effectuée indépendamment de la reconnaissance
de I'antigene ova par le TCR. L'activation de celui-ci permet tout de méme de potentialiser
leur ativité lytique. Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans cette lyse sont les granzymes
avec une indépendance de la perforine. En revanche, en remplacement de la perforine, la

granulysine est impliquée dans I'activité de lyse des ova-Trl.

Ainsi, face a des cellules cibles myéloides de type monocytaire, les ova-Trl sont capables
d’exercer une activité de lyse alternative via la granulysine et les granzymes de maniere TCR-
et perforine-indépendante. Cette thérapie cellulaire a base de lymphocytes T régulateurs
pourrait, en paralléle d’une activité suppressive classique envers les lymphocytes T effecteurs,
permettre |'élimination de cellules myéloides, comme les cellules présentatrices de I’antigene
ou les monocytes pro-inflammatoires par une activité cytotoxique, afin de controler

I'inflammation présente chez les patients atteints de la maladie de Crohn.

J'ai eu I'opportunité de travailler sur ce projet grace a un financement Cifre, pour débuter
ma these, me permettant de collaborer avec I'entreprise TxCell. Ainsi, Julie et Nathalie
m’ont donné les bases du projet correspondant au matériel cellulaire et aux données de
cytométrie de la figure 1. Ma contribution a alors été d’explorer le mécanisme de lyse avec
toutes les connaissances que j’ai acquéries lors de mes deux précédentes expériences, en
les adaptant aux lymphocytes ova-Trl, mais aussi en acquérant de nouvelles capacités et

connaissances au cours de cette recherche (Figures 2 a 5 et Figures S1 et S2).
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Abstract

The intrinsic immunosuppressive properties of regulatory T cells can be harnessed for
therapeutic approaches aiming at down-modulating harmful immune reactions. In this context,
expanded type | regulatory T cells (Tr1) specific for ovalbumin (ova-Trl) have been tested for
clinical efficacy in the treatment of autoimmune disorders such as refractory Crohn’s disease
(CD). The clinical use of these therapeutic products warrants exploration of their mechanism
of action. Here, we identified a relationship between the CD activity index (CDAI) and the
expression of lytic molecules by the ova-Trl cells administered in the previously reported First-
in-Man study (CATSI study). Accordingly, ova-Trl cells were found to carry granules
containing high levels of lytic molecules, including multiple granzymes and granulysin. These
cells displayed a TCR-independent cytotoxic activity, which was selectively directed towards
myeloid cell lines and monocyte-derived dendritic cells. The cytotoxic activity of ova-Trl cells
was mediated via prolonged intercellular contacts that resulted in a perforin-independent and a
granzyme/granulysin-dependent apoptosis of the myeloid target cells. As compared to CD8*
cytotoxic T cells, ova-Trl cells required more time to lyse target cells and displayed a more
gradual lytic activity over time. Notably, this activity was sustained over days resulting in the
control of myeloid cell populations at a relatively low ratio. Our study reveals that ova-Tr1 cells
are endowed with a sustained cytotoxic activity that relies on a unique combination of
granulysin and granzymes and that specifically eliminates myeloid target cells in a TCR-

independent manner.

Key words

Type | regulatory T cells, Cytotoxic activity, Myeloid cells, Inmunotherapy, Granulysin
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Abbreviations
Ab: antibody, CATS1: Crohn’s And Treg cells Study 1, CD: Crohn’s disease, CDAI: Crohn’s

disease activity index, CTL: cytotoxic T lymphocyte, DC: dendritic cells, Ova-Trl: ovalbumin-

specific type 1 regulatory T cell, PI: propidium iodide, Treg: regulatory T cell.

Page |140



Introduction

Reinforcing and modulating the immune system has recently become an efficient strategy to
tackle the challenges posed by cancers and chronic inflammatory diseases (Gregori et al., 2015;
June, 2007; Perica et al., 2015). Autologous T-cell-based therapies represent one of the
immunotherapy approaches being explored today. They include strategies relying on the
transfer of either cytotoxic T cells for the elimination of cancer cells (Dudley et al., 2002; Mulé
et al., 1984: Rosenberg et al., 2011) or regulatory T cells (Treg) to control autoimmune and
inflammatory diseases (Marek-Trzonkowska et al., 2012; Trzonkowski et al., 2009). Treg cells
are endowed with a suppressive activity (Sakaguchi et al., 1995), which operates through
immunosuppressive cytokines (Nakamura et al., 2001, 2004), metabolism disruption (Deaglio
et al, 2007) or inhibition of antigen-presenting cell maturation (Oderup et al., 2006).
Interestingly, Treg cells can also mediate a cytotoxic activity toward both effector T cells
(Gondek et al., 2005) and myeloid cells, including antigen presenting cells (Grossman et al.,
20044, 2004b). Importantly, such cytotoxic activity has been reported to be required for the
regulatory activity of these cells in vivo (Cao et al., 2007). Type 1 Treg cells are an attractive
subset of regulatory T cells for therapy since they can be generated in vitro (Gregori et al.,
2012). They also share immunosuppressive and cytotoxic activities (Foussat et al., 2003; Groux
et al., 1998; Magnani et al., 2011). Nevertheless, the relevance of these activities in the context

of therapeutic approaches remains to be evaluated.

An autologous T-cell based approach consisting in the administration of in vitro expanded
ovalbumin-specific type 1 Treg cells (ova-Tr1) has been developed for the treatment of Crohn’s
disease (CD) (Brun et al., 2009; Foussat et al., 2003). The phase I/lla CATS1 clinical study
showed the safety of this approach in the context of refractory disease and provided a significant
clinical improvement in 8 of the 20 treated patients (Desreumeaux et al., 2012). This was
paralleled by a reduction in pro-inflammatory monocytes in the blood of the patients 3 weeks
after injection, suggesting that ova-Trl cells might dampen CD-associated inflammation via
the control of monocytes. In the present study, we explored whether known Trl cell-associated
mechanisms might concur to the control of monocytes by ova-Trl cells. The phenotypic
analysis of markers of the regulatory and cytotoxic activities expressed by the cells
administered to CD patients revealed a relationship between levels of cytotoxic molecules and
CDAI reduction. This led us to focus on the cytotoxic potential of those cells using a
combination of assays based on flow cytometry and quantitative video-microscopy

(Vasconcelos et al., 2015). Our study demonstrates that therapeutic type-1 regulatory T cells
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are endowed with an alternative cytotoxic activity that eliminates myeloid cells, independently

of TCR-mediated signaling, via a granulysin- and granzyme-dependent mechanism.
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Results
Expression of granzymes and granulysin by ova-Tr1 cells is linked to clinical response in

Crohn’s disease patients.

In order to get insight into the mechanism by which ova-Trl cells might control refractory
Crohn’s disease in the context of adoptive cell therapy, we analyzed expression of molecules
known to mediate regulatory and cytotoxic activities in these cells. Ova-Trl cells were defined
as CD4" T cells expressing high levels of CD25 but low or undetectable expression of Foxp3
and CD62L, in contrast to thymus-derived Treg cells (FiglA). As previously described, ova-
Trl cells secreted high amounts of IL-10 and IL-13, low amounts of IFNy, but no IL-4
(Desreumeaux et al., 2012). This analysis also confirms that these cells harbor a Trl cytokine
profile (Bacchetta et al., 2002; Groux et al., 1998). Analysis of immune checkpoint surface
molecules on ova-Trl cells showed expression of ICOS and GITR but low levels of CTLA-4
and PD-1. Furthermore, ova-Trl cells expressed high levels of the ATP-degrading
ectonucleotidase CD39 (Mascantroni et al., 2015). To test the suppressive ability of ova-Trl
cells, we applied the culture supernatant of ova-Trl cells that had been stimulated for 48h with
anti-CD3/CD28 coated beads onto purified CD4* T cells cultured in Th17-skewing conditions
(FiglB). The supernatants of ova-Trl cells dampened the differentiation of CD4* T cells into

Th17 effector cells, revealing the contact-independent suppressive ability of ova-Tr1 cells.

Trl cells have been shown to also mediate their suppressive function via the release of lytic
molecules, including granzyme B and perforin (Magnani et al., 2011). We sought to test the
expression of all described granzymes (A, B, H, K and M), as well as perforin and granulysin
in the ova-Tr1 cells (FiglC). The tested clones consistently expressed high levels of granzymes
A, B, H and M but almost no granzyme K. Interestingly. while the ova-Tr1 cells expressed very
low levels of perforin, they expressed granulysin, a cytotoxic molecule able recently described
to cooperate with granzymes to kill pathogens (Walch et al., 2014). We then studied these cells
by confocal microscopy to investigate whether the identified lytic molecules would be localized
in granules as expected for cytotoxic T cells. Our analysis confirms the expression of granzyme
B and granulysin and shows that these molecules colocalized with the lysosomal marker

LAMP-1 (FiglD). Together, these data indicate that ova-Trl cells harbor a cytotoxic potential.
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Figure 1. Phenotypic characterization of ova-Trl cells produced for cellular therapy. (A) Expression of

characteristic markers of regulatory T cells, as indicated. Mean+/-SEM, n=2 for Treg cell line and n=6 for ova-
Trl clones. (B) Suppressive activity assay on Th17 cell differentiation. Mean+/-SEM. n=4. (C) Expression of lytic
molecules. Mean+/-SEM, n=6 ova-Trl clones. (D) Visualization of granzyme B and granulysin together with
LAMP-1 by confocal microscopy, represented as a maximum intensity projection of a z-stack acquisition though
the entire cell. (E) Compiled expression of lytic molecules (addition of gMFI values) in ova-Trl cells transfused
to responder (green) and non-responder (red) patients from the CATS1 phasel/lla clinical trial. CDAI change
corresponds to the difference of CDAI scores at the beginning and the end of the trial. Statistical significances

were obtained with unpaired t-tests. ns P >0.05; * 0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01: *** P<0,001: *#* P<0.0001.

Our characterization of the ova-Trl cells points to their potential to control inflammatory

responses such as those underlying CD via contact-independent suppression of pathogenic T
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cells and/or via a cytotoxic mechanism. We therefore investigated, retrospectively, in the
remaining Drug products from CATSI study patients whether the expression of markers of
these activities might correlate with the change in CDAI scores. Ova-Trl cells infused to
patients were studied for the expression of several markers -corresponding to
immunosuppressive and the cytotoxic functions, such as cosignaling molecules, CD39, various
chemokines receptors, as well as IL-10 secretion. Moreover, the expression level of lytic
molecules, including granzymes A, B, H, K and M, perforin, as well as granulysin, was
monitored by flow cytometry and compiled into a lytic molecule score. This score was
compared to the patient CDAI change reached at 5 weeks after injection, when the peak of
response was observed in CATS1 (FiglE). A clinical response was defined as a reduction of at
least 100 points of the patient CDAI score. The analysis revealed that the lytic molecule score
of the infused cells was associated with the clinical response. Indeed, responder patients
displayed high lytic molecule scores. As opposite, non-responder patients displayed a lower
lytic molecule scores than responder patients. While the expression of lytic molecules appeared
to be related to the clinical response, we failed to detect any relationship between markers of
immunosuppressive functions and the CDAI of the infused patients (data not shown). Together,
these data indicate that the in vivo efficacy of ova-Trl cells in the context of CD might be related
to the cytotoxic potential of these cells, based on their high expression of numerous granzymes
and granulysin. This raises the question as to whether ova-Trl cells are endowed with a lytic

activity and, if so, which pathogenic cells they might target.

Ova-Trl cells preferentially eliminate myeloid cells independently from TCR stimulation.

We tested the intrinsic cytotoxic activity of ova-Trl cells against various hematopoietic cell
lineages using a cytometry-based method designed to assess both short-term and long-term
cytotoxic activity at reduced effector to target cell ratios (Vasconcelos et al., 2015). Although
ova-Trl cells displayed only minimal elimination of the myeloid cell lines U937 and THPI in
a 4h assay, they efficiently eliminated these cells over 24h, in a ratio-dependent manner
(Fig2A). The ability of ova-Trl cells to eliminate myeloid cells was confirmed with the use of
primary cells. Indeed, ova-Trl cells efficiently eliminated monocyte-derived dendritic cells,
independently from their maturation status. Ova-Trl cells displayed only minimal effects on
the viability of cells belonging either to the granulocytic series (K562 cells), the B cell lineage
(JY cells) or the T cell lineage (primary CD8" T cells) (Fig2B). Therefore, the cytotoxic activity
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of ova-Trl cells appears to be restricted to cell lines and primary cells belonging to the

monocytic lineage.
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To further dissect the cytotoxic activity of ova-Trl cells, we chose to use the U937 cell line as

a model. In the clinical setting, frozen batches of ova-Trl cells are thawed and directly

administered to patients. We assessed how long the cytotoxic property of ova-Trl cells would

be maintained in that setting (Fig2C). Upon thawing, ova-Trl cells displayed a low, but

detectable, target cell reduction activity at 4h, which strongly increased at 24h. This cytotoxic

activity was maintained over the 9 days of in vitro culture. To further evaluate their functional

stability, ova-Trl cells were restimulated with anti-CD3 and anti-CD28 coated beads. Three

days after stimulation, ova-Trl cells remained as efficient at eliminating U937 cells as they

were following thawing. The efficiency of the lytic activity and the independence of TCR

stimulation might be explained by a tonic status of the TCR. In support of this possibility, ova-
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Trl cells displayed a high level of phosphorylated form of Zap-70 upon thawing, after 9 days
of in vitro culture and after restimulation (FigS1A-B). Together, these data indicate that the
cytotoxic activity of ova-Tr1 cells directed towards myeloid cells is a very stable property that

is not affected by in vitro culture and TCR restimulation.

Gradual onset of lytic activity by ova-Trl cells against myeloid cells.

Given the increase in cytotoxic activity measured between 4h and 24h of co-culture with the
target cells (from =20% to 70% of target cell elimination), we investigated the Kinetics of the
ova-Trl cell cytotoxic activity by monitoring the events of U937 cell death by live-microscopy
(Fig3A-B). For that purpose, U937 cells were loaded with the NucView fluorescent probe that
reveals caspase-3 activation. We used this approach to compare in parallel the cytotoxic activity
between ova-Trl cells, CD8* cytotoxic cells (CTL) and Foxp3* Treg cells. As expected, CTL
did not display any cytotoxic activity toward U937 cells without an exogenous stimulus.
However, in the presence of anti-CD3 Ab, expected to bind Fe receptors on the target cells
(Scallon et al., 2007), they eliminated a high proportion of target cells within a few hours.
Distinctly from CTL, ova-Trl cells were able to activate caspase-3 in U937 cells without
addition of anti-CD3 Ab. This further demonstrates that ova-Trl cells are endowed with a
cytotoxic activity leading to the apoptosis of myeloid target cells. The cytotoxic activity of ova-
Trl cells was characterized by a slow onset followed by a gradual increase of apoptotic target
cells. As an additional control, we tested the ability of Foxp3* Treg cells to eliminate U937
cells. However, Foxp3" Treg cells did not display any lytic activity in this experimental model

system.

To further explore the mode of action of ova-Trl cell-mediated elimination of myeloid target
cells, we performed live microscopy experiments in the presence of a high concentration of
propidium iodide (PI) to reveal target cell membrane permeabilization consecutive to lethal hit
delivery (Lopez et al., 2013). These experiments reveal that upon contact with U937 cells, ova-
Trl cells were able to deliver a lethal hit, confirming their identity as genuine cytotoxic T cells
(Fig3C). However, while every CTL forming a conjugate with a U937 cell, in the presence of
an anti-CD3 Ab, led to an event of PI burst within 2h, only one fourth of the ova-Trl cells were
able to do so (Fig3D). The limited proportion of ova-Trl cells demonstrating a killing activity
within the 2h observation time frame might be explained by the increased delay with which

they eventually killed target cells. Indeed, the time between contact and Pl entry was on average
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of 65 min for ova-Tr1 cells as compared to 20 min for CTL (Fig3E). The ova-Tr1 cells that did
not kill within the 2h time frame formed conjugates with U937 cells that were as prolonged as
some from killer cells, thereby excluding the failure to recognize target cells as a reason for the
lack of cytotoxicity (Fig3F). As expected from the previous set of experiments, Foxp3 Treg
cells failed to induce a detectable PI burst in the U937 cells, confirming the specificity of ova-
Trl cells in the Killing of myeloid target cells. In conclusion, the gradual onset of U937 cell
lysis by ova-Trl cells observed at the population level might be explained, at least in part, by a

delay between initial contact and lethal hit delivery.
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Figure 3. Killing Kinetics of ova-Tr1 cells. Target U937 cells were seeded in the presence of either ova-Tr1 cells,
Foxp3™ Treg cells or CTL (red) at an E:T ratio of 1:1 for 12h. The Nucview 488 caspase-3 substrate was used to
track individual target cell apoptosis by live-microscopy. (A) Representative snapshots showing the activation of
caspase-37 target cells after co-culture with the indicated effector cells. (B) Quantification of videos as percentage
of target cells activating caspase-3 over time. Mean+/-SEM of n=2 experiments in triplicates. Same experiment
for 2h, propidium iodide (PI) was used to track the lethal hit delivery by live-microscopy. (C) Representative
snapshots showing conjugates triggering PI entry in the target cell. (D) Single conjugates (1 T cell and | target

cell) were categorized as productive or ineffective depending on PI entry in the target cell. n= 26 conjugates per T
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cell type. (E) Delay between the first contact with the target cell and PI entry. (F) Contact time with target cells,
either for “productive” or “ineffective™ contacts. Statistical significances were calculated with unpaired t-tests, ns
P >0.05: * 0.01<P<0.05: ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001: *#** P<(.0001.

Ova-Tr1 cells sustain their lytic activity towards myeloid cells over days.

Given the gradual onset of Iytic activity in the ova-Trl cells, we investigated their ability to
control myeloid cell populations over prolonged interaction times. For this purpose, ova-Trl
cells were co-cultured with U937 cells for 4, 24, 48 and 72h at the E:T ratios of 1:1, 5:1 and
10:1. Several of the ova-Trl1 clones tested demonstrated a cumulative killing activity over 48 to
72h, leading to near elimination of the U937 cell population at the 10:1 ratio in the absence of
exogenous TCR stimulation (Fig4A). A CTL clone tested in parallel as a control displayed only
minor spontancous killing activity towards the U937 cells. We then tested whether additional
triggering of the TCR would further reinforce the sustained Iytic activity of ova-Tr1 cells. Upon
addition of anti-CD3 Abs, the 5 tested clones displayed increased cytotoxic activity towards the
U937 cells (Fig4B). Indeed, the exogenous trigger of the TCR in ova-Trl cells raised their
killing kinetics and increased their overall efficiency at low E:T ratio. Remarkably, 2 of the 5
tested clones displayed comparable killing kinetics and efficiency as the CTL clone tested in
parallel. This analysis highlights the fact that the cytotoxic activity of ova-Trl cells against

myeloid cells is sustained over days and can be potentiated upon TCR triggering.
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Figure 4. Sustained lytic activity of ova-Trl cells over prolonged time periods. (A) U937 target cells were co-
incubated with different ova-Trl clones and CTL at the E:T ratios 1:1, 5:1 and 10:1. Absolute counts of residual
live target cells were measured after 4, 24, 48, and 72h of co-culture. Lysis percentage was obtained based on the
number of target cells alone. (B) Same experiments as in A with 10pg/ml anti-CD3 Abs added during the co-

culture. Representative experiment of 2 (n=5 ova-Trl clones and n=2 ova-Trl clones).

The cytotoxic activity of Ova-Tr1 cells is mediated by granzymes and granulysin.

To further elucidate the mechanism of action of ova-Trl cells. we investigated which effector
molecules might mediate their cytotoxic activity. The relatively slow, gradual and sustained
activity is suggestive of a lytic molecular pathway relying on “low triggering” death receptors
such as TRAIL or Fas/FasL. To test this hypothesis, we performed cytotoxic assays in the
presence or absence of blocking antibodies against TRAIL and FasL (FigSA-B). Neither Ab
inhibited the cytotoxic activity of the ova-Tr1 cells, implying that the corresponding molecular
pathways are not involved in this process. DNAM-1 has previously been identified as the major

trigger of the lytic activity of Trl cells (Magnani et al., 2011). However. this receptor appeared
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not to be involved in the cytotoxic activity of the ova-Trl cells since the blocking Ab approach
also failed to affect this activity (Fig5C), although it was able to reduce the lytic activity of NK-

92 cells used as a control (FigS2A).
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Figure 5. Identification of the molecular pathway for ova-Trl cell lytic activity. (A) Cytotoxic assay in the
presence of a blocking Ab against TRAIL or isotype control. Mean+/-SEM, n=4 ova-Tr1 clones. (B) Cytotoxic
assay in the presence of a blocking Ab against FasL or isotype control. Mean+/-SEM, n=4 ova-Tr! clones. (C)
Cytotoxic assay in the presence of a blocking Ab against DNAM-1 or isotype control. Mean+/-SEM, n=4 ova-Tr|
clones. (D) Cytotoxic assay in the presence of concanamycin A or DMSO. Mean+/-SEM, n=4 ova-Tr| clones. (E)
Cytotoxic assay only at a 5:1 E:T ratio in the presence of a serine proteases inhibitor (3,4 DCI) or DMSO. n=1
ova-Trl clone. (F) Cytotoxic assay at 5:1 ratio using electroporated ova-Trl cells (no SIRNA. control SiRNA or
granulysin-specific SIRNA pools). This assay was initiated 48h after clectroporation. Mean+/-SD of a

representative experiment out of 2, made in triplicates,

We have previously reported that the cumulative killing activity of CTL over a prolonged time
is mediated by perforin and granzymes, rather than the Fas/FasL pathway (Vasconcelos et al.,
2015). Given the expression of high levels of granzymes within vesicles resembling lytic
granules, we tested their contribution to the cytotoxic activity of ova-Trl cells. The serine

protease inhibitor 3.4DCI, known to block the activity of granzymes, totally inhibited ova-Tr1
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cell-mediated lysis of U937 cells (Fig5E), thereby identifying granzymes as major effectors of
the cytotoxic activity of these cells. Unlike classical cytotoxic lymphocytes, ova-Trl cells
express very low levels of perforin, which is required to allow membrane permabilization and
delivery of granzymes in cytotoxic T cells and NK cells. We sought that those levels might
however permit a slow release of granzymes in accordance with the killing kinetics of those
cells. When concanamycin A was used to inhibit the maturation of perforin, it failed to affect
the cytotoxic activity of ova-Trl cells (FigSD), although it was able to reduce the lytic activity
of control CTL (FigS2B). This indicates that perforin is not involved in the cytotoxic activity
of ova-Trl cells. Our phenotypic characterization revealed that ova-Trl cells expressed high
levels of granulysin, a molecule of activated cytotoxic lymphocytes that mediates killing of
bacteria via membrane destabilization properties (Chun et al., 2007; Walch et al., 2014). Since
no specific inhibitor of granulysin has been described, we tested its contribution to the cytotoxic
activity of ova-Trl by inhibiting its expression with SiRNA (FigS2C). As assessed by flow
cytometry, a substantial inhibition of granulysin expression (up to 70%) was reached 72h after
electroporation of ova-Trl cells with specific SIRNA. Very clearly, the 24h lytic activity of
ova-Trl cells was reduced (> 50%) upon electroporation with the SIRNA targeting granulysin
as compared to the control SiRNA (Fig5F). We then plotted the level of cytotoxic activity and
granulysin expression stemming from two independent experiments in which two ova-Trl
clones were electroporated, either without SiRNA or with control or granulysin SiRNA
(FigS2D). This analysis shows a positive relationship between granulysin expression in these
different cells and their lytic activity, reinforcing the notion that granulysin is a key molecule
to control Trl cell-mediated cytotoxic activity. Together. our data point to a combined action

of granulysin and granzymes as the mechanism by which ova-Trl cells kill myeloid target cells.
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Discussion

We here explored the biology of therapeutic ova-Trl cells and identified cytotoxicity towards
myeloid cells as a clinically relevant activity. The retrospective analysis of the cells infused to
CD patients in the phase I/Ila CATS|1 clinical study (Desreumeaux et al., 2012) indicated that
expression of lytic molecules, rather than markers of suppression, is related to the CDAI change
in individual patients. Analysis of lytic molecule expression revealed that the ova-Trl cells
administered to the patients expressed a wide array of lytic molecules including the granzymes
A, B, Hand M as well as granulysin. To our knowledge, this is the first report of the expression
of granzymes H, granzyme M and granulysin in Treg cell populations (Gondek et al., 2005;
Grossman et al., 2004a, 2004b; Loebbermann et al., 2012; Velaga et al., 2015). Importantly,
our analysis shows that the cumulative expression of lytic molecules in the administered ova-
Trl cells correlated with the reduction of the CDAI score measured in the treated patients. This
finding justified a further exploration of the biology of ova-Trl cells, with a focus on their
potential cytotoxic activity.

By employing a combination of flow cytometry, confocal microscopy and live cell imaging, we
demonstrated that ova-Trl cells are genuine cytotoxic lymphocytes. Indeed, these cells were
able to efficiently kill cells of the monocytic lineage in a contact-dependent manner. Ova-Trl
cells were found to establish prolonged contacts with target cells. Upon contact, they
destabilized the plasma membrane of the target cells as observed by the entry of PL
Furthermore, target cells were found to undergo apoptosis as shown by the activation of
caspase-3. Similarly to other cytotoxic lymphocytes such as CTL or NK cells, ova-Trl cells
were loaded with a high content of LAMP-17 granules containing lytic molecules. However,
our in-depth characterization of the cytotoxic activity of ova-Trl cells revealed that in many
aspects they used an alternative lytic pathway as compared with CD8* CTL. Indeed, they
appeared to specifically target cells of the monocytic lineage, to kill over prolonged time
periods independently from TCR triggering and to rely on granulysin, rather than perforin, for

the lytic process.

Our study demonstrates a preferential lytic activity of therapeutic ova-Trl cells toward myeloid
cells, especially monocytic cells. This is in line with the observation that in the CATS| clinical
study. responder CD patients displayed a reduction of circulating pro-inflammatory monocytes
after ova-Trl infusion. A comparable specificity for target cells of the myeloid lineage has been
previously reported for Trl cells (Locafaro et al., 2017: Magnani et al., 2011). Such specificity

might be a property of the Trl cell subset since classical human Treg cells are able to lyse a
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broader spectrum of target cells. such as T cells, B cells, monocytes and DC (Grossman et al.,
2004b).

The lytic capacity of Trl cells was previously described to occur via a mechanism based on the
lytic molecules perforin and granzyme B and a requirement of DNAM-1 and CD2 for
activation, independently of TCR engagement (Magnani et al., 2011). Despite a similar TCR
independence, DNAM-I did not seem to be involved in the lytic activity of the ova-Trl cells
studied here. Interestingly, we show that although the TCR was not the trigger for the lIytic
activity of ova-Trl cells, it could potentiate it. The reactivity of the TCR might be explained by
the recurrent in vitro stimulation applied to the ova-Trl cells during their generation that may
lead to a tonic state. Accordingly, a high level of phosphorylated ZAP-70 was measured in the
expanded ova-Trl cells. This feature applied both to the drug product upon thawing and
following in vitro culture and restimulation. We therefore favor a model in which such tonic
TCR signals might combine with signals originating from co-receptors to trigger the lytic

activity of ova-Trl cells.

Whereas high granzyme loads are usually accompanied by perforin expression in both CD4*
and CD8" cytotoxic T cells (Takeuchi and Saito. 2017), we observed here that ova-Trl lytic
activity required granzymes independently of perforin. Interestingly, these cells were found to
express high level of granulysin, a protein shown to facilitate granzyme diffusion and to exert
additional cytotoxic activities (Saini et al., 2011; Walch et al., 2014). Using SiRNA, we provide
clear evidence that granulysin is mediating the killing of myeloid cells by the ova-Trl cells. To
our knowledge, this is the first report on the activity of granulysin in the Treg cell subset.
Interestingly, our data suggest that granulysin might operate as a “spare wheel” for perforin to
deliver granzymes within target myeloid cells. Indeed, granulysin is able to perturb membranes
and was shown in particular to allow granzyme delivery in intracellular pathogens (Chun et al.,
2007; Walch et al., 2014). Alternatively, granulysin might activate target cell apoptosis directly.
as shown previously for CTL and NK cells (Saini et al., 2011). However, the observation that
serine protease inhibition in ova-Trl cells led to full inhibition of their lytic activity indicates
that granulysin did not promote killing independently from the granzyme molecules.

Ova-Trl cells displayed a sustained lytic activity over very prolonged time periods relying on
a gradual onset of their cytotoxicity. Indeed, ova-Trl cells appeared to Kill slowly with an
increased delay between contact and lethal hit delivery as compared to CTL. In addition, ova-
Trl cells did not all engage at once in killing target cells, at least over the 2h observation period.

Such features are expected to contribute to the sustainment of the lytic activity measured over
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3 days of interaction with target cells. The sustained lytic activity of ova-Trl cells might be the
reflection of an alternative lytic pathway involving granulysin instead of perforin. It is also
possible that the latter activity is intrinsic to CD4* cytotoxic T cells, since those cells have been
shown to exhibit a delayed onset of their lytic activity compared to CD8* cytotoxic T cells
(Hildemann et al., 2013). The cytotoxic activity of ova-Trl cells characterized here might limit
exhaustion or activation-induced cell death. This type of activity would be an advantage to
sustain activity in the context of a chronic disease.

In summary, we here provide evidence that ova-Trl cells, used in refractory Crohn’s disease
adoptive cell therapy, eliminate pro-inflammatory myeloid cells as a major mechanism of
action. Ova-Tr! cells mediate the killing of myeloid cells via an alternative lytic pathway, which
does not require neither TCR stimulation nor perforin. Ova-Trl cells are unique cytotoxic
lymphocytes in that they use a combination of granulysin and granzymes to mediate a sustained
lytic activity. Moreover, in the context of CD, in which inflammatory myeloid cells contribute
to the pathogenesis (Griseri et al., 2012; Linton et al., 2012; Siddiqui et al., 2010), a cytotoxic
activity toward these cells is relevant for therapy. Finally, our precise characterization of the
cytotoxic activity of ova-Trl towards myeloid targets unveils their mechanism of action and

provides relevant assays to monitor their activity in the context of clinical trials.
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Experimental procedures
Cells

Effector cells

The expansion process of autologous ova-Tr1 cells was optimized from the phasel/Ila study for
a phase IIb clinical trial to prevent adverse effects from residues of feeder cells (Brun et al.,
2009). Ova-Tr1 cells were produced using an ex vivo cell culture process, which generates ova-
specific T lymphocytes in 8 to 10 weeks. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) from
individual donors were used as source of ova-Trl cells for the manufacture of the Drug
Substance. Donor PBMC were enriched in autologous antigen-specific T cells by stimulation
with ovalbumin (ova). After limiting dilution plating of the resulting activated cells, T cells
demonstrating specificity to ovalbumin and production of ova-Trl cytokines were selected for
additional expansion and processing. Expansion relied on a stimulation with anti-CD3 and anti-
CD28 Abs in the presence of IL-2 and IL-4. The final Drug Product (DP) consisted in the
expanded ova-Trl cells that were formulated in a cryopreservation medium, filled in vials, and

frozen.

To generate control cytotoxic T lymphocytes, CD8* T cells were sorted from healthy donor
PBMC with a FACS Arnia sorter (BD Biosciences) and cloned. CTL clones were cultured in
RPMI 1640 glutamax (Gibco) supplemented with 5% human serum (PAA), 100pg/ml
penicillin/streptomycin, 10mM Hepes, 0.ImM MEM nonessential amino acids and ImM
sodium pyruvate (Invitrogen) and stimulated every 2 weeks with irradiated PBMC and EBV-
transformed JY cells in the presence of lpug/ml PHA, 100TU/ml rhIL-2 and 5 ng/ml rhIL-15.
Control Foxp3* Treg cells were isolated from healthy donor PBMC based on the expression
CD4" CDI127"% CD25* (EasySep Stemcell isolation kit) according to the manufacturer

protocol.
Target cells

The U937 (ATCC), THP1 (ATCC), JY (ATCC) and K562 (kindly provided by Nabila Jabrane-
Ferrat) cell lines were cultured in RPMI (Gibco) supplemented with 10% FCS (PAA) and the
components described above. The P815 (kindly provided by Nabila Jabrane-Ferrat) cell line
was cultured in DMEM (Gibco) supplemented with 10% FCS (PAA) and the components
described above. Primary dendritic cells (DC) were obtained from monocytes following
isolation of PBMC from a healthy donor and 1h adherence in a flask. DC differentiation was
induced during 6 days of culture in RPMI supplemented with 10% FCS and in the presence of
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7501U/ml GM-CSF and 1001U/ml rhlL-4. Where indicated, immature DC were treated with
Tug/ml of LPS to obtain mature DC.

Phenotypic characterization

Ova-Trl cells and Treg were stained for extracellular markers with fluorochrome-coupled
antibodies recognizing CD4-VioBlue, CD25-APC, CDG62L-FITC, CD127-PE, CTLA-4-PE,
ICOS-PECy7, GITR-AF488, PD-1-PE and CD39-PE for 30min at 4°C. Intracellular staining
was performed after fixation and permeabilization using the Cytofix/Cytoperm kit (BD) with
the following antibodies: Foxp3-APC, perforin-APC, granulysin-AF488, granzyme A-FITC,
granzyme B-PE, granzyme H-PE, granzyme K-efluor660 and granzyme M. For granzyme M
staining, a secondary FITC-coupled antibody was added. Antibodies were purchased from
Miltenyi, BD and Clinisciences. All data were acquired on a Macsquant 10 cytometer and

analyzed using MacsQuantify software (Miltenyi).

Phospho-ZAP-70 staining

Control CD4* T cells were stimulated for 30 min with anti-CD3/CD28 beads (1:1 ratio). Ova-
Trl cells were harvested from the culture upon thawing and every 3 days (in parallel of the
cytotoxic assays performed on the same days). After washing, a first step of fixation with 4%
PFA was performed at room temperature for 10 min, followed by a permeabilization step with
90% methanol at -20°C overnight. A rabbit polyclonal Ab for phospho-ZAP-70 (Tyr493, Cell
Signaling technology) was used at a dilution of 1:25 for 45 min at room temperature, then
revealed by a secondary anti-rabbit IgG Ab coupled with AF647 (Invitrogen) at a dilution 1:400
for 30 min at room temperature. Data were acquired on a Macsquant 10 cytometer (Miltenyi)

and analyzed using FlowJo software.

Cytotoxic assays

Ova-Trl cells were co-incubated with various target cells, at 1:1, 5:1 and 10:1 effector to target
cell ratios. Cells were pelleted for Imin at 1500rpm and incubated at 37°C/5% COz from 4 to
72h. Aphidicolin (Sigma) was used at 0.2pg/ml during the duration of the assay to block target

cell proliferation for all target cell line, but not primary cells. Where indicated, blocking
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antibodies were used at the concentration of 10pg/ml (anti-DNAM-1, -FasL. and -Trail).
Residual alive target cell acquisition and quantification were made as described previously
(Vasconcelos et al., 2015). All data were acquired on a Macsquant 10 and VYB cytometers

(Miltenyi) and analyzed using FlowJo software.

Live-microscopy recording of cytotoxic activity

For the microscopy-based assessment of effector cells cytotoxic activity, 8-well IBIDI
chambers were coated with 10pug/ml of fibronectin (Sigma-Aldrich) for Th at 37°C/5% CO..
Effector cells were pre-stained with CellTracker green CMFDA dye (Invitrogen) for 30 min at
37°C/5% CO2 or CellTrace Calcein red/orange dye (Invitrogen) and then transferred to an
IBIDI 8-well chamber together with U937 cells. A 2uM concentration of NucView 488
caspase-3 substrate (Biotium) or a 200uM concentration of PI (Sigma) 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% CO.. To automatically count caspase-3* cells through time, images
were binarized and further processed using erosion, dilatation, and watershed tools from the
Imagel software (National Institutes of Health). Percentage of caspase-3* cells was calculated
based on the number of alive target cells enumerated at the beginning of the video.
Measurements of interaction time and PI entry delay was done by cropping regions of interest

containing isolated conjugates made of 1 T cell and 1 target cell.

Analysis of lytic granules by confocal microscopy

Ova-Trl cells were seeded onto poly-L-lysine coated slides. Cells were fixed with 4% PFA for
10min at 37°C, washed with PBS 3% BSA and permeabilized with PBS 3% BSA 0.1% saponin
for 15min at RT. F-actin were then stained with phalloidin-AFS55 for 1h at RT. Granulysin and
granzyme B were revealed with coupled-mAb (anti-granulysin-AF488 and anti-granzymeB-
AF647). LAMP-1 was first stained with a primary rabbit Ab, then revealed by an anti-rabbit-
AF405 secondary antibody. Slides were mounted with Vectashield mounting medium (Vector
laboratories). All images were acquired on a LSM 710 confocal microscope equipped with a

x63-1.4 oil immersion Plan-Apochromat objective (Carl Zeiss AG).

SiRNA transfection
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Ova-Trl cells were harvested and resuspended in OPTI-MEM medium at 1.10° cells in 100pu]
and transferred in a 2mm cuvette (Biorad) alone or together with 2ug final either of 2 SIRNA
control or 3 SiRNA granulysin (Life technologies, ID 17933, 18028 and 135803). The
transfection was performed by electroporation using the gene pulser system with the square
wave program: 300V and | pulse of 2 msec (Biorad). Cells were immediately put back in culture

in their culture medium added with cytokines.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad software. Statistical significance was
determined by performing two-tailed unpaired t-tests. Graphs show mean values +/- SEM.
Resulting P values are indicated as follows: ns P>0.05; * 0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; #**
P<0.001 *#*#* P<0.0001.
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Figure Legends

Figure S1. Ova-Trl cells harbor high pZAP70 levels. (A) Flow-cytometry samples of
phosphoZAP-70 (pZAP70) for primary CD4* T cells and ova-Trl cells stimulated or not with
anti-CD3/CD28 Ab coated beads. (B) pZAP70 expression assessed by flow cytometry every 3

days from the thawing day up to after restimulation.

Figure S2. Molecular pathway sustaining Ova-Tr1 lytic activity. (A) Cytotoxic assay of
NK-92 cells against K562 target cells in the presence of a blocking Ab against DNAM-1 or
isotype control. Mean+/-SD (triplicates) of one experiment. (B) Cytotoxic assay of primary
CDS8* T cells against P815 cells pre-coated or not with an anti-CD3 Ab in the presence of
concanamycin A or DMSO. (C) Granulysin expression measured after SIRNA electroporation
(24, 48 and 72h) by flow cytometry. The percentage of inhibition was calculated taking as a
reference the level of granulysin (gMFI) expressed by electroporated cells without any SiRNA.
(D) Relationship between granulysin gMFI and 24h lytic activity, comparing data from
electroporated ova-Trl cells without SiRNA, with control siRNA and granulysin-pecific
SiRNA. Statistical significances were obtained with unpaired t-tests. ns P >0.05; *

0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001.
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Figure S2
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Discussion et perspectives (partie 3)

Nous avons pu démontrer une capacité d’élimination préférentielle de cellules cibles
myéloides par les ova-Trl. Cette activité cytotoxique est mise en place progressivement, avec
un délai dans la délivrance du coup létal, et est maintenue sur des temps trés prolongés. Par
ailleurs, cette lyse est effectuée indépendamment de la reconnaissance de I'antigene ova par
le TCR. L’activation de celui-ci permet tout de méme de potentialiser leur ativité lytique. Les
mécanismes moléculaires lytiques mis en jeu dans cette lyse sont la granulysin et les

granzymes, avec une indépendance de la perforine.

Ces lymphocytes ova-Trl ont alors un fonctionnement cytotoxique alternatif et unique a ce
gue I'on connait du mécanisme de lyse des lymphocytes T régulateurs Foxp3* ou encore Trl.
En premiére partie de discussion, j’examinerai et discuterai les mécanismes moléculaires de
la lyse des cellules ova-Trl. Ensuite, je discuterai de la proposition d’un modeéle de

fonctionnement in vivo dans le cadre de la thérapie.
Mécanismes moléculaires des lymphoctes ova-Trl

Premier point, sachant que les lymphocytes T CD8* et CD4* ont une activité de lyse
dépendante de leur TCR, dans cette étude les ova-Trl démontrent le contraire. Dans la
littérature concernant les lymphocytes Trl, il a été plusieurs fois rapporté qu’une fois activés
par leur TCR, pour la sécrétion de cytokines immunomodulatrices par exemple, les Trl sont
capables d’exercer de maniére TCR indépendante : soit une activité suppressive envers des

lymphocytes effecteurs spécifiques d’autres antigénes?®°

, soit d’excercer une activité de lyse
26246 En ce point, les ova-Trl sont similaires a certaines populations Trl décrites

précédemment.

En revanche, il est possible de potentialiser la lyse des ova-Trl en forcant la stimulation du

TCR par un anticorps dirigé contre le CD3. Celui-ci pourrait alors avoir un réle de co-récepteurs
’ . e )2y ,

pour augmenter la lyse. N’ayant pas encore identifier I’élément déclencheur de cette lyse des

ova-Trl, je formule I'hypothése d’une intégration de signaux, a la fois activateurs et

inhibiteurs, comme dans le cas des cellules NK. En effet, dans le cas d’une lyse sans

reconnaissance spécifique d’un antigene, comme c’est le cas a la fois pour les cellules NK et

les ova-Trl, il me semble important qu’un niveau de controle soit exercé sur le déclenchement
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de la lyse. C'est pourquoi un controle via I'intégration de signaux me semble approprié. De
plus, comme les CD4 CTL et les cellules NK, les ova-Trl expriment NKG2A (data not shown) qui
est caractérisé comme un récepteur inhibiteur de la lyse des cellules NK**1. En outre, GITR,
exprimé par les ova-Trl, a aussi été démontré comme inhibiteur de la lyse des cellules NK?°2,
Ainsi, en plus des potentiels récepteurs activateurs comme NKG2D, NKp30 et NKp46, exprimés
par les ova-Trl (data not shown), se rajoutent ces récepteurs inhibiteurs. Par ailleurs, ayant
observé une présence de ZAP-70 phosphorylé et que celui se fixe sur les motifs ITAM présents
sur les récepteurs activateurs nommés précédemment, les ova-Trl serait dans un état « pré-
activé » pour étre cytotoxique. C'est pourquoi un signal inhibiteur devient essentiel pour que
cette activité ne soit pas induite par erreur sur les tissus sains par exemple. Par |'utilisation
d’un anticorps bloquant GITR et NKG2A, je pourrais mesurer si cela permettrait la levée de
I'inhibition par une augmentation de la lyse. Si une intégration de signaux est nécessaire au
déclenchement de la lyse, une combinaison d’anticorps activateurs pourrait permettre de
déclencher cette lyse. A ma connaissance, cette potentielle intégration de signaux n’a pas

encore été étudiée pour les CD4 CTL ni les Tr1.

Concernant le mécanisme de lyse granzymes-dépendante, perforine-indépendante des ova-
Trl, une étude a précedemment démontré un mécanisme cytotoxique identique de
lymphocytes T régulateurs induisant I"apoptose de ces lymphocytes T effecteurs?®3. En effet,
cette activité cytotoxique était affectée seulement dans le cas de souris déficientes pour le
granzyme B et non la perforine. Les auteurs n’ont pas révélé la voie d’entrée du granzyme B,
cependant la granulysine, une molécule lytique exprimée par les ova-Trl, pourrait remplacer
la perforine pour I'entrée des granzymes'?’. Dans notre étude, nous avons pu démontret
I'implication de la granulysine dans l'activité cytotoxique des ova-Trl. Cependant, la
granulysine peut avoir un deuxiéme mode d’action : elle est capable de pénétrer la membrane
plasmique et d’activer directement la voie du cytochrome c pour induire 'apoptose!?®. Ainsi
deux premieres hypothéses du fonctionnement moléculaire de lyse des ova-Trl sont
possibles, (i) une entrée des granzymes via la granulysine et/ou (ii) une entrée et une action
directe d’activation de I'apoptose par la granulysine. Nos résultats montrent une inhibition
totale de la lyse des ova-Trl en bloquant I'activité des granzymes, éliminant la deuxieme

hypothése. Ainsi, pour la premiere fois dans un modele de membrane plasmidique d’une
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cellule cible, nos résultats suggérent I'entrée des granzymes via une perforation par la

granulysine.
Proposition d’un modele de fonctionnement des ova-Tr1 in vivo, dans le cadre de la thérapie

De maniere plus globale, quel est I'avantage d’éliminer les cellules myéloides ? Il a été
démontré, en plus de la présence de lymphocytes T effecteurs pathogéniques, que la
population de monocytes pro-inflammatoires contribuait majoritairement aux infiltrats
cellulaires au niveau de la muqueuse intestinale de patients atteints de la maladie de Crohn?°4,
De plus, afin de réguler I'activation de nouveaux lymphocytes T effecteurs, I’élimination de
cellules présentatrices de I'antigéne semble judicieuse. Ainsi, une thérapie cellulaire
comportant une capacité cytotoxique envers les cellules myéloides, en plus d’une activité
suppressive sur les populations effectrices lymphoides, semble idéale pour la maladie aussi
complexe et multifactorielle qu’est la maladie de Crohn. Ainsi les ova-Trl permettraient de

controler I'inflammation sur tous les fronts afin d’obtenir une efficacité optimale.

Notre étude révele une capacité de lyse graduelle dans le temps, avec sur un temps court, une
faible proportion de cellules ayant une activité cytotoxique. Il serait alors judicieux d’identifer
la participation de chaque cellule individuelle a la lyse globale. Comme démontré dans la
premiere étude a laquelle j'ai participé, les CTL ont une capacité de lyse hétérogene. Cette
hétérogénéité pourrait étre expliquée pour un partage de fonctions entre sécrétion de
cytokines et lyse. Sachant que des Trl sont capables d’'une multitude de mécanismes
d’action?**, ce partage de fonctions serait alors pertinent. Pour cela, une analyse du
comportement individuel des ova-Trl pourrait étre caractérisé en bloquant un a un les

mécanismes d’action afin de révéler un potentiel partage fonctionnel.
Sur la base de cette étude, je propose le modele d’action in vivo suivant :

Directement apres décongélation, les ova-Trl vont migrer vers le site de l'inflammation. En
effet, le suivi du sang de patient post-injection ne révélait plus la présence des ova-Trl dans
celui-ci. De plus, chez la souris, les études pré-cliniqgues ont démontré une présence au niveau
du site d’inflammation. Par la suite, |'activité lytique vers les monocytes pro-inflammatoires
et les APC peut se produire sans aucune reconnaissance préalable de I'antigene Ova.
L’antigéne ova pourrait potentialiser I'activité lytique mais serait particulierement essentiel

pour la survie et la prolifération des cellules ova-Trl. D’aprés notre étude in vitro, suite a ces
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événements, ils seront toujours capables d'avoir une activité lytique. L'apparition progressive
et la capacité de maintenir l'activité lytique sur des périodes prolongées est un avantage de
cette thérapie pour assurer une réponse ciblée aux cellules myéloides pro-inflammatoires en

lien avec une pathologie inflammatoire chronique comme la maladie de Crohn.

En résumé, cette étude démontre pour la premiere fois le réle prépondérant d’une activité
cytotoxique, granulysine- et granzyme-dépendant, de lymphocytes T régulateurs pour une
application en thérapie cellulaire. Cependant, I'avenir de cette étude serait I'identification des
mécanismes moléculaires sous-jacents, en particulier le mécanisme de reconnaissance de la

cellule cible et déclencheur de Ia lyse.
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Ces travaux effectués au cours de ma thése ont permis une caractérisation de la fonction
cytotoxique de lymphocytes T CD8* cytotoxiques (CTL) a plusieurs échelles. Tout d’abord, au
niveau de la population avec une lyse soutenue sur des temps prolongés face a un excées de
cibles. Cette lyse soutenue repose sur une capacité individuelle hétérogéne a effectuer une
lyse multiple. L'importance de cette activité de lyse soutenue a été renforcée par
I'identification d’un défaut lytique particulierement prononcé sur le long-terme chez des
lymphocytes T CD8* issus de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. A I'échelle
cellulaire et nanoscopique, nous avons pu identifer le réle de WASP dans la formation du ring
de nanoclusters de LFA-1, permettant le confinement des granules lytiques. L'application des
connaissances, acquises dans ces deux études, a des lymphocytes T régulateurs de type 1 (ova-
Trl) utilisés en thérapie, ont permis la caractérisation d’'un mécanisme de lyse alternatif. Les
ova-Trl effectuent une lyse soutenue, indépendamment de l'activation du TCR, via la

granulysine et les granzymes mais de maniére perforine-indépendante.

Cependant, ces travaux soulévent de nombreuses idées d’études transversales. Par exemple,
le défaut de lyse soutenue des CTL WAS est-il lié a une diminution de la fréquence de la sous-
population de CTL ayant une forte activité de lyse multiple ? Quelle est I'organisation de LFA-
1 a la synapse de cette population de CTL, ou des ova-Trl ? La lyse soutenue de ova-Trl est-
elle basée sur une hétérogénéité individuelle ? Le futur du laboratoire, ou de la recherche,

pourra y répondre.

En résumé, ces travaux ont apporté de nouvelles connaissances fondamentales sur la fonction
cytotoxique, mais aussi I'utilisation de cette fonction en thérapie cellulaire. Ceci renforce
I'idée que cette fonctionalité est nécessaire dans les réponses immunitaires. Néanmoins, il
reste de nombreux éléments a découvrir, notamment sur les mécanismes alternatifs de cette

fonction lytique.
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GENERAL PRESENTATION OF THE WISKOTT-ALDRICH
SYNDROME

The Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is an X-linked primary
immunodeficiency (PID) characterized by the association of mul-
tiple clinical manifestations. Depending on disease severity, WAS
patients may display susceptibility to viral, bacterial, and fungal
infections, hemorrhages, eczema, multiple forms of autoimmune
disorders, and susceptibility to develop hematological malignan-
cies (1). The genetic defect at the origin of WAS has been identified
20 years ago (), as mutations in the previously unknown gene
encoding the WAS protein (WASP). This discovery has paved
the way to the elucidation of WASP function. WASP expression
is restricted to precursor and mature cells of the hematopoi-
ctic lineage (), in which it promotes Arp2/3-dependent actin
polymerization as an effector of the Rho GTPase Cded2 (4, 5).
Most of the defects associated with defective or abnormal WASP
expression arise in mature hematopoietic cells rather than in their
precursors. The nature of the mutations in the WAS gene and
their consequence on the expression of WASP in hematopoietic
cells correlate with the severity of the disease. The WASP-related
pathologies include classical WAS (usually associated with defec-
tive WASP), X-linked thrombocytopenia (XLT, caused by residual
point-mutated WASP), and X-linked neutropenia (XLN, caused
by activating mutations). Over the last two decades, hundreds of
studies have provided insights into how WASP regulates the acti-
vation and function of the different subsets of hematopoietic cells

T lymphocytes, actin cy

motility, i logical synapse, signal-

in which it is normally expressed (0). This has led to the notion
that WAS results from the combination of a myriad of hematopoi-
etic cell defects. In that respect, WASP deficiency illustrates how
a single protein may participate in distinct functions in different
cells (7). The ability of WASP to execute multiple tasks is linked
to the fact that actin cytoskeleton remodeling is supporting many
dynamic aspects of cell biology and that the different hematopoi-
etic cells execute specific functions relying on a dynamic actin
cytoskeleton.

The objective of this review is not to draw a comprehensive map
of the functions executed by WASP in the numerous hematopoi-
etic subsets. Instead, we will focus on the role played by WASP
in T lymphocytes and will highlight how this line of research has
contributed to our current understanding of signal integration
during T lymphocyte activation and function. By attempting to
link-specific WAS-related T lymphocytes defects to the clinical
manifestations arising in WAS patients, we will also discuss how
the study of WAS is helping us to understand the function of
human T lymphocytes in vivo.

ROLE OF WASP IN THE MOLECULAR CONTROL OF T CELL
ACTIVATION

STRUCTURAL DOMAINS AND MOLECULAR CONTROL OF WASP
ACTIVITY

A close analysis of WASP reveals a molecular hub organized as a
five-domain structured molecule (Figure 1). The first N-terminal
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Auto-inhibited WASP
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Degraded WASP

FIGURE 1| Aldrich synd protein activati lecul.

p and cy deling. In its basal state, the
Wiskott—Aldrich syndrome protein (WASP) is auto-nhibited due to
intramolecular interaction between its verprolin-homology domain—cafilin
homology domain—acidic region (VCA) domain and its GTPase-binding domain
IGBO) The association of WASP-nteracting protein (WIF) with the WASP
homology 1 (WH1) damain stabilizes the auto-inhibited form. Upon activation
of a wide range of cell surface receptors (detailed in Figure 2), the Rho family
GTPase cell division cycle 2 [CDCA42) binds ta the GBD, which causes the
release of the VCA. Additional WASP activators include the

m

proline—serine-threonine phosphatase-interacting protein 1 (PSTPIP1) and
phosphatidylinositol-4, S-biphosphate (PIP2) that, respectively, bind the
polyproline (PPP) doman and the basic (B) domain. Stability of active WASP is
dependent on the phosphorylation status of tyrosine residue 291 (Y2911,
which 1s regulated by Src family tyrosine kinases and the tyrosine-protein
phasphatase non-receptor type 12 (FTPN12). Active WASP binds, via its VCA,
the actin-related protein 2 and 3 (ARP2-ARP3| complex and monomeric actin
to produce a new actin branch. Dynamical actin remodeling relies on 8
halance between WASP activation and degradation, the latter being regulated
by ubiquitination and mediated by the proteasome.

domain, WASP homology 1 (WH1; also defined as EVHI, for
ENA/VASP homology 1) binds to a proline repeat motif presentin
WASP-interacting protein (WIP) and mediates a molecular inter-
action regarded as critical for keeping a stable and auto-inhibited
WASP conformation. The basic region also participates in the reg-
ulation of WASP conformational status, as it binds to the phospho-
inositide PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate), which acts
synergistically with the small GTPase Cdc42 to activate WASP ().
The GTPase binding domain (GBD), in a non-activated state of the
WASP molecule, is found in an intramolecular hydrophobic link
with the C-terminal VCA (composed by the verprolin-homology,
central hydrophobic,and acidic regions) domain. Upon cell activa-
tion, GBD is the critical binding site for the active Cdc42-GTP, and
such an interaction leads to a conformational change that releases
the VCA domain, shifting auto-inhibited WASP to an active mol-
ecule. The proline-rich region contains several sites for binding
of Src homology 3 (SH3) domain, playing a role as a central core
for docking of various SH3 domain-containing proteins. The C-
terminal VCA forms the actin-nucleating region of WASP. It binds
both actin monomers and the Arp2/3 complex, which is composed
of seven proteins that work together to assemble branches of actin
that grow out of a pre-existing filament. Altogether, WASP bind-
ing regions provide a molecular hub for associations with several
proteins that integrate distinct signals brought together during
cellular WASP activity (7,9).

In T cells, WASP is mainly found in a molecular associa-
tion with WIP (Figure 1), a molecule regarded as the major
controller of WASP activation (10). As shown by in vitro data,
upon TCR stimulation, WIP recruits WASP to the immunolog-
ical synapse and appears to facilitate Cdc42-mediated activation
of WASP (11), On the other hand, in vivo studies showed that
WIP favors WASP stability by working as a molecular chaperone
(12). WASP activation is also under control of the phosphory-
lation at tyrosine residue 291 within GBD (Figure 1). Mediated
by Src kinases, including Fyn and Lck, this phosphorylation acts
synergistically with Cdc42 binding to activate WASP (13) and is
likely to regulate various T cell functions (11). Therefore, dephos-
phorylation also controls WASP activity, possibly carried out by
tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 12 (PTPN12).
As shown from mouse studies, this phosphatase interacts with
WASP via proling, serine, threonine phosphatase-interacting pro-
tein 1 (PSTPIP1) and appears to mediate inhibition of WASP-
induced immunological synapse formation (14). Additionally,
the intramolecular GBD-VCA binding is regarded as a critical
allosteric control of WASP activity, since mutations in GBD pro-
duce a constitutively active molecule that seems to directly affect
myeloid and lymphoid cells, including lymphocyte number and
proliferation, and increased T cell death and genomic instabil-
ity, as found in X-linked neutropenia patients and in a mouse
model (15-17).
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Beyond the schematic representation of Figure 1, WASP-
promoted actin nucleation appears to be regulated by interactive
stoichiometry, as biochemical studies suggest that two WASP pro-
teins provide a VCA dimer that delivers two actin monomers to the
Arp2/3 complex (18). This process occurs upon WASP recruitment
of Arp2/3 complex to inner cell membranes where they interact
with actin filaments and, after an initial conformational activation
of Arp2/3 complex, WASP proteins are dissociated and filament
branching and growth can be carried out (19, 20).

Finally, WASP activity is also regulated through degradation
(Figure 1). In vitro studies employing human T cells have shown
that TCR ligation and tyrosine phosphorylation promote WASP
cleavage by calpain and proteasomal degradation following Cbl
E3 ligase-mediated ubiquitylation (12, 21, 22). Conversely, inter-
action with WIP leads to WASP protection (1), and disruption
of the WIP-WASP partnership, due to mutations within the WH1
domain, could decrease the WASP cell pool, which forms the mol-
ecular basis for the several immune defects seen in WAS (75, 71).
The relevance of WIP for WASP stability is supported by the recent
demonstration that a patient genetically deficient in WIP showed
clinical signs similar to those typical of WAS. In addition, WASP
expression was corrected by the transduction of WIP into the T
cells from this patient (24).

INPUT SIGNALS LEADING TO WASP ACTIVATION

The multidomain nature of WASP allows a complex molecular
partnership that integrates different pathways contributing to the
T cell activation scenario. Indeed, WASP has been shown to be
activated by the triggering of numerous cell leukocyte surface
receptors including the TCR, costimulatory receptors, integrins,
and chemokine receptors. The pathways linking TCR-driven sig-
naling to WASP activation are closely related to its localization
at the immunological synapse. In vitro studies employing mouse
and human T cell-APC conjugates demonstrated that TCR stimu-
lation induces a proximal phosphorylation cascade driven by Lck,
ZAP-70,and Itk kinases (25, 26), Upon ZAP-70-induced phospho-
rylation of the transmembrane adaptor protein LAT, a complex of
scaffold proteins such as Grb-2, SLP-76,and Gads are assembled at
the inner face of plasma membrane. WASP can be recruited to this
complex through binding of its proline-rich region to SH3 domain
of Nck1 (or Nck2), a molecule that contains an SH2 domain
that allows direct interaction to tyrosine-phosphorylated SLP-76.
These interactions recruit WASP to lipid rafts and to the immuno-
logical synapse and also promote its activation by bringing it close
to the guanine exchange factor Vavl and to membrane-bound
Cded2 (11, 25-27), In parallel, in vitro biochemical assays revealed
that phosphorylation of human WASP at tyrosine 291 by the
Src kinase Fyn is regarded as an associated pathway for WASP
activation (24).

Signals triggered through TCR engagement also induce con-
formational activation of integrins (inside-out signaling), as seen
for the B2 integrin LFA-1 in the adhesive interaction with [CAM-1
on the APC surface. This high-affinity conformation of LFA-1 is
organized in membrane microclusters that results in further adhe-
sive strength for stable interaction and allows the intracellular
B2-chain tail to interact with the actin cytoskeleton via actin-
binding proteins, such as talin (29). Costimulatory receptors also

appear to collaborate with TCR-triggered WASP activation and
subsequent actin rearrangement at the immunological synapse.
CD28 signaling activates Vavl and NF-AT signaling as well as actin
rearrangement in T cells, events known to improve TCR activa-
tion (30). CD2 stimulation leads to WASP proline-rich domain
binding with PSTPIP1, a SH3-containing adaptor protein, which
recruits WASP to the immunological synapse, a molecular event
that might explain the impaired actin polymerization i1 vitro fol-
lowing CD2 stimulation of WASP-deficient mouse T cells (31).
Chemokine receptors also bring important signal input to WASP
activation. They are G protein-coupled receptors that promote
in vitro chemotaxis of human and mouse T cells by employing a
signaling cascade that includes activation of Vav and Cdc42 and,
consequently, WASP regulation of T cell migration (32, 33).

A concept of multiple receptors involved in relaying signals,
which activate WASP can also be supported, as a recent i vitro
study revealed that about 120 transmembrane or membrane-
associated proteins can trigger actin rearrangement through acti-
vation of WAVE (WASP-family verprolin-homologous protein)
molecules (34). Adhesive and chemotactic stimuli seem to act
cooperatively in controlling WASP activation, as suggested by the
in vitro finding that fibronectin and CXCL12 promote additive
Vav phosphorylation in human T cells, contributing for maximal
migration (22). Costimulation signals also jointly work with other
receptor-triggered actin-dependent process, as recently shown that
in vitro NKG2D receptor costimulation regulates CXCL12-driven
chemotaxis in human CD8" T cells by increasing Cdc42 activity
(33). Taken together, these findings point to a complex part-
nership constructing the signaling pathways from a coordinated
response initiated by ligation of the TCR and its partner surface
receptors toward localized WASP activation and subsequent actin
remodeling.

DECODING WASP ACTIVATORY SIGNALS INTO CELLULAR
MECHANISMS

Wiskott-Aldrich syndrome protein activation plays a pivotal role
in regulating actin dynamics following T cell stimulation. In fact,
adhesion, polarization and motility, cellular events that underscore
various main T cell functions arise as a consequence of regulated
actin rearrangements in response to TCR engagement along with
ligation of chemokine receptors and integrins (56). Nevertheless,
WASP has been reported to drive T cell activities that can be dis-
tinctly divided accordingly to their dependence or independence
on actin remodeling (Figure 2). In this context, cognate interac-
tion of T cells with APC results in a stable contact that employs T
cell-derived actin-rich membrane protrusions extending toward
the APC. This T cell activation-induced structure is the cellular
basis for immunological synapse formation (°7). Molecular imag-
ing studies with human T cells have elegantly showed that actin
polymerization is dynamically responsive to TCR triggering, ini-
tiating at the TCR signaling site and further remodeled by WASP
recruitment and proximal tyrosine phosphorylation events (18).
Although we still miss a direct evidence for WASP regulation of
actin flow-driven TCR microcluster dynamics (39), WASP acti-
vation in both human and mouse T cells has been demonstrated
to be critical for the late and more stable interaction that forms
the long-lived immunological synapse (10, 41}, WASP deficiency
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FIGURE 2 | Wiskott-Aldrich syndrome protein, a multiplex decoder of T
cell activation and function. Wiskott=Aldnch syndrome protein (WASP) is
required for many functions in lymphod immune cells. Many of these, such
85 immune synapse stability, signaling, cytokine release, and migration, relate
o the role of WASP in requiating the palymerization of the actin cytoskeleton.
Other functions of WASP depend on its activity in an actin-independent way

as a transcription factor for Fhet and also in survival by controling Bel-2 and
Fas expression. 8cl-2, B-cell lymphoma 2 protein, CD2 CD4/8 CD28 CD58
CD8(/86, cluster of differentiation; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1,
LFA-1, lymphocyte function-associated anticen 1, NFAT, nuclear factor of
activated T cells; pMHC, peptide/major histocompatibility complex; pTyr,
phospho-tyrosine; T-bet, T-box transcription factor; TCR, Tcell receptor.

seems to disorganize the immunological synapse in vitro as a con-
sequence of impaired lipid raft clustering and scaffold signaling,
resulting in abnormal localized actin polymerization (11, 27).

In parallel, as the cell secretion machinery is reoriented to this
close contact site as well, this process also drives T cell effector
functions associated with cytokine secretion (helper activity) and
cytolysis (Figure 2). A mechanistic role can also be ascribed for
'WASP activity on these functions, since cytotoxic T cells from WAS
patients show aberrant polarization of cytolytic granules toward
the T cell-target cell contact area (41.2). In addition, WASP-deficient
mouse T cells were shown to present impaired I1-2 production
and cytokine secretion (12). Actin remodeling is also reported
to regulate appropriate calcium and NF-AT signaling in T cells
(11). Moreover, active WASP appears to play a critical role in both
sustained calcium signaling (10) and NF-AT translocation (15),as
1L-2 transcription and production are impaired in WASP-deficient
mouse T cells (15, 16). Cell migration toward chemokine gradients
guides important T cell effector activities (47). These chemotac-
tic activities are actin-dependent mechanisms that employ active
WASP, as chemokine-induced migration and homing of mouse
T cells have been defined as reduced as a consequence of WASP
deficiency (33, 458).

Wiskott-Aldrich syndrome protein activation is also reported
toregulate Thl cytokine gene transcription (Figure 2). T cells from
WAS patients showed reduced IL-2 and IFN-y transcripts associ-
ated to impaired NF-AT translocation and T-BET transcription

following TCR/CD28 stimulation (19). Interestingly, the finding
that WASP is present within human T cell nucleus and plays a piv-
otal role in regulating histone methylation at the TBX21 promoter
(50) reveals a regulated cytoplasmic-nuclear trafficking of WASP
with direct effect on T-BET transcription and Thl differentiation
in an actin-independent manner (51).

Wiskott-Aldrich syndrome protein activation seems also to
be involved in cell death receptor signaling (Figure 2), as some
in vitro findings indicate that death-inducing signaling complex
(DISC) assembly and Fas internalization induced by Fas signal-
ing, including in human T lymphocytes, appears to be dependent
on actin rearrangements (57}, However, an actin-independent
function for WASP in Fas signaling was suggested as well. Lym-
phocytes from WAS patients have increased CD95 expression and
caspase-3 activity along with lower Bcl-2 expression (53, 51),
which paralleled spontaneous accelerated apoptosis likely trig-
gered via actin-independent mechanisms (51). Interestingly, TCR-
stimulated CD4 T cells from WASP-deficient mice, which develop
autoantibodies and glomerulonephritis, presented reduced apop-
tosis and FasL secretion (55). Altogether, these data indicate that
WASP distinctly regulates spontancous or TCR-induced cell death
through mechanisms that include Fas/FasL signaling, control-
ling survival of normal T cells, and apoptosis of auto-reactive
T cells. Nevertheless, impairment in both regulatory activities of
WASP on T cell death can be related to immunodeficiency and
autoimmunity in WAS patients.
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These different WASP-driven cellular mechanisms might be
regulated through distinct distribution of WASP and actin dynam-
ics within subcellular compartments. Besides the localization in
conjugated T cell-APC membranes and within the T cell nucleus,
the targeting of WASP along with signaling molecules to the
endocytic pathway points to an important subcellular localiza-
tion of actin rearrangements following receptor engagement. TCR
endocytosis triggered by antigen binding in human T cells was
shown to be mediated by WASP activation upon binding to inter-
sectin 2 (56). Moreover, in vitro studies demonstrated that human
and mouse WASP bind to SNX9 (sorting nexin 9), a regula-
tor of clathrin-mediated endocytosis (57). Such a binding seems
to mediate both interaction with the PI3K pathway and CD28
endocytosis after TCR/CD28 costimulation. WASP seems to play
an essential role in this process, as both CD28 endocytosis and
actin rearrangements are impaired in WASP-deficient T cells (77).
In spite of the critical signal transduction cascades evoked by
input signals and the consequent WASP segregation into specific
cell sites, how these subcellular compartments communicate to
each other and which mechanisms control WASP trafficking (e.g.,
cytoplasm-nucleus) and its utilization from a common cellular
pool are not yet established.

DEFECTIVE WASP EXPRESSION AND DYSREGULATED T CELL FUNCTION
Cell adhesion, shaping, and migration are critical events for T cell
development and function. As T cells develop, they emigrate from
the thymus, enter in peripheral lymphoid organs, are activated
after contacting cognate APC and, ultimatcly, work as helper, reg-
ulatory, or cytotoxic effectors, These cellular events are under the
influence of actin dynamics. Migratory disturbances and aberrant
T cell-APC interactions are regarded as the central dysfunctions,
which underlies the immune defects reported in WAS patients (/).
Several in vitro studies revealed that the defective interaction can
be ascribed to the inability to stabilize immunological synapses,
which is linked to defects in the assembly of focused signaling (11,
27, 40), distribution of high-affinity LFA-1 (58) and T cell-APC
contact reformation (11).

Altogether, these data point out how signal inputs that link T
cell activation to actin rearrangements are critical for proper T
cell functions. Although mechanistic basis for regulation of the
actin dynamics during T cell activation are not completely under-
stood, WASP seems to be one of the critical molecules and to
play a unique role in such a process, as regarded from the several
abnormalities found in the WAS immunodeficiency (59). In fact,
as discussed below, WASP deficiency renders major T cell subsets
dysfunctional and T cell activation seems to be greatly impacted
by impaired actin dynamics.

WASP DEFICIENCY CAUSES SELECTIVE DEFECTS IN T CELL
SUBSETS

T CELL ONTOGENY AND DIFFERENTIATION

Initial studies have revealed a status of a thymic hypoplasia at post-
mortem examination of patients with WAS (60). This suggests
reduced thymic function and possible impairment of T cell devel-
opment in this pathology. Depending on the cohorts of patients
studied, T cell counts in early-aged patients were reported to be
either normal or reduced, whereas a marked T cell lymphopenia

in older patients was more systematically reported (v 1,6). Recent
studies have clarified the presence of TCR repertoire perturbations
independently from the age of the WAS patients considered (63—
65). These perturbations consist in reduced TCR diversity due to
clonotypic expansions in memory CD4™ and CD8* T cells.

Although selective pressure exerted by recurrent infections can-
not be excluded, these data argue for a defect in thymic develop-
mentand T cell generation in WAS patients. Additionally to central
defects, thereis evidence that reduced T cell survival could account
for reduced lymphocyte numbers in the peripheral blood of WAS
patients. Indeed, WAS T lymphocytes appear to be abnormally
susceptible to apoptosis, potentially through up-regulation of the
FAS-mediated cell death pathway (51). The T lymphocyte com-
partment of WAS patients was further investigated by studying
the diversity of 24 TCRVP subfamilies by CDR3 size distribu-
tion analysis (¢6). The results of this study clearly indicate that,
in WAS patients above 15 years of age, the frequency of skewed
TCRVP subfamilies is abnormally high. This indicates an oligo-
clonal pattern of TCRVf subfamilies usage in older patients with
WAS, which might result from the progressive accumulation of
antigen-specific T cell clones. Possibly, chronic antigenic stimu-
lation consecutive to the inability to properly eradicate infectious
agents could favor oligoclonality. Shrinkage of the T cell repertoire
may also result from a failure to regenerate a diversified naive T
cell pool or from an abnormal susceptibility to apoptosis in the
periphery. All in all, there is evidence for an anticipated aging
of the T cell compartment in WAS patients that probably results
from a combination of differentiation defects and overt stimula-
tion in the periphery. As a result, the restricted T cell repertoire
and biased T cell responses will ensure a less protective coverage
against pathogens. In addition, this might favor the development
of autoimmunity.

The critical role played by WASP in the homeostasis of human
T lymphocytes is demonstrated by the in vive selective advantage
measured in patients with secondary WAS gene mutations allow-
ing restoration of WASP expression (47). WASP re-expression and
somatic mosaicism due to spontaneous in vivo reversion occurs
in up to 11% of WAS patients (6%) that in most of the cases
is a phenomenon restricted to T lymphocytes. Reversion events
restored T lymphocyte lineage characteristics as CD3-stimulated
proliferation, actin rearrangement, WASP localization, cytokine
production,and T cell receptor diversity (19-71). Asa whole, these
data suggests that selective advantage conferred by WASP expres-
sion has a major impact on T cell compartment. However, it is not
clear whether the presence of somatic mosaicism correlates with
clinical improvement (70, 72).

EFFECTOR CD4* T CELLS

Wiskott-Aldrich syndrome protein plays multiple roles in effector
CD4" T cells since it regulates motility, immunological synapse
stability, signal integration, and cytokine production (Figure 3).
T lymphocytes from WAS patients were originally found to dis-
play reduced chemotaxis in response to the T-cell chemoattractant
stromal cell-derived factor (SDF)-1 (73). On the other hand,
WASP-deficient CD4™ T cells display increased T cell motility
upon encounter with non-cognate dendritic cells or B cells and
reduced capacity to stop following antigen recognition (58). As an
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FIGURE 3 | Defects of T cell subsets and link to clinical manifestations. Az
WASP |5 required for many functions, its absence results in defects of cellular
function, We have listed those impairments for humanT cell subsets that have
been described in the literature. Black arrows showv the function exerted by

each T cell types, with dotted arrows to point out unknown WASP implication
Red crosses point out the most prominent imparments described in WAST
cells. APC, antigen-presenting cell; pMHC, peptide/major histocompatibility
complex; TCR, T<ell receptor, TGRY, transforming growth factor B,

integrator of multiple signals arising from chemokine receptors,
integrins, and the TCR, WASP may therefore modulate differently
the motility of T cells depending on the context. As expected
from the in vitro findings, WASP-deficient CD4™ T cells from
the Was™'~ murine model display abnormal trafficking and scan-
ning abilities. Indeed, the homing of WASP-deficient lympho-
cytes to Peyer’s patches is significantly impaired upon adoptive
transfer into recipient mice, when compared to wild-type lym-
phocytes (%), Although not formally demonstrated, it is highly
probable that CD4™ T cell motility defects contribute to the
immunocompromised status of WAS patients.

Like for its role in T cell motility, WASP appears as a modula-
tor of immunological synapse assembly. Rather than participating
in the initial steps of immunological synapse assembly, WASP
controls the stability of this complex structure (11). In partic-
ular, WASP is required for focused signal integration at the T
cell/APC interface and sustained calcium signaling (10), It follows
a sub-optimal T cell activation leading to decreased proliferative
capacities (74), The selective defect in Th1 cytokine production
observed in CD4™ T cell from WAS patients (75) was initially
described as a consequence of abnormal calcium signaling and
reduced nuclear recruitment of NF-AT-1 leading to defective T-
BET induction (47). However, following shuttling into the nucleus
of activated CD4™ T cells, WASP also controls T-BET activation
directly as a transcription regulator (50). These two layers of con-
trol, at the synaptic and nuclear levels, over the transcriptional
activation of Thl cytokines in CD4" T cells result in a marked
Th1/Th2 imbalance (49). Although this has not been precisely

evaluated, the WAS-related Th1/Th2 imbalance is expected to con-
tribute to defective activation of antigen-specific T cell responses
as well as to the pathogenesis of eczema. More in general, the
lymphocyte defects in WAS patients at least partially account for
the high susceptible to develop bacterial, viral, and fungal infec-
tions (76). A direct evidence for the contribution of T cell defective
cytokine production to the immunodeficiency was provided by the
administration to WAS patients of recombinant human IL-2 that
appeared to be effective in reducing herpes virus infection (77).

Wiskott-Aldrich syndrome protein plays a key role not only
during T cell development, activation, and functional maturation
butalso during the contraction phase following T cell reactivation.
In particular, in absence of WASP, FasL release by CD4™ T cells
is reduced and this is associated with decreased TCR-mediated
apoptosis (55). Possible accumulation on CD4 " T cells after T cell
reactivation might be associated with the frequent autoimmune
complications occurring in WAS patients.

REGULATORY CD4™ T CELLS

Studies on T regulatory (Treg) cells from patients and from the
Was™'~ murine model point to functional defects (Figure 3)
that most probably contribute to the development of autoimmu-
nity in WAS. WASP-deficient CD4*CD25"FOXP3™ regulatory
T cells display defective proliferation, cytokine production, and
suppressive functions (75-81). This was in particular demon-
strated in a model of colitis induced by the transfer of CD45RB*
T cells in SCID mice, in which Was '~ Treg cells were unable
to prevent the development of the inflammatory process (50).
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Evaluation of natural Treg cell development clearly showed that
WASP has a minor impact on the generation of Treg cells in the
thymus (75-51). However, in the periphery, Treg cell suppressive
function is impaired and can be partially rescued in vitro by treat-
ment with IL-2 (78, 80). These data argue in favor of defective
antigen-driven expansion and function. This is corroborated by
the observation, in a case of spontaneous revertant mutation, that
WASP-expressing Treg cells possess an in vivo selective advantage
over WASP-defective Treg cells (79).

Autoimmune complications are a frequent manifestation in
WAS patients, reaching an incidence of 72% in European and US
populations (76, 42). The most common forms are autoimmune
hemolytic anemia, cutaneous vasculitis, arthritis, and nephropa-
thy. Tt is tempting to speculate that the multiple autoimmune
manifestations in WAS patients arise as a consequence of a par-
tial loss of self-tolerance due to defective Treg cell function. In
parallel, intrinsic B cell dysfunction has been shown to contribute
to the emergence of auto-reactive B cells (#3, 81), Interestingly,
activated Treg cells from Was™~ mice display diminished abil-
ity to induce apoptosis in B cells when compared to wild-type
ones. This impairment is associated with a significant reduction
in granzyme B degranulation from those cells and, consequently,
direct defective cytotoxicity against auto-reactive B cells (55).

Thus, the onset and development of autoimmunity in the con-
text of WASP deficiency seems to reflect the inability of Treg cells
to control the abnormal emergence of auto-reactive B cells. This
reveals an important role of WASP in regulating key cellular activ-
ities for the control of auto-reactive cells and in the maintenance
of self-tolerance.

CYTOTOXIC CD8* T CELLS
Asin CD4* T cell subsets, CD8 ™" T cells from WAS patients harbor
defects in antigen-driven proliferation and cytokine production
(49) (Figure 3). WAS CD8 ™" T cells have a profound impairment
in the production of 1L-2, [FN-y, and TNF-a, which is due to
defective gene transcription. The block in cytokine production is
associated with reduced nuclear levels of NF-AT-1 and NF-AT-2.
Defects in antigen-specific CD8T T cell activation and cytokine
production are also present in Was™~ mice. In this model, the
clearance of influenza A virus upon primary infection was normal,
but the secondary response was impaired (26, 87).

Wiskott-Aldrich syndrome protein deficiency affects the cyto-
toxic activity of CD87 T cells (42). In particular, WAS patient CTLs
display a reduced cytotoxicity against tumoral B cell lines that can
be rescued by restoring WASP expression by means of a lentiviral
vector. This defect was associated to the lytic granule organiza-
tion that appeared not to fully polarize toward the center of the
CTL/tumor target cell contact area. Interestingly, cytotoxic func-
tion appears to be more profoundly affected in WASP-deficient
NK cells than in WASP-deficient CTL (55, 89). A few reasons could
account for this apparent difference, including a more pronounced
requirement of WASP in NK versus CTL for the scanning and
adhesion to target cells, the assembly of the lytic synapse, and/or
the polarized delivery of Iytic granules. Along those lines, stud-
ies on WASP-deficient NK cells have helped to characterize the
assembly of a distinct NK cell lytic synapse (90, 91).

It has been proposed that combined defects in the cyto-
toxic function of CTL and NK cells could lower the level of

immunosurveillance against tumors. Initial studies have reported
tumor incidence in WAS patients to range from 13% (92) to 22%
(76). This incidence might be underestimated given the increase of
WAS patient life expectancy over the last decades. WAS-associated
tumors are mainly leukemia, myelodysplasia,and B cell lymphoma
(often EBV positive), WAS patients developing tumors belong to
the highest risk group. The historical study reported that 2 years
after diagnosis only 1 out of 21 patients had survived (92). The
selective contribution of CTL defects to the abnormally high
occurrence of tumors is difficult to establish in a context in which
NK cells have profound defects in cytotoxic activity.

As mentioned, a significant proportion of patients with WAS
present chronic viral infections, most commonly involving mem-
bers of the herpes virus family (76). Surprisingly, little is known
about the effects of WASP deficiency on antiviral immunity. Ini-
tial animal studies indicated increased susceptibility of Was™'—
mice to influenza infection, with implications on memory devel-
opment when secondary viral challenge was evaluated (86, 57).
More recently, Was™'~ mice were shown to be unable to clear an
infection with the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)
and to declare increased immunopathology (22). This was asso-
ciated with an intrinsic defect in the ability of CD8™ T cells to
kill target cells presenting viral epitopes combined with a reduced
priming due to the inability of DC to produce type I IEN. This is
a demonstration that intrinsic defects of cytotoxicity in Was '~
CD8" T cells play a significant role in the control of viral infection
in vivo.

ADDITIONAL T CELL SUBSETS

Wiskott-Aldrich syndrome protein appears to play a particularly
important role in iNKT cells. Indeed, a profound reduction of
circulating iNKT cells has been observed in WAS patients and
seemed to correlate with severity of disease (91). In agreement,
WASP is indispensable for the maturation of murine Was '~ iNKT
cells. In addition, WASP-deficient iNKT cells displayed defective
homeostasis, homing, retention within peripheral lymphoid tis-
sues and activation (91, ¥5). Further studies will be required
to determine whether defective INKT cell function affects pDC
function.

Our knowledge about the role of WASP in T lymphocytes is
still incomplete. In particular, many T lymphocyte subsets remain
to be characterized in the context of WAS. Although v8 T cells
have long been described to be abundant in the peripheral blood
of WAS patients (), their functional properties have not been
tested. It will also be of interest to investigate the role of WASP in
Th17 cells, since this T cell subset is associated to the development
of inflammatory and autoimmune disorders (97). Interestingly, a
recent study reported that exacerbated arthritis in Was '~ mice
was associated with an increase of Th17 cells and a decrease of
regulatory T cells and B cells (95). This points to a possible role of
WASP in Th17 homeostasis. Whether WASP modulates cytokine
production in those cells also remains to be assessed. Unconven-
tional Treg cell populations such as Trl cells and CD8™" Treg cells
might also harbor specific defects in WAS and contribute to some
clinical manifestations. Finally, WASP is also probably playing a
role in the motility, activation, and function of T follicular helper
cells, which play a crucial role in the maturation of antigen-driven
B cell responses (79).
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CONCLUDING REMARKS

Although the deficiency in WASP is extremely rare in the human
population, this protein has been one of the most studied
pathology-associated molecules in T lymphocytes, Its role in inte-
grating activation through multiple key receptors and in decod-
ing activation into actin cytoskeleton remodeling has stimulated
research interest. As a result, the elucidation of the roles played by
WASP in T cells has contributed to our understanding of T cell
activation and function.

Many key concepts that still remain to be elucidated are emerg-
ing from the study of WASP in T cells. WASP is probably activated
concomitantly by several receptors. How is signal integration per-
formed to tune local actin remodeling? WASP plays multiple
actin-dependent and actin-independent roles within the cell. How
is WASP compartmentalization regulated? Is there a coordina-
tion between different compartments such as the immunological
synapse and the nucleus? WASP appears to play slightly different
roles depending on the T cell subsets. Is this linked to the role
of WASP in the fine-tuning of T cell activation or in controlling
specific transcriptional programs?

New tools would help to answer these questions. In particu-
lar, a better visualization of WASP at work with high resolution
would be crucial. A further definition of WASP partners in differ-
ent subcellular compartments would also be required to elucidate
the diversity of WASP function. In light of the role of WASP in
tuning motility, in setting the threshold for antigen-driven stim-
ulation and in regulating specific transcriptional programs, it is
tempting to speculate that is has an impact on the developmental
plasticity of CD4" T lymphocytes.

To unravel the contribution of specific defects to pathology,
finer models with one defect only at a time would be required.
Then, a further challenge will be to consider that WAS does not
just result from isolated T cell-intrinsic defects but from inter-
related defects. In addition to the T cell intrinsic defects reviewed
here, it is important to underline the extrinsic defects of T cell
activation by APC (100, 101).

Beyond the scientific interest in elucidating the multifac-
eted role of WASP lies the prospect of improving the diag-
nosis and the treatment of WAS. As part of the develop-
ment of gene therapy approaches, the understanding of the
role played by WASP in setting the threshold for TCR-driven
proliferation and IL-2 production has provided a robust read-
out to compare the efficacy of WASP-encoding retroviral vec-
tors (102, 103). This has also recently been used to assess
restoration of T cell function in the WAS patients enrolled
in the first gene therapy trials (63, 104), The follow-up of
gene therapy treated patients as well as patients with sec-
ondary mutations leading to WASP re-expression in T cells
(70) will also allow us to more precisely link WASP-dependent
molecular control of T cell function to physiological immune
Tesponses.
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Résumé

Exploration fonctionnelle de I'activité cytotoxique de lymphocytes T humains en contexte de pathologie et de thérapie

Plusieurs populations de cellules immunitaires possedent une activité cytotoxique permettant I’élimination de cellules altérées.
Cette fonction cellulaire est ainsi déterminante dans le controéle des infections, des processus tumoraux, ou encore des maladies
inflammatoires chroniques.

Mon projet de thése se concentre sur des aspects fondamentaux de I'activité lytique de deux populations de lymphocytes T
cytotoxiques : les lymphocytes T CD8* et les lymphocytes T CD4* régulateurs de type 1. Pour cela, I’exploration des mécanismes
de cette activité a été conduite au travers de deux modeles, pathologique et thérapeutique, a différentes échelles biologiques :
au niveau de la population ou de la cellule individuelle, mais aussi différentes échelles d’organisations moléculaires : cellulaire et
nanoscopique.

Nous avons pu démontrer que I'activité de lyse de lymphocytes T CD8* cytotoxiques face a un excés de cellules cibles est efficace
sur des temps prolongés, reposant sur une capacité individuelle fortement hétérogene a effectuer une lyse multiple. L'importance
de cette activité de lyse soutenue a été renforcée par I'identification d’un défaut lytique particulierement prononcé sur le long-
terme chez des lymphocytes T CD8" issus de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich. Ce défaut est lié a une activation
réduite de I'intégrine LFA-1 et un délai dans la délivrance du coup létal. De plus, la protéine WASP permet de restreindre LFA-1 de
haute-affinité en nanoclusters denses ainsi que de permettre |'organisation en un ring de LFA-1 et la localisation des granules
lytiques a l'intérieur de celui-ci.

Par ailleurs, les lymphocytes T CD4* régulateurs de type 1 développés dans le cadre d’une thérapie cellulaire (Ovasave®)
démontrent une capacité de lyse envers les cellules myéloides, en complément d’une activité immunosuppressive sur les
lymphocytes T conventionnels. Cette activité est mise en place sur du long-terme, jusqu’a atteindre une efficacité optimale, lié a
un délai dans la délivrance du coup Iétal. De maniére surprenante, malgré une spécificité pour I’ovalbumine, I'activité cytotoxique
semble étre indépendante de I'activation du TCR. En outre, la lyse est granzyme-dépendante mais perforine-indépendante. Ainsi
ces lymphocytes T thérapeutiques manifestent une activité cytotoxique alternative.

Pour conclure, mon projet de thése a permis de caractériser une activité de lyse soutenue basée sur une capacité individuelle
hétérogene. Cette habilité a soutenir une lyse sur du long-terme implique une stabilité de la synapse, ou WASP joue notamment
un role clé pour l'activation et I'organisation de LFA-1. Les lymphocytes T régulateurs thérapeutiques démontrent aussi une
activité de lyse soutenue, cependant les acteurs moléculaires sont non conventionnels. De maniéere générale, une activité de lyse
soutenue permettrait de calibrer une réponse cytotoxique prolongée en rapport a la taille de la population cible, ainsi que le
partage avec d’autres fonctions cellulaires comme la sécrétion de cytokines.

Mots-clefs : Activité cytotoxique, lymphocytes T CD8*, lymphocytes T régulateurs, syndrome de Wiskott-Aldrich, Thérapie
cellulaire.

Abstract
Functional exploration of the cytotoxic activity of human T lymphocytes in the context of pathology and therapy

During different pathological conditions such as infections, tumoral processes or chronic inflammation diseases, altered cells are
eliminated through a cytotoxic activity mediated by several immune cell populations. This cellular function is therefore crucial for
carrying out the action of the immune system.

My thesis project focuses on fundamental aspects of the lytic activity of two cytotoxic lymphocyte populations: CD8* T cells and
type-1 CD4* regulatory T cells. To explore the mechanisms of this activity, this study has been driven on two cases, pathological
and therapeutic models, at the population and single-cell levels and also at the cellular and nanoscopic scales of the molecular
organisation.

We have been able to demonstrate that the CD8* T cell lysis activity against an excess of target cells is effective over prolonged
periods, relying on a highly heterogeneous individual capacity to perform multiple lysis. The importance of this sustained cytotoxic
activity was reinforced by the identification of a lytic defect, particularly pronounced on a long time period, of CD8* T cells from
Wiskott-Aldrich syndrome patients. This defect is related to a reduced activation of the LFA-1 integrin and delay in the lethal hit
delivery. In addition, the WASP protein allows to restrict high affinity LFA-1 to dense nanoclusters as well as the assembly of LFA-
1 ring and the localization of the lytic granules inside this ring. Moreover, type-1 CD4* regulatory T cells from a cellular therapy
(Ovasave®) demonstrated a cytotoxic activity toward myeloid cells, additionally to an immunosuppressive activity on conventional
T cells. This activity is implemented over long time periods, until reaching optimal efficiency, and is related to a delay in the lethal
hit delivery. Surprisingly, despite a specificity for ovalbumin, the cytotoxic activity measured in absence of the antigen suggests a
TCR independence. In addition, lysis is not mediated by perforin but is exclusively granzyme-dependent. Thus, these therapeutic
T cells exhibit an alternative cytotoxic activity.

To conclude, my thesis project permits to characterize a sustained lysis activity relying on a heterogeneous individual capacity.
This ability to sustain a lytic activity involves stability of the synapse, where WASP plays a key role towards the activation and
organization of LFA-1. The therapeutic regulatory T lymphocytes also demonstrated a sustained cytotoxic activity, however the
molecular actors are unconventional. On the whole, sustained lytic activity would be key to the calibration of cytotoxic responses
in relation to the size of the target population, as well as sharing with other cellular functions such as cytokine secretion.

Key words: Cytotoxic activity, CD8* T cells, Regulatory T cells, Wiskott-Aldrich syndrome, Cellular therapy.



