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ABSTRACT 
Together with microtubules and intermediate filaments, the actin cytoskeleton is an essential structural component of cells. It relies on the 

assembly of very dynamic filaments that depend on polymerization, branching, capping and depolymerization events. Another key property 

of the actin cytoskeleton is its organization into complex and diversified meshworks that sustain multiple cellular functions. The actin 

cytoskeleton is particularly crucial in differentiated immune cells since it sustains their highly migratory behaviors as well as, most if not all, 

their specialized functions. This includes detection and clearance of pathogens by phagocytes, presentation, and recognition of antigens by 

antigen-presenting cells and lymphocytes, elimination of infected cells and tumor cells by cytotoxic lymphocytes, etc. 

The crucial role of the actin cytoskeleton in the functioning of the immune system is best pointed out by the severity of primary 

immunodeficiencies (PID) caused by mutations in genes encoding actin cytoskeleton regulators. The actin cytoskeleton machinery is 

composed of numerous proteins controlling each of the remodeling processes. Approximately 20 deficiencies in these proteins have recently 

been discovered and studied, allowing to better understand the roles of individual actin regulators in controlling immune cell functions. 

However, many questions remain to be addressed. Do deficiencies in proteins controlling the same actin remodeling process lead to similar 

cellular defects and pathology? Do distinct actin regulatory pathways control different immune cell functions? Why are some actin related 

PID associated with inflammatory disorders? The objective of my PhD has been to address these fundamental and clinically relevant 

questions through the study of immune cells isolated from various actin related PID. 

I initially investigated the role of the Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP)-interacting protein (WIP) via the study of a very rare case of 

WIP-deficiency. The studied patient presented a Wiskott-Aldrich syndrome-like pathology. Nevertheless, via the use of quantitative 

microscopy approaches, we reported that WIP-deficient T lymphocytes had more severe defects than WASP-deficient cells. Indeed, they 

failed to form a complete immunological synapse and displayed a severe migration defect towards chemokines, due to an abnormal 

polarization and actin remodeling. I then contributed to a collaborative study on ARPC1B-deficiency. ARPC1B is part of the ARP2/3 complex, 

which promotes actin filament branching downstream of WASP. T lymphocytes from 3 ARPC1B-deficient patients showed aberrant 

immunological synapse, distinct from what we had observed in the WASP and WIP deficiencies. This indicates that although WIP, WASP 

and ARPC1B contribute to same actin regulation process, their deficiencies in human T cells lead to non-overlapping functional 

perturbations.  

After studying the role of actin polymerization promoting factors, I focused on WDR1, an actin filament severing protein. I had the 

opportunity to study 6 patients carrying mutation in the WDR1 gene. In the lymphoid cell compartment, WDR1 deficiency led to increased 

actin level with a major impact on B cell differentiation but a limited impact on T cell signaling. In the myeloid compartment, neutrophil 

displayed a migration defect, while monocytes had an increased spreading capacity. The fact that defects of variable intensity and nature are 

observed in different immune cell subsets in the context of WDR1 deficiency therefore suggests that actin regulators may sustain distinct 

functions across immune cells.  

The importance of WDR1 in the production of IL18, a cytokine produced via the activation of the inflammasome, gave me a hint about the 

possible impact of actin cytoskeleton on inflammasome activation. For that reason, the final part of my PhD thesis has been focused on 

deciphering the role of the actin in the context of inflammasome activation. My preliminary data based on the use of actin drugs and knock-

out clones in the myeloid cell line THP-1 indicate that actin cytoskeleton integrity acts as a negative control of NLRP3 inflammasome 

activation. Further work is in progress to decipher the precise relationship between the actin cytoskeleton and the inflammasome.  

In conclusion, my PhD work provides a molecular and cellular understanding of poorly characterized PID related to actin remodeling defects. 

It highlights the non-redundant function of actin regulators and their support of various processes (polarized migration, assembly of the 

immunological synapse, inflammasome activation) in the different cell subsets composing the immune system. Our findings and approaches 

may prove useful for the diagnosis of future PID patients and for the development of targeted treatment options. 
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RESUME 
Avec les microtubules et les filaments intermédiaires, le cytosquelette d'actine est un composant structurel essentiel des cellules. Il repose 

sur l'assemblage de filaments très dynamiques qui dépendent d'événements de polymérisation, de ramification, de coiffage et de 

dépolymérisation. Une autre propriété clé du cytosquelette d'actine est son organisation en maillages complexes et diversifiés qui 

soutiennent de multiples fonctions cellulaires. Le cytosquelette d'actine est particulièrement crucial dans les cellules immunitaires car il 

soutient leur comportement migratoire ainsi que la plupart, sinon la totalité, de leurs fonctions spécialisées. Cela comprend la détection et 

l'élimination des agents pathogènes par les phagocytes, la présentation et la reconnaissance des antigènes par les cellules présentatrices 

d'antigènes et les lymphocytes, l'élimination des cellules infectées et des cellules tumorales par les lymphocytes cytotoxiques, etc.  

Une preuve du rôle crucial du cytosquelette d'actine dans le fonctionnement du système immunitaire est apportée par la gravité des déficits 

immunitaires primaires (PID) provoqués par des mutations dans les gènes codant pour les régulateurs du cytosquelette d'actine. La 

machinerie du cytosquelette d'actine est composée de nombreuses protéines contrôlantes chacun des processus de remodelage. Une 

vingtaine de carences en ces protéines ont été récemment découvertes et étudiées, permettant de mieux comprendre les rôles des régulateurs 

individuels de l'actine dans le contrôle des fonctions des cellules immunitaires. Cependant, de nombreuses questions restent à résoudre. Les 

carences en protéines contrôlant le même processus de remodelage de l'actine conduisent-elles à des défauts cellulaires et à une pathologie 

similaire ? Des voies de régulation de l'actine distinctes contrôlent-elles différentes fonctions des cellules immunitaires ? Pourquoi certains 

PID liés à l'actine sont-ils associés à des troubles inflammatoires ? L'objectif de ma thèse a été de répondre à ces questions fondamentales et 

cliniquement pertinentes à travers l'étude de cellules immunitaires isolées à partir de divers PID liés à l'actine. 

J'ai d'abord étudié le rôle de la protéine WIP (Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP)-interacting protein) via l'étude d'un cas très rare de 

déficit en WIP. Le patient étudié présentait une pathologie de type syndrome de Wiskott-Aldrich. Néanmoins, via l'utilisation d'approches 

de microscopie quantitative, nous avons observé que les lymphocytes T déficients en WIP avaient des défauts plus sévères que les cellules 

déficientes en WASP. En effet, ils n'ont pas réussi à former une synapse immunologique complète et ont présenté un défaut de migration 

vers les chimiokines, en raison d'une polarisation et d'un remodelage de l'actine anormaux. J'ai ensuite contribué à une étude collaborative 

sur le déficit en ARPC1B. ARPC1B fait partie du complexe ARP2/3, qui favorise la ramification des filaments d'actine en aval de WASP. Les 

lymphocytes T de 3 patients déficients en ARPC1B ont montré une synapse immunologique aberrante, distincte de ce que nous avions observé 

dans les déficiences WASP et WIP. Cela indique que bien que WIP, WASP et ARPC1B contribuent au même processus de régulation de 

l'actine, leurs déficiences dans les cellules T humaines conduisent à des perturbations fonctionnelles non identiques.  

Après avoir étudié le rôle des facteurs favorisant la polymérisation de l'actine, je me suis concentré sur WDR1, une protéine de césure des 

filaments d'actine. J'ai eu l'occasion d'étudier 6 patients porteurs d'une mutation du gène WDR1. Dans le compartiment des cellules 

lymphoïdes, la carence en WDR1 a conduit à un niveau d'actine dérégulé avec un impact majeur sur la différenciation des cellules B mais un 

impact limité sur la signalisation des cellules T. Dans le compartiment myéloïde, les neutrophiles présentaient un défaut de migration, tandis 

que les monocytes avaient une capacité d’étalement accrue. Le fait que des défauts d'intensité et de nature variables soient observés dans 

différents sous-types de cellules immunitaires dans le contexte d'un déficit en WDR1 suggère que les régulateurs de l'actine soutiennent des 

fonctions distinctes en fonction des cellules immunitaires. 

Le lien décrit entre carence en WDR1 et production accrue d'IL18, une cytokine produite via l'activation de l'inflammasome, m'a conduit à 

m’intéresser à l'impact possible du cytosquelette d'actine sur l'activation de l'inflammasome. Pour cette raison, la dernière partie de ma thèse 

de doctorat s'est concentrée sur le déchiffrement du rôle de l'actine dans le contexte de l'activation de l'inflammasome. Mes données 

préliminaires, basées sur l'utilisation d’inhibiteurs ciblant l’actine et de clones knock-out dans la lignée cellulaire myéloïde THP-1, indiquent 

que l'intégrité du cytosquelette d'actine agit comme un contrôle négatif de l'activation de l'inflammasome NLRP3. Des études 

complémentaires sont en cours pour déchiffrer la relation précise entre le cytosquelette d'actine et l'inflammasome. 

En conclusion, mes travaux de doctorat fournissent une compréhension moléculaire et cellulaire de certains PID liés aux défauts de 

remodelage de l'actine. Ils mettent en évidence la fonction non redondante des régulateurs d'actine et leur support de divers processus 

(migration polarisée, assemblage de la synapse immunologique, activation de l'inflammasome) dans les différents sous-types cellulaires. 

. 
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PREAMBULE 
 

 Le système immunitaire m’a toujours fasciné. C’est un système complexe, dont l’équilibre 

entre rôle de protection et potentiel de destruction est finement régulé. En effet, les cellules 

immunitaires sont nos protectrices et nos armes contre les pathogènes, mais elles peuvent, sous 

certaines conditions ou à cause de défauts génétiques, se retourner contre nous. Ce que j’ai trouvé 

d’autant plus intéressant, c’est leur capacité à migrer à travers notre organisme rapidement, à travers 

différent tissus et d’avoir des fonctions propres à chacune. Ma thèse m’a permis de découvrir un des 

secrets des « super pouvoirs » des cellules immunitaires : leur cytosquelette. Il existe différents types 

de cytosquelette, mais je me suis particulièrement intéressée au cytosquelette d’actine, composé de 

monomère d’actine assemblés entre-eux.  

En remontant le temps de plusieurs décennies, nous savons que l’actine a été découverte 

pendant la deuxième guerre mondiale en Hongrie, par deux chercheur.euse.s : Brúnó F. Straub et 

Ilona Banga. C’est d’ailleurs cette même équipe, accompagnée du docteur Albert Szent-Györgyi, qui a 

découvert dans le même temps le complexe actomyosine, dont je parlerai plus en détail dans cette 

thèse. Dans cette étude, l’actine a été isolée à partir de fibres musculaires de lapin, me permettant de 

pointer une autre information à propos du cytosquelette d’actine : c’est une structure ubiquitaire, 

importante pour chaque cellule eucaryote. On n’identifiera la structure de l’actine que bien plus tard, 

en 1990. Le cytosquelette d’actine est à l’image du squelette qui compose notre corps : il donne une 

structure à la cellule. Cependant, il diverge par son aspect dynamique grâce à un jeu de balance entre 

polymérisation et dépolymérisation des filaments d’actine.  

D’un point de vue cellulaire, le cytosquelette d’actine permet de soutenir des fonctions diverses 

et variées : il est aussi bien impliqué dans des évènements cellulaires partagés par l’ensemble des 

cellules (par exemple la mitose) que dans des évènements très spécifiques aux cellules immunitaires 

(par exemple la phagocytose par les neutrophiles et macrophages). D’un point de vue moléculaire, le 

cytosquelette d’actine, en plus d’être dynamique, est une structure qui se diversifie grâce à des 

« réseaux » d’actine spécifiques. Ces réseaux particuliers sont contrôlés par différentes protéines 

régulatrices, spécifiques de chaque réseau, qui vont agir sur le renouvellement des filaments d’actine. 

C’est en soit ce qui est le plus complexe et le plus fascinant à décrypter lorsque l’on étudie le 

cytosquelette d’actine. En effet, certaines protéines régulatrices interagissant directement avec les 
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monomères d’actine vont avoir des rôles bien spécifiques ; il est cependant plus compliqué de 

comprendre le rôle des protéines de signalisation, ou des kinases qui agissent en amont des 

évènements de polymérisation ou de dépolymérisation de l’actine. 

Nous avons une évidence directe de l’importance du cytosquelette d’actine au travers des 

pathologies touchant la structure de ce réseau. C’est le cas des myopathies telle que la myopathie à 

némaline, où des mutations dans le gène α-actine induisent une réduction de la taille des filaments 

fins des muscles causant ainsi des dommages dans la structure des myofibrilles. Les myopathies ne 

seront pas couvertes dans ma thèse, cependant nous attacherons plus de détails aux pathologies telles 

que les immunodéficiences primaires (induites par des mutations dans des gènes codant pour des 

régulateurs du cytosquelette d’actine). 

 

Dans la partie introductive de cette thèse, je vous présenterai tout d’abord en détail ce qu’est le 

cytosquelette d’actine, sa dynamique et sa régulation d’un point de vue moléculaire. Je détaillerai 

ensuite les évènements cellulaires généraux puis spécifiques aux cellules immunitaires, dépendant de 

la dynamique de ce cytosquelette. Enfin je ferai un point plus clinique sur l’importance des régulateurs 

des filaments d’actine en intégrant les données fondamentales que les immunodéficiences primaires 

nous ont appris sur les liens existants entre les fonctions des cellules immunitaires et le cytosquelette. 

L’idée étant de mettre l’emphase sur ce que peut nous apporter les immunodéficiences en termes de 

biologie fondamentale. La partie « Résultats » s’organise autour des articles auxquels j’ai contribué en 

tant que première autrice ou en tant que collaboratrice. Ils portent sur la caractérisation des défauts 

cellulaires de plusieurs immunodéficiences primaires liées au cytosquelette d’actine, peu caractérisées 

à ce jour. Enfin je présente une partie de discussion sur les enseignements de ce travail et les questions 

qui restent ouvertes. 

Globalement, cette thèse a eu pour vocation à mieux comprendre les immunodéficiences 

primaires, et particulièrement celles touchant le cytosquelette d’actine. Tout d’abord pour permettre 

la caractérisation plus fine de ces maladies et ainsi aider les cliniciens et les patients à comprendre les 

causes moléculaires et cellulaires de ces maladies. Mais également pour permettre une meilleure 

compréhension des mécanismes fondamentaux régissant les fonctions des cellules immunitaires, 

grâce aux modèles uniques que fournissent les cellules de patients. 
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INTRODUCTION 
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Le compositeur.  Le cytosquelette est une structure déterminante pour les cellules, comme l’est un compositeur pour 
la musique. Illustration de Edouard Noisette©. Reproduction restreinte  au manuscrit de thèse. 
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CHAPITRE 1 

 

Le cytosquelette d’actine, échafaudage dynamique 
soutenant l’intégrité et les fonctions cellulaires  

 

  

Ce chapitre sera dédié au décryptage de ce qu’est le cytosquelette et de comment les 

différents polymères se forment et s’organisent. Tout au long de cette thèse, le 

cytosquelette d’actine sera le sujet principal, j’ai cependant voulu explorer dans cette partie 

les rôles des deux autres polymères qui composent le cytosquelette cellulaire, à savoir les 

filaments intermédiaires et les microtubules. 
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I) Les différents types de polymères composant le cytosquelette 

 

Les cellules eucaryotes sont structurées grâce à trois réseaux de polymère distincts : les filaments 

d’actine (ou microfilaments), les filaments intermédiaires (ou IFs) et les microtubules. Ces polymères 

possèdent des structures, des régulations, des interacteurs et des fonctions propres à chacun.  Bien 

que cette thèse soit consacrée au rôle de l’actine et à sa régulation au sein des cellules immunitaires, il 

me semble important et pertinent d’évoquer l’ensemble des trois réseaux qui compose le cytosquelette. 

En effet, ces trois réseaux ne sont pas indépendants les uns des autres et interagissent entre eux lors 

d’évènements cellulaires. Comprendre la formation, la régulation et le rôle de l’ensemble des 

polymères du cytosquelette nous permettra d’apprécier leur importance dans leur soutien aux activités 

cellulaires. 

 

1. Gènes impliqués dans la formation des polymères 

  

Il est intéressant de noter que les trois réseaux de polymères sont exprimés dans toutes les 

cellules eucaryotes (exception faite de quelques organismes pour les filaments intermédiaires)1–3. 

Différentes isoformes des sous unités composants les polymères sont exprimées de manière 

différentielle dans les cellules et vont avoir des localisations et/ou des expressions cellulaires 

spécifiques. 

Il est contenu dans le génome humain 

pas moins de 6 isoformes d’actine, encodées par 

des gènes séparés4. Certaines isoformes 

d’actine sont exprimées de manière ubiquitaire 

dans toute les cellules (Actb et Actg1), d’autre 

spécifiquement dans les cellules cardiaques 

(Actc), les cellules des muscles lisses (Acta1 et 

Actg2) ou squelettiques (Acta1). Il est intéressant 

de constater que l’actine est une protéine provenant d’un ancêtre commun de l’ensemble de la vie 

terrestre, de par sa présence dans différents types d’organismes, tels que les bactéries, les archées et 

MENTION SPECIALE 

L’actine est la protéine dont la séquence est la plus 
conservée parmi les espèces ! Seuls quelques acides 
aminés varient entre les algues, les amibes, les fongus 
et les animaux. C’est également la protéine qui est la 
plus abondante dans la plupart des cellules, à 
l’exception des cellules nerveuses (enrichies en 
tubuline) et les cellules de la peau (enrichies en 
kératine). 
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les eucaryotes. Ces différents gènes vont coder pour différentes protéines d’actine, monomères des 

filaments d’actine ou microfilaments. 

En ce qui concerne la tubuline, il existe 6 familles différentes. Les tubulines α et β vont être les 

sous unités composants les dimères nécessaires à la formation des protofilaments et donc des 

microtubules. Ces isoformes vont pouvoir se lier à une molécule de GTP. La γ-tubuline va quant à elle 

être nécessaire à la nucléation de nouveaux polymères, en s’associant à d’autres protéines au niveau du 

centre organisateur des microtubules (MTOC). D’autres familles (les tubulines δ, ε et ζ) vont être plus 

spécifique de certaines structures/organismes telles que les cils, les flagelles ou encore les corps 

basaux. Il existe un grand nombre de gènes chez l’homme pour les tubulines α (15 gènes), β (21 gènes) 

et γ (3 gènes)5. Ces différentes sous unités constitueront ce que nous nommerons microtubules. 

 

Figure 1. Localisation et structure des différents polymères composant le cytosquelette 
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Les filaments intermédiaires portent leur nom du fait de la taille de leur structure, qui se situe 

entre les microfilaments et les microtubules. Le génome humain comporte 65 gènes codant pour les 

différentes protéines composant les IFs6. Il existe 6 types différents de filament intermédiaires, chaque 

type étant associé à un groupe de protéines avec une localisation tissulaire ou cellulaire spécifique7. Les 

IF de type I et II correspondent respectivement aux kératines acides et basiques, et sont hautement 

exprimés dans les épithéliums. Les IFs de type III vont regrouper la vimentine et la desmine, et ont la 

particularité de former des homopolymères ou des hétéropolymères avec d’autre protéines de type III. 

Les IFs de type IV sont quant à eux exprimés principalement dans les neurones et les muscles. Les IFs 

de type V sont localisés au niveau du noyau cellulaire et sont composés de protéines de type lamines8–

11. Enfin, les IFs de type VI sont pour leur part spécifiques à la lentille oculaire.  

 

2. Structure des polymères 

 

Bien que les structures des polymères composant les trois réseaux obéissent à certaines règles 

communes, ils sont très distincts sur plusieurs points. Leur point commun repose sur l’assemblage de 

sous-unité, ou monomères, en filaments ou groupe de filaments. Cependant, chaque polymère 

réarrange ces sous-unités de manière distincte (voir figure 1). De par leur structure différente, la taille 

des polymères diffère, allant de 7nm environ pour les filaments d’actine, entre 8 et 12nm pour les 

filaments intermédiaires et 25nm pour les microtubules12. 

Les filaments d’actine (ou actine filamentaire, F-actine) sont constitués de monomères d’actine 

globulaire (G-actine). La structure de la G-actine a été caractérisée pour la première fois dans les 

années 90, sous la forme d’un complexe avec la DNase I, la profiline et la gelsoline13. Concernant la 

structure de la F-actine, différents modèles nous permettent aujourd’hui d’avoir une vision précise de 

la structure des filaments d’actine14. Cette structure est composée de deux chaines imbriquées en 

hélice. Les deux extrémités des microfilaments diffèrent de par leur dynamique d’ajout ou de 

détachement des sous unités. L’extrémité « positive » (aussi nommée barbed end) va avoir une 

dynamique rapide alors que la dynamique du côté « négatif » (ou pointed end) est plus lente. Puisque les 

monomères d’actine sont également polaires (avec eux même une structure composée d’un barbed end 

et pointed end), ils vont s’assembler avec une orientation spécifique. 
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Les composants formant les microtubules sont deux sous-unités formant un hétérodimère, 

l’α- et la β-tubuline15. Ces dimères vont s’assembler en protofilaments (PF) puis se structurer pour 

former un tube creux constitué d’environ 13 PFs in vivo ; ils peuvent cependant être constitués entre 13 

et 16 PFs vitro16. Le polymère final est polaire, avec une partie positive où la croissance des microtubules 

est rapide et expose la sous unité β de la tubuline. La partie négative est le plus souvent enchâssée dans 

le centrosome et expose la sous unité α de la tubuline. 

Les filaments intermédiaires, bien qu’étant diverses en termes de composition protéique, 

partagent une structure commune. Cette structure consiste en deux polypeptides (dimère) agencés en 

super hélice (ou coiled-coil, c’est-à-dire enroulés l’un autour de l’autre jusqu’à former une hélice α). Cette 

hélice est stoppée par des protéines linker et les extrémités N et C terminal des protéines sont 

flanquées17,18. L’agencement antiparallèle de deux dimères formera un tétramère (ou protofilament) et 

l’association de deux protofilaments formera une protofibrille. Le filament intermédiaire sera formé 

par 8 tétramères. La structure interne est cependant toujours assez peu connue. 

Toutes les protéines des filaments intermédiaires possèdent une structure protéine tripartite : un 

domaine central arrangé en hélice α (rod domain) et deux domaines de part et d’autre du domaine 

central non hélicoïdal (head domain et le tail domain). Le domaine central est composé de 4 segments 

hélicoïdaux : 1A et 1B (formant le coil 1) et 2A et 2B (formant le coil 2). Ces 4 segments en hélice α sont 

reliés par des segments liants (linker) : L1, L12 et L2. Alors que les microtubules et les filaments d’actine 

possèdent une polarité (extrémité positive ou négative), une telle caractéristique n’a pas été rapportée 

pour les filaments intermédiaires.  

 

 

 

 

 

 

3. Assemblage des polymères et leur régulation 

 

a. Assemblage 
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Le cytosquelette est loin d’être une structure définie et statique. En ce sens l’analogie que l’on 

pourrait faire avec notre squelette osseux reste limitée. Ainsi, les polymères composant le cytosquelette 

sont sujets à un constant renouvellement dynamique. En situation physiologique, les trois polymères 

du cytosquelette s’assemblent de manière spontanée. La figure 2 résume les processus d’assemblage 

des différents polymères. 

Si l’on s’intéresse aux microfilaments, les monomères d’actine vont lier une molécule 

d’adénosine di-ou triphosphate (ADP/ATP). Un cation divalent (Mg2+) va s’associer fermement aux 

phosphates β et γ de l’ATP et permettre la polymérisation de l’actine en filament. Les monomères 

possédant une activité ATPase13, une hydrolyse aléatoire va s’effectuer, permettant la libération d’un 

phosphate (Pi). Cependant, la libération de cette molécule de phosphate-γ se fait très lentement, 

marquant la présence transitoire d’un complexe ADP-Pi-actine. Une fois libérés de leur phosphate, les 

complexes ADP-actine vont préférablement se détacher du polymère. La dépolymérisation va alors 

libérer les monomères d’actine-ADP dans le cytoplasme, où la molécule d’ADP sera échangée contre 

une molécule d’ATP pour ainsi relancer le monomère d’actine dans le cycle de polymérisation.  

Les sous unités α et β de la tubuline vont, semblablement aux monomères d’actine, lier une 

molécule de guanine triphosphate (GTP) pour permettre la polymérisation des microtubules. Les sous-

unités de la tubuline ayant également une propriété de GTPase, une hydrolyse aléatoire va s’effectuer 

de manière rapide après l’incorporation des sous-unités au polymère. L’hydrolyse ne s’effectue 

cependant que sur les molécules de GTP liées aux sous-unités β de la tubuline, au niveau de la tête du 

polymère. Cet échange de GTP en GDP influe également sur la structure du protofilament qui, d’une 

structure droite, va adopter une structure incurvée lorsque les sous unités sont liées au GDP. Les 

dimères tubuline-GDP étant moins stables, ils vont alors se décrocher du polymère. 

Concernant l’assemblage des filaments intermédiaires, les filaments vont pouvoir s’assembler 

entre eux sans avoir recours aux nucléotides tels que l’ATP ou les GTP19. La formation du tétramère 

s’effectue sous l’influence de cation monovalents mais l’assemblage s’effectue de manière spontanée. 

Il existe cependant quatre modèles d’association dimère-dimère.  Le modèle A11 et A22 correspondent à 

une association décalée de deux dimères respectivement via leur coil 1 ou coil 2. La vimentine s’apparie 

par exemple uniquement via le modèle A11. Le modèle A12 correspond à une association de deux 

protéines, l’une via son domaine coil 1, l’autre via son domaine coil 2. Enfin, le modèle ACN désigne 

formation d’un dimère par alignement longitudinal des parties C et N terminales des monomères. 
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Figure 2.  Assemblage des polymères. Adapté de Pollard et al 201613, Pollard et al 201820 et Kelemen et al 
201721 

b. Régulation des polymères tubuline et IFs 

 

La polymérisation spontanée des microtubules est possible in vitro, processus qui cependant 

requière une grande quantité d’énergie22,23. De ce fait, ce processus spontané est très vite limité et l’aide 
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de protéines de nucléation va être nécessaire pour permettre la nucléation puis l’élongation des 

microtubules.  

Cette nucléation s’effectue principalement à partir du MTOC. La γ tubuline va se complexer avec 

d’autres protéines (les GCPs, pour γ-tubulin complex proteins) pour former le « γ-tubuline microtubule 

nucleator complex » et vont s’assembler en une structure en anneau qui sert supposément de support 

et de modèle pour l’arrangement des protofilaments. Cette structure est nommée le γ-tubulin ring 

complex (γ-TuRC) et va permettre la formation de microtubules à 13 protofilaments. Par ailleurs, des 

protéines régulatrices vont contrôler la dynamique des microtubules, c’est-à-dire agir leur 

(de)polymérisation ou leur stabilisation. On va retrouver les protéines associées aux microtubules 

(MAPs, « Microtubule-associated proteins) qui vont agir sur la stabilisation des interactions entre les sous 

unités de tubulines et vont donc promouvoir la nucléation et la formation des microtubules in vitro. La 

protéine CLASP (Cytoplasmic linker associated protein 1, faisant parti d’un groupe particulier des MAPs) 

va plutôt agir sur la stabilisation des microtubules via un évènement de sauvetage. D’autres au 

contraire, comme la kinesin-13 (et dans une autre mesure la kinesin-8), vont induire la 

dépolymérisation des microtubules en promouvant l’incurvation des protofilaments. 

 Les modifications post traductionnelles (MPT) vont ajouter une complexité de régulation 

supplémentaire. De nombreuses modifications ont été identifiées, depuis 1973, date de l’identification 

de la première MPT de tubuline (incorporation d’une tyrosine de marnière ARN indépendant24). 

Certaines MPTs vont modifier les dimères de tubulines, ou les microtubules, ou peuvent agir sur les 

deux structures. Les MPTs dont vont être sujet les microtubules sont nombreuses (19 découvertes 

jusqu’à maintenant25) mais on pourrait citer par exemple la (dé)tyrosination de la tubuline (action 

d’ajouter ou d’éliminer la tyosine en C-terminal), ou encore la Δ2-deglutamiantion (action de retirer le 

glutamate en plus de la tyrosine en C-terminal). 

La régulation des IFs s’effectue par des étapes de MTPs6 qui vont donner leur propriétés aux 

IFs. La phosphorylation, qui est l’ajout d’un phosphate sur les acides aminés comportant une groupe 

alcool –OH (comme la sérine, la tyrosine et la thréonine), va réguler la solubilité et l’organisation des 

filaments, leur capacité à interagir avec des protéines partenaires ainsi que leur susceptibilité à être 

dégradés. La transglutamination (formation d’un pont isopeptidique entre la glutamine et la lysine 

avec relargage d’une molécule d’ammoniac) va être importante pour la formation d’une barrière 

cellulaire cornifiée (pour les filaments de kératines par exemple) qui contribue à la structure de la 
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barrière épidermique26. D’autre modifications post-traductionnelles vont également réguler ces IFs, 

comme la glycosylation (ajout d’un glucide) ou la farnésylation (ajout d’une molécule de farnésol au 

niveau d’une cystéine)6. 

 

4. Propriétés mécaniques et fonctions des polymères 

 

Il est logique de penser que la structure des polymères et leur taille vont jouer sur leur plasticité, 

leur élasticité, leur flexibilité et leurs propriétés mécaniques. La longueur de persistance (lp) est la 

propriété mécanique la plus couramment mesurée in vitro pour évaluer la rigidité des filaments27,28. Elle 

est mesurée le plus souvent grâce à l’AFM (atomic force microscopy). Ainsi les filaments intermédiaires 

sont les plus flexibles (avec une lp entre 0.3 et 1µm)12, et les microtubules les plus rigide (avec une lp > 

1000µm). En ce qui concerne les filaments d’actine, elle se situe autour de 10µm. Les fonctions 

mécaniques de l’actine seront détaillées dans la prochaine section (Chapitre 1, Section II).  

Les filaments intermédiaires sont intéressants de par leur diversité de flexibilité, de structure, 

d’insolubilité, expliquées par les différentes protéines qui peuvent les composer (cf paragraphe I.1). De 

plus, il est important de souligner que les IFs ont la propriété de ne pas se rompre sous l’effet d’une 

force importante, mais au contraire, d’augmenter leur élasticité afin d’y résister29. Les raisons de cette 

résistance mécanique et les régulations moléculaires l’entourant sont cependant encore mal 

comprises. Cette capacité d’élasticité a permis d’identifier les fonctions cellulaires qui étaient 

dépendante des IFs, elles-mêmes dépendantes du type protéique d’IFs. On pourra citer par exemple 

les études des équipes de Shaw et Schoenenberger qui ont respectivement permis de montrer que la 

propriété élastique des filaments de vimentine était important pour le maintien de la morphologie 

cellulaire30 des lymphocytes T et la rigidité perinucléaire31 des fibroblastes. 

Les microtubules ont, de par leur longueur de persistance, une rigidité proche du plexiglas32. 

Cela est en accord avec leur fonction de « rails protéiques » qui permet l’acheminement de complexes, 

de vésicules ou encore de particules ribonucléoprotéiques grâce aux protéines motrices cargo kinésine 

et dynéine33, et qui nécessite de conserver une structure droite et stable. Les microtubules doivent 

rester rigides également pour effectuer leur fonction de cargo pour des structures plus imposantes, 

comme le noyau et les chromosomes34. Cet aspect est également important pour la morphologie 



 

38 | P a g e  
 
 

cellulaire, et plus particulièrement pour la formation d’extensions cellulaires comme les neurites et les 

axones35. 

 

II) Les réseaux des microfilaments et leur turnover, ou le jeu du yin et du yang 

 

Dans cette partie, je vais détailler plus précisément les différentes structures du réseau actine, 

que l’on pourra retrouver dans les cellules eucaryotes, ainsi que leur régulation par différents 

régulateurs. 

Nous avons vu dans la section précédente ce qu’étaient les microfilaments, la structure du polymère 

simple et sa régulation au niveau de l’assemblage des monomères. Si l’on observe l’actine au niveau 

cellulaire dans sa globalité, la réalité est largement plus complexe. En effet, l’actine filamentaire existe 

sous différents types de réseaux (divergeant par leur structure, la ramification des filaments, ou encore 

le maillage), soutenant différents évènements ou fonctions cellulaires et mettant en jeu différents 

acteurs protéiques. 

 

La dynamique du cytosquelette d’actine est le résultat d’un jeu entre les évènements de 

polymérisation et dépolymérisation, et la rapidité de ces évènements : c’est ce que l’on va appeler le 

turnover de l’actine. La nucléation spontanée des microfilaments est faible et est rapidement bloquée 

par des protéines de capping. L’aide d’autre protéine (les protéines de nucléations) est alors nécessaire 

pour permettre la polymérisation des microfilaments. Les partenaires protéiques des monomères 

d’actine ainsi que des filaments vont réguler la proportion de monomères disponibles, mais également 

le turnover des microfilaments. On ne parlera dans cette partie que des protéines liant directement 

l’actine (Actin-binding proteins, ou ABP).  

 

1. Les partenaires protéiques des monomères d’actine 

 

Les cellules eucaryotes des organismes supérieurs (e.g. les mammifères) expriment deux 

protéines majeures maintenant une réserve d’actine globulaire dans le cytoplasme : la profiline et la 

thymosine β4.  
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La profiline a une grande affinité pour les complexes ATP-actine, et compte tenu de la forte 

concentration cytoplasmique de profiline, la plupart des monomères d’actine non polymérisés vont 

être associés à la profiline. La profiline va se lier à la partie barbed end de l’actine globulaire et 

filamentaire. La liaison de la profiline aux monomères va empêcher la nucléation de l’actine. 

Cependant, la capacité de liaison aux complexes ATP-actine filamentaire de la partie barbed end est 

beaucoup plus faible. Cela va alors engendrer une libération de la profiline, permettant ainsi 

l’élongation du filament. La profiline va également agir sur l’affinité de l’ADP pour les monomères 

d’actine. En effet, la profiline va catalyser l’échange de nucléotide en dissociant l’ADP des monomères 

d’actine et permettre la liaison avec une nouvelle molécule d’ATP.  

La thymosine β4 fait partie de la famille des thymosines β. Elles ont été pour la première fois 

décrites dans le thymus, d’où elles tirent leur nom, et ne sont présentes que chez les mammifères36,37. 

Même si la famille comporte plus de 16 protéines, seulement 3 sont exprimées chez l’humain : les 

thymosines β4, β10 et β1538. La thymosine dont nous allons parler plus particulièrement ici est la 

thymosine β4. Cette protéine a la capacité, comme la profiline, de se fixer à la partie barbed end des 

monomères d’actine, mais également à la partie pointed end37,39. Ceci est permis grâce à sa structure 

comportant une extension protéique, lui apportant une conformation 3D dynamique et flexible39. Cette 

conformation permet à sa deuxième hélice α d’atteindre le côté opposé du monomère d’actine. 

Contrairement à la profiline qui permet toujours aux monomères d’être engagé dans la polymérisation 

d’un polymère, la thymosine β4 séquestre les monomères, empêchant ainsi leur engagement dans tout 

processus de polymérisation. 

Ces deux protéines vont donc maintenir une réserve d’actine monomérique dans le 

cytoplasme, la thymosine β4 en prévenant la liaison de monomères d’actine à un filament en cours de 

formation, la profiline en permettant uniquement la polymérisation du côté barbed end du polymère39. 

 

2. Protéines impliquées dans le découpage et la dépolymérisation 

 

La dépolymérisation implique le désassemblage des monomères d’actine constituant les 

filaments. Cela va passer par des étapes de découpage (ou severing), permises grâce à des protéines de 

découpage des microfilaments (ou actin filament-severing proteins). Ce découpage en de petits complexes 

polypeptidiques va être permis grâce à certaines protéines, telles que les protéines de la famille 
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ADF/cofiline, la protéine WDR1, les protéines de la famille des gelsolines, mais également deux 

formines (FRL-α et INF-2).  

 

a. La famille ADF/Cofiline 

 

L’ensemble des cellules eucaryotes expriment au moins un membre de la famille actin-

depolymerizing factor (ou facteurs dépolymérisant l’actine) ou ADF/cofiline12. Cette famille comprend 

notamment la cofiline (cofiline-1 pour les cellules non-musculaires, et cofiline-2 pour les cellules 

musculaires) et l’ADF, aussi nommée destrine. Les protéines appartenant à cette famille le sont de par 

leur homologie de séquence (70% d’homologie entre chacune des protéines de la famille)40. Un concept 

intéressant à souligner est que bien que la cofiline ait un rôle de severing, donc de découpage des 

filaments, elle participe indirectement à la polymérisation de nouveau brins libres. Cela se passe du 

côté barbed end des filaments qui, dans le cas où ils ne sont pas protégés par une protéine de capping, 

vont servir de base à de nouveaux évènements de polymérisation. 

Les protéines ADF/cofiline ont la capacité de se lier aux monomères d’actine ou aux 

microfilaments par l’extrémité barbed end et d’exercer une activité de severing41,42. Fixées aux 

monomères d’actine, elles vont empêcher l’échange nucléotidique, processus toutefois avorté par la 

présence de la profiline. En effet, l’étude de Blanchoin et Pollard a démontré que l’actophorine, 

protéine membre de la famille ADF/cofiline exprimée dans les amibozoaires, entrait en compétition 

avec la profiline, dont l’affinité pour l’actine monomérique est plus forte que les protéines 

ADF/cofilines43.  

Les protéines ADF/cofilines possèdent une affinité plus importante pour les complexes ADP-

actine et dans une moindre mesure, les complexes ADP-Pi-actine. Elles vont donc attendre l’hydrolyse 

de l’ATP par les sous-unités d’actine présentes dans le filament pour pouvoir se fixer aux complexes 

ADP-actine. Néanmoins, leur capacité à se lier aux complexes ADP-Pi-actine permet un relargage plus 

rapide du phosphate γ, augmentant la proportion de sous-unités lié à un ADP, et induit donc un 

turnover plus rapide des microfilaments. Un fait intéressant est que le découpage des filaments ne 

s’effectue qu’en présence d’une concentration modérée d’ADF/cofiline, la saturation des 

microfilaments par ces protéines entrainant leur stabilisation. 
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L’activité de severing de la cofiline va être régulée par les kinases LIM, qui vont phosphoryler la 

sérine 3, empêchant ainsi la liaison de la cofiline à l’actine. Les protéines Slingshots (SSH1 et SSH2, 

démontré par les études des équipes de Mizuno et Uemura44–46) et la chronophine47 sont les 

phosphatases permettant à la cofiline de retrouver une activité de severing. 

Les deux formes des cofilines et la protéine ADF sont les protéines jouant un rôle majeur parmi 

la famille protéine ADF/Cofilines13. Il existe cependant d’autre protéines de cette famille jouant un rôle 

dans l’activité de severing des microfilaments. On va ainsi retrouver par exemple la twinfiline, protéine 

possédant deux domaines homologue à l’ADF (ADF-homolog (ADF-H) domain) qui va se lier aux barbed 

ends de l’actine monomérique et filamentaire, prévient la polymérisation, et induit la dissociation des 

sous unités13,48. 

 

b. La protéine WDR1 

 

La protéine WDR1 (WD- repeat domain protein 1) est aussi appelée AIP1 pour actin-interacting 

protein 1. Cette protéine est exprimée de manière ubiquitaire dans les cellules eucaryotes et a été 

découverte en 1999 pour sa capacité à se lier à l’actine49. Elle fait partie d’une famille protéique 

comportant des domaines WD répétés (WD-repeat domains family), qui tire son nom de la répétition de 

motifs composés d’une quarantaine d’acides aminés, terminés par un dipeptide de tryptophane (W) et 

d’acide aspartique (D). Ces domaines se répètent entre 4 et 16 fois selon les protéines, arrangés en β-

propeller (arrangement de 4 à 8 feuillets β). Dans le cas de WDR1, la protéine est composée de sept β-

propeller circulaires50. 

Il a été démontré chez Saccharomyses cerevisae que WDR1 interagit avec la cofiline mais, également avec 

l’actine51–53. En effet, ces études ont permis de démontrer la présence de deux sites de liaison à l’actine 

dans la séquence de WDR1 dans les propellers situés aux extrémités C- et N-terminales, ainsi que le site 

de liaison à la cofiline, potentiellement situé entre les deux sites d’actine. D’autres investigations ont 

permis de décrire que WDR1 agit en coopération avec les protéines de la famille ADF/cofiline pour 

participer au désassemblage des filaments d’actine54–58.  

La protéine WDR1 est également régulée, tout comme les protéines de la famille ADF/Cofiline, 

par des kinases (de la famille des Src) et au moins une phosphatase (la protéine EYA3)59. Cette étude a 

démontré que la tyrosine Y238 était nécessaire à l’activité de la protéine WDR1. Cependant, cet 
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évènement n’est pas l’unique élément modulateur de l’activité protéique, puisque d’autres sites de 

phosphorylation peuvent moduler l’activité de dépolymérisation de WDR1. 

 

c. Autres partenaires protéiques 

 

La caspase 11. Une étude menée par l’équipe de J. Yuan chez la souris a permis de décrire un 

rôle de la caspase 11 dans le processus de désassemblage des microfilaments60, en coopération avec 

WDR1 dans des splénocytes et leucocytes. Deux autres études ont cependant décrit un rôle différent 

dans les monocytes/macrophages. En effet, dans un contexte d’infection bactérienne, la caspase 11 

aurait un rôle modulateur de la dynamique des filaments d’actine en influant, entre autre, la 

phosphorylation de la cofiline 61,62, induisant ainsi un arrêt de la dépolymérisation des microfilaments.  

Les différences entre ces études pourraient être dues à des cascades de signalisation différentes selon 

le contexte. La caspase 11 n’étant pas exprimée chez l’homme, ce sont les caspases 4 et 5 (caspases 

orthologues) qui possèdent les fonctions de la caspase 11 murine. Cependant le rôle de ces caspases sur 

la dynamique d’actine dans les cellules humaines n’est toujours pas élucidé. 

 

Les protéines de la famille de gelsolines. La gelsoline et certains membres protéiques de sa 

famille vont avoir une activité de découpage des filaments. La gelsoline existe sous une forme 

d’autoinhibition (c’est-à-dire qu’elle n’est pas active sous une certaine conformation 3D). Sous l’effet 

d’un flux calcique, sa conformation va être modifié, permettant l’accès aux sites de liaison à l’actine. 

La liaison à l’actine va se faire grâce à ces domaines gelsoline situés sur des longues hélices α, induisant 

le découpage de morceau de filaments l’actine. La gelsoline restera ensuite attachée du côté barbed end 

de ces petits polypeptides d’actine. 

 

Les formines FRL-α et INF2. Ces protéines ont de nombreux rôles concernant la dynamique 

des microfilaments, mais je ne me concentrerai dans cette partie que sur leur activité de severing. La 

protéine FRL-α a été la première formine identifiée comme possédant une activité de severing ex vivo, 

notamment en démontrant la capacité de  FRL-α  à couper les filaments d’actine63. L’étude de l’équipe 

de Higgs64 a démontré que la protéine INF2 va ouvrir son domaine FH2 (formin homogy 2 domain) pour 
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encercler les microfilaments, et va induire le découpage des filaments en fonction du relargage des 

phosphates γ. 

 

3. Protéines impliquées dans le capping des filaments 

 

Les protéines de capping vont se situer au côté barbed end des microfilaments, là où la 

polymérisation est la plus rapide. L’attachement de ces protéines va agir comme un chapeau, et stopper 

la dynamique des microfilaments en bloquant l’ajout ou le retrait des sous-unités des monomères 

d’actine65. 

Les éléments protéiques qui vont permettre l’élongation des microfilaments vont réguler de 

manière indirecte la protéine de capping en entrant en compétition pour les sites de liaison du côté 

barbed end65. Les protéine de capping sont actives de manière constitutive mais sont régulées par des 

protéines contenant un domaine de liaison aux protéines de capping, comme la protéine CARMIL65. Par 

ailleurs, d’autres molécules comme le phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2) ou encore V-1 

(myotrophine) vont inhiber directement la protéine capping en se liant avec elle, l’empêchant ainsi 

d’interagir avec les filaments. Il est important de noter que certaines protéines de capping permettent 

de stimuler la formation de nouveaux filaments, ou au contraire le severing des filaments. Ceci est le 

cas des gelsolines, précédemment citées pour leur capacité de découpage des microfilaments, qui sont 

avant tout connues pour leur activité de capping66. Les protéines de capping hétérodimériques, qui sont 

formées de deux sous unités homologues, se lient avec une forte affinité aux filaments d’actine et 

promeuvent la nucléation de nouveaux pointed ends en stabilisant les oligomères d’actines. On pourra 

également retrouver la tropomoduline qui interagit avec les filaments d’actine stable comme par 

exemple dans les cellules musculaires ou encore les globules rouges. Cette protéine agit en synergie 

avec la tropomyosine, une protéine interagissant tout le long des filaments d’actine. 

 

4. Protéines impliquées dans la nucléation et polymérisation des filaments 

 

a. Le complexe Arp2/3 
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Le complexe Arp2/3 est un complexe protéique constitué de sept sous-unités : ARPC1 (actin-

related protein complex 1), ARPC2, ARPC3, ARPC4, ARPC5, ARP2 et ARP3. Ce complexe a été identifié 

pour la première fois dans une amibe (Acanthamoeba castellanii)67 et depuis isolé dans différents 

organismes tels que les levures et les vertébrés68. Chez l’humain, la sous-unité ARPC1 existe sous deux 

isoformes, ARPC1A et ARPC1B (la deuxième étant essentiellement exprimée dans les cellules 

hémopoétiques), et est constituée d’une répétition de domaine WD (tout comme la protéine WDR1). 

Le complexe Arp2/3 ne permet cependant pas de former de nouveau filament de novo. L’intervention 

de facteur de nucléation (NPF, ou nucleation promotion factor) ainsi que d’un brin d’actine déjà existant 

(brin mère) est nécessaire à la formation d’un nouveau brin fille, dont l’embranchement s’effectue selon 

un angle à 70°69,70. De nombreuses protéines ont été décrites comme des facteurs de nucléation, mais 

les protéines les plus étudiées font partie de la famille de la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich 

(famille WASP)71. 

L’activation du complexe Arp2/3 passe par un changement de conformation. Le complexe est 

inactif à l’état basal, et son activation va lui permettre de se lier aux filaments mères d’actine. Cette 

activation est médiée par plusieurs facteurs, tels que les NPFs67,72, le filament mère73 ainsi que par 

l’ATP74 qui vont se lier au complexe et induire un changement de conformation. Il existe différent type 

de NPFs, classés en deux catégories selon leur mode d’activation du complexe Arp2/3 et de l’effet sur la 

capacité de branchage des filaments. L’interaction de ARP2/3 avec les NPFs de classe 1 promeut un 

changement de conformation du complexe et permettre son interaction avec un monomère d’actine. 

Cette succession d’évènements permet l’embranchement d’un brin d’actine sur le brin mère. 

L’interaction avec des NPFs de classe 2 vont quant à eux permettre une meilleure stabilisation des 

nouveaux filaments polymérisés. 
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b. Les protéines de la famille WASP 

 

Les protéines de la famille WASP sont des protéines qui ont été caractérisées pour leur capacité 

de nucléation de l’actine75. Les cellules eucaryotes des organismes supérieurs (mammifères) expriment 

6 protéines appartement à cette famille. Ces protéines sont regroupées dans une même famille du fait 

de leur structure protéique. En effet, leur structure du côté N-terminal varie entre les protéines leur 

conférant différentes capacités de régulation75. La partie C-terminale est cependant plus homogène 

entre les protéines, et est composé d’une région riche en proline, d’un ou plusieurs domaines de liaison 

à l’actine homologue à WASP (WH2) ainsi que de différents motifs (domaine central – C - et un 

domaine acide – A) permettant la liaison au complexe Arp2/3 (voir figure 3). 

 

 Le complexe WIP/(N)-WASP 

Figure 3. Domaines des protéines membres de la famille WASP. Schéma inspiré de Tyler et al 2016. 
WHI : WASP homology domain 1; WHD : WAVE homology domain; WAHD : WASH homology domain; 
WMD : WHAMM membrane interaction domain ; N : N terminal domain; B: Basic region ; GBD : 
GTPase-binding domain ; CC: Coiled coil region ; P : Proline rich domain; W: WASP homology-2; C: 
Central domain; A: acidic domain 
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Le gène WAS, codant pour la protéine WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein), a tout d’abord 

été découvert comme gène causatif du syndrome de Wiskott-Aldrich76. Alors que la protéine WASP est 

exprimée exclusivement dans les cellules hématopoïétiques, la protéine N-WASP (neural WASP) est 

exprimé de manière ubiquitaire (avec cependant une très faible expression dans les cellules 

hématopoïétiques). Ces deux protéines possèdent des fonctions similaires et leur structure est 

pratiquement identique (la protéine N-WASP possède un domaine WH2 supplémentaire). La protéine 

(N)-WASP possède un domaine WH1 (domaine basique) lui permettant d’interagir avec la protéine 

WIP77,78 (Wiskott-Aldrich syndrome protein interacting protein), protéine chaperonne bloquant la 

dégradation de WASP79,80.  

Les protéines (N)-WASP sont présentes principalement sous une forme auto-inhibée dans le 

cytoplasme, où son domaine VCA interagit avec le domaine GBD (GTPase-binding domain). Ce même 

domaine peut lier la Rho GTPase CDC42, permettant l’ouverture de la conformation de WASP. Ce 

changement de conformation expose certaines tyrosines dont la tyrosine 291, a des évènements de 

phosphorylation, évènement clé dans l’activation de la protéine WASP81. Une étude in vitro a montré 

également qu’une sérine du domaine VCA (les sérines 483 et 484 pour la protéine WASP et N-WASP 

respectivement) est également phosphorylée, par la kinase caséine 2, augmentant l’affinité de la 

protéine WASP pour le complexe Arp2/382. La succession de ces évènements de phosphorylation va 

permettre à la protéine de sortir de son état d’auto-inhibition et d’être activée de manière optimale. Il 

a été également démontré que la fixation de phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P(2)) sur le 

domaine GBD83 de la protéine N-WASP était importante pour promouvoir l’activité de nucléation de la 

protéine. De manière intéressante, il a été démontré que pour certaines protéines de la famille WASP 

(comme WAVE que l’on verra dans la section suivante), en plus de l’allostérie, les protéines sont 

régulées par un état de dimérisation : en effet, l’étude menée par l’équipe de M.K. Rosen décrit que la 

dimérisation des protéines actives WASP et WAVE1 augmente l’affinité du domaine VCA pour le 

complexe Arp2/3 de 100 à 180 fois, comparée à un monomère84. 

Comme cité précédemment, la protéine WIP interagit avec la protéine WASP, et plusieurs 

études ont montré son importance pour la maintenance de la protéine WASP dans le cytoplasme79,85. 

La majorité des molécules WASP sont d’ailleurs associées à une molécule WIP, permettant de 

maintenir la protéine WASP disponible. La perte de la protéine WIP induit effectivement la perte de 

l’expression protéique de WASP, perte réversible par traitement avec des inhibiteurs du protéasome 
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ou de la calpaine79. Cependant, l’effet de l’activation de WASP sur la capacité de liaison de WIP au 

domaine WH1 reste encore à élucider. 

 

 Les complexes WAVE1, WAVE2 et WAVE3 

Les protéines de la famille WAVE (WASP-family verprolin-homologous) forment un complexe 

hétéropentamérique nommé WRC (WAVE regulatory complex) composé des protéines WAVE1 (ou ses 

orthologues WAVE2 et WAVE3), Abi2 (et ses orthologues Abi1 et Abi3), Nap1 (ou ses orthologues comme 

Hem1), Sra1 (et orthologues) et HSPC30086–88. Il existe donc plusieurs complexes WRC, résultant de 

combinaison protéiques différentes89. En réponse à certains signaux, le complexe WRC va être recruté 

à différent points de la membrane90. 

Tout comme la protéine WASP, le complexe WRC est présent dans le cytoplasme sous forme 

auto-inhibée91–93. En effet, le domaine VCA est séquestré via de multiple interactions entre les hélices 

des domaines V et C et les hélices des protéines Sra1 et WAVE92. Il va être activé par la Rho GTPase Rac1, 

induisant un changement de conformation du complexe, qui va permettre la libération du domaine 

VCA (présent sur la protéine WAVE), interagissant avec le complexe Arp2/3 pour former de nouveaux 

filaments. C’est la disponibilité spatiale du domaine VCA qui va réguler l’activité du complexe WRC.  

Il a été démontré dans plusieurs études que la protéine Rac1 interagissait avec le complexe 

WRC pour permettre l’activation du complexe88,92,94. Deux études ont déterminé que la protéine Rac1 

se liait à deux sites de liaison du complexe WRC, tous deux situés sur la protéine Sra187,92. Rac1 n’est 

cependant pas le seul régulateur du complexe WRC. En effet, d’autre protéines tel que la GTPase Arf195, 

ou encore les phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate [PI(3,4,5)P3]93 vont être nécessaires pour 

l’activation complète du complexe WRC. Si les GTPases Rac1 et Arf1 peuvent en effet interagir avec le 

complexe WRC de manière indépendante, les deux sont nécessaires pour le recrutement efficace et 

stable à la membrane du complexe. 

 

 Autres protéines de la famille WASP 

Les 3 autres protéines membres de la famille WASP sont WASH, WHAMM et JMY. Ces 

protéines se distribuent dans des localisations cellulaires spécifiques et ont a fortiori, des implications 

mécanistiques spécifiques. La protéine WHAMM, régulée par Rab196 in vitro, va notamment réguler la 

nucléation de l’actine et est localisée au niveau du compartiment ERGIC97 (endoplasmic reticulum –Golgi 
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intermediate compartment). Ce recrutement membranaire est contrôlé par Rab196. De manière 

intéressante, selon ses interactions, la protéine WHAMM va pouvoir promouvoir la déformation des 

membranes98 (via l’interaction simultané avec les liposomes et les microtubules) et ou encore permettre 

l’élongation des tubules membranaires97 (en interagissant avec le complexe Arp2/3). 

La protéine JMY va permettre de générer des filaments d’actine branchés (via son interaction 

avec Arp2/3) ou non branchés grâce à ses domaines WH2 positionnés en tandem. En plus de sa 

localisation particulièrement au front de migration, la protéine JMY a la capacité, sous condition de 

stress comme le dommage à l’ADN, de se transloquer dans le noyau pour permettre l’expression de 

gènes dépendant de la protéine p53. 

La protéine WASH se rapproche des protéines WAVEs de par sa structure et conformation, 

puisqu’elle s’organise également sous forme d’un complexe pentamérique hérérogène99. La 

particularité de la protéine WASH est qu’elle exerce, en plus de son activité de nucléation, une activité 

de régulation du trafic membranaire de l’intégrine α5β1100 (α5β1) et est impliquée dans le processus de 

la fission vésiculaire101–103 (processus que je détaillerai plus tard).  

 

c. Les formines 

 

Les formines sont des protéines homodimériques caractérisées par un domaine FM2 (formin 

homology domain 2) qui interagit avec le côté barbed end des monomères d’actine. Ce sont des protéines 

recrutées et activées à des localisations cellulaires diverses et vont initier de nouveaux brins d’actine 

non branchés. Les formines (les plus représentées étant les Diaphanous related formins – ou DRF) 

possèdent différents domaines protéiques, tels qu’un domaine GBD (GTPase-binding domain) situé du 

côté N terminal, un domaine adjacent DID (Diaphanous inhibitory domain) et un domaine DAD 

(Diaphanous autoregulatory domain) situé au côté C terminale de la protéine. La plupart des formines 

possèdent également un domaine FH1, permettant la liaison à la profiline et sont présentes sous une 

forme autoinhibée (via l’interaction entre les domaines DAD-DID). Seule l’action d’une Rho GTPase104 

(RhoA, CDC42105,106, Rac1 ou Rif107) lève cette auto inhibition. 

Les formines vont pouvoir interagir avec des monomères d’actine libre via les domaines FH2 : 

les dimères FH2 vont s’organiser en un anneau anti parallèle, leur conférant une forte affinité pour le 

côté barbed end des filaments d’actine, chaque moitié de dimère possédant un site de liaison à l’actine. 
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Du fait de la diversité des formines, leurs mécanismes d’action sur la nucléation de l’actine sont encore 

à ce jour en cours d’investigation. Différents modèles ont cependant été proposés. Des études in vitro 

ont supposé une nucléation par capture des dimères d’actine, se formant de manière spontanée, en 

présence de la seule formine. Plus tard, il a cependant été démontré que la région C terminale des 

formines lie des monomères d’actine, et que la liaison de la profiline pouvait permettre l’accélération 

du phénomène d’élongation des filaments d’actine in vivo. Divers facteurs d’activation (et ligands) ont 

pu être décrits comme jouant un rôle plus ou moins important sur l’affinité ou la promotion de la 

nucléation. Les formines vont permettre également l’élongation des filaments en les protégeant 

notamment des protéines de capping. 

Les formines vont, en plus que l’activité de polymérisation des microfilaments, avoir d’autres 

activités annexes, comme la régulation des microtubules108 (en interagissant via les domaines FH1 et 

FH2), le regroupement de l’actine en faisceau (ou actin bundling)63,109 mais également le découpage 

(severing) et/ou la dépolymérisation des microfilaments104 comme cité précédemment. 

 

5. Protéines de crosslinking 

 

Les connexions entre les microfilaments sont permises grâce à des protéines de crosslinking et 

sont importantes pour certaines structures d’actine (les filaments cytoplasmiques d’actine) et certaines 

modifications membranaires (microvilli, filopodes)110,111. Ces connexions sont permises grâce à deux 

domaines ABD (actin-binding domains) présents sur une protéine (ou complexe multiprotéique) 

permettant ainsi une interaction entre deux filaments distincts112. On va ainsi pouvoir retrouver la 

fascine, la fimbrine, l’α-actinine, la spectrine, ou encore la dystrophine et les filamines. Par leurs 

différences de conformation 3D et la location de leurs domaines ABD, chaque protéine va raccorder les 

filaments d’actine de manière spécifique, et va avoir une localisation cellulaire précise. L’α-actinine va 

par exemple être retrouvée au niveau du réseau d’actine cortical, disposée entre les fibres de stress, 

mais également sur les points d’adhésions cellulaire110.  

D’un autre côté, la filamine permet de crosslinker les filaments d’actine de manière non parallèle 

au niveau du cortex, et possède également un rôle d’ancrage. En effet, elle va notamment permettre 

l’ancrage des intégrines aux filaments d’actine, protéines importantes pour l’adhésion et les 

interactions cellulaires. D’autre protéines, comme les protéines ERM (nommées d’après les trois 
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premières protéines de cette famille, à savoir ezrine113, radixine114,115 et moésine116) vont crosslinker les 

filaments d’actine à la membrane117,118, affectant ainsi les propriétés physiques de l’actine corticale en 

fonction de la densité de ces protéines. Les protéines ERM sont principalement régulées par un 

changement de conformation119. 

 Les myosines sont également extrêmement importantes pour leur rôle dans la contractilité 

cellulaire120,121. Cette superfamille comporte plusieurs protéines regroupées en classe et impliquées 

dans des voies de signalisation distinctes. Les myosines possèdent des sites de liaison à l’ATP, dont sa 

liaison (ou la liaison de l’ADP) diminue très fortement leur affinité pour l’actine. Les myosines vont 

avoir des localisations distinctes en fonction de leur type et de leur présence dans une cellule 

musculaire ou non musculaire. Dans une cellule musculaire, la myosine II musculaire va se multi 

dimériser pour former un large filament bipolaire composé d’une douzaine de molécules et va se situer 

au milieu du sarcomère, constitué de filaments d’actine. La capacité de contractilité du complexe 

actomyosine est impliquée dans plusieurs dizaines d’évènements cellulaires122. Cette capacité est 

fortement influencée par la qualité de crosslinking des filaments d’actine en faisceaux123. Les myosines 

sont également importantes pour le cytokinèse, les cargos protéiques ou encore la formation de 

protrusions121 (que nous verrons dans la prochaine section). 

 

6. La régulation de l’actine par les espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

 

De manière intéressante, le stress oxydatif induit par les espèces réactives de l’oxygène n’a pas 

qu’un rôle destructeur au sein de la cellule, mais peut agir sur la régulation de l’actine, en induisant des 

modifications post traductionnelles (voir revue par Varland et al)124. Les ROS sont des sous-produits de 

régulation redox mais sont activement produites par les cellules capables de phagocytose (processus 

abordé dans la section II), et comportent le peroxyde d’oxygène (H2O2), acide hypochlorique (HOCl) ou 

encore les espèces réactives azotées comme l’oxide nitrique (NO)125. L’actine globulaire possède 

plusieurs sites susceptibles d’être oxydé/modifié par les ROS (méthionines, cystéines, tyrosines et 

histidines). La cystéine 374 (Cys374) est la cystéine la plus touchée par l’action des ROS.  

Le stress oxydatif induit par les ROS peut induire des ponts disulfures intramoléculaire ou des 

ponts disulfures avec une molécule de glutathion. La Cys374, sous l’action des ROS, peut former un 

pont disulfure avec la cystéine 285, induisant un délai dans la dissociation de l’actine avec la spectrine126 
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et diminuant la dynamique de l’actine127. Une S-glutathionilation peut également s’effectuer sur la 

Cys374, processus qui se révèle crucial pour la dissociation de l’actine avec la myosine, permettant ainsi 

la contractilité cellulaire nécessaire pour la migration, l’étalement cellulaire et la formation des fibres 

de stress128. Le NO va modifier la Cys374 par S-nitrosylation (ajout d’une molécule NO) ce qui aura pour 

conséquence un défaut de liaison de la profiline-1 avec l’actine, induisant ainsi un défaut de 

polymérisation des microfilaments129. Les espèces H2O2 et HOCl vont oxyder la Cys374, ainsi que 

d’autre cystéines et méthionines qui sont les acides aminés les plus exposés de l’actine globulaire, 

même une fois celle-ci intégrée dans un filament130. Il existe d’autre modifications comme l’intégration 

d’un groupe nitro NO2 sur la tyrosine 294131 ou la carbonylation de certaines histidines132,133. Ces 

modifications perturbent la polymérisation des microfilaments et déstabilisent les faisceaux 

d’actine124. Certaines flavoprotéines monooxygénases, telles que les enzymes MICAL (Molecule 

Interacting with CasL), utilisent le NAPDH et l’H2O2 pour oxyder les méthionine 44 et 47 de l’actine134. 

Dans le cas de la protéine MICAL, elle se fixe sur les filaments d’actine pour augmenter la capacité 

catalytique des sous unités d’actine. Via l’oxydation des met44/47, elle va initier le désassemblage des 

filaments en induisant une modification conformationnel de l’actine et augmentation la sensibilité de 

l’actine pour la cofiline135. 

Il est important de noter que lorsque le stress oxydatif est trop important, cela conduit à des 

modifications irréversibles des sites sensibles. Ce fort stress oxydatif va induire une accumulation de 

la carbonylation, induisant des agrégats d’actine136. Ces modifications irréversibles inhibent la 

prolifération, la mobilité et la viabilité cellulaire. 

 

III) Les structures d’actine et compartiments cellulaires 

 

Les différents partenaires protéiques de l’actine ainsi que les multiples régulateurs cités 

précédemment vont permettre la formation de différentes structures et réseaux d’actine (réseau 

branché ou parallèle, fibres des stress, etc…). Ces différentes structures vont permettre aux cellules 

d’adopter différentes morphologies et d’assurer leur fonction selon le contexte biologique et le type 

cellulaire.  
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1. L’organisation de l’actine au sein de la cellule 

 

a. Les différents réseaux d’actine 

 

(1) L’actine corticale 

L’actine corticale compose le réseau d’actine situé sous la membrane plasmique. C’est un 

réseau dense de microfilaments organisé en deux types de machineries : protrusive et contractile. La 

machinerie contractile va être composée de longs filaments initiés et assemblés par les protéines de 

type formines, associés à la myosine II. En ce qui concerne la machinerie protrusive, elle est associée 

au complexe Arp2/3, permettant une orientation variée de filaments d’actine plutôt courts.  

Bien que la première fonction de l’actine corticale soit la maintenance d’une morphologie cellulaire, le 

changement local de la composition protéiques va induire des contractions et donc des déformations 

cellulaires permettant d’induire par exemple la migration : les forces contractiles à la queue de la cellule 

vont être plus fortes, permettant la rétractation du corps cellulaire. 

 

(2) Fibres de stress et points focaux d’adhésions 

Les fibres de stress sont, avec les points focaux d’adhésions, des structures qui produisent, 

transmettent et sentent des forces mécaniques. Les fibres de stress sont des faisceaux d’actomyosine 

(de 10 à 30 filaments d’actine reliées entre eux) et ont un rôle central d’adhésion cellulaire et la 

morphogénèse. Ce sont des structures que l’on va retrouver dans les cellules épithéliales, endothéliales 

et dans les myofibroblastes. Toutes les fibres de stress de ne ressemblent pas et sont ainsi classée en 4 

catégories distinctes. Les fibres de stress dorsales sont ancrées à un point d’adhésion focal, cependant 

elles ne sont pas associées à la myosine II et n’ont donc pas d’activité contractile. Les fibres de stress 

ventrales sont composées de faisceaux d’actomyosine et sont les fibres représentant la force contractile 

majoritaire, du fait de leur ancrage aux deux extrémités à des points focaux d’adhésion. Les arcs 

transversaux sont des faisceaux de filaments d’actine incurvés associés à l’α-actinine et myosine II, 
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association typique des faisceaux contractiles d’actomyosine. Ils ne sont pas attachés à des points 

focaux d’adhésion mais sont au contraire rattachés aux fibres de stress dorsales, leur conférant une 

certaine activité de contractilité. Enfin on va retrouver des fibres périnucléaires, dont le principal rôle 

va être de réguler la morphologie du noyau durant l’interphase. Les points focaux d’adhésions sont 

retrouvés le plus souvent au niveau des extrémités des fibres de stress et sont le lien avec la matrice 

extracellulaire. 

 

b. L’actine associée aux organelles et compartiments cellulaire 

 

(1) Mitochondrie 

Les mitochondries sont des organelles hautement dynamiques ayant une grande capacité de 

mouvement dans le corps cellulaire et alternant les évènements de fission (division d’une organelle en 

deux ou plusieurs structures indépendantes) et de fusion (évènement inverse)137. Ce sont des organelles 

qui soutiennent plusieurs fonctions cellulaires telles que la formation d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), synthèse de lipides ou encore la génération d’ATP138. Selon les fonctions qu’elles exercent, elles 

vont pouvoir modifier leur architecture rapidement, qui va dépendre de plusieurs facteurs dont leur 

association avec le cytosquelette d’actine. 

En effet, l’actine va jouer un rôle important dans la régulation des mitochondries, mais 

également sur leur mobilité (via la myosine XIX139), leur ancrage aux filaments d’actine (via les 

myosines V et VI140) ou encore leur fission. La fission est effectivement dépendante de plusieurs 

facteurs dont différents régulateurs d’actine. La principale protéine induisant la fission des 

mitochondries est la protéine Drp1, dont l’actine permet d’augmenter son activité141. Différents travaux 

ont pu déterminer que l’actine intervenait sur plusieurs étapes de la fission mitochondriale. Tout 

d’abord, le complexe Arp2/3 a été décrit comme étant important pour le recrutement de la protéine 

Drp1 à la membrane externe mitochondriale142. L’absence d’autres régulateurs tels que la cortactine ou 

la cofiline induit une mauvaise connexion ER/Mitochondrie, arguant ainsi leur importance dans le 

processus de fission142. Par la suite, les interactions ER/Mitochondrie nécessaires à la fission ont 

montré être dépendant de la formine INF2143 en association avec la protéine mitochondriale Spire1C144. 

 

(2) Endosomes 



 

54 | P a g e  
 
 

Les endosomes, compartiments cytoplasmiques, sont entourés de structure d’actine dont la 

polymérisation est contrôlée principalement par le complexe WASH. Ce sont des lieux d’échange où 

une myriade de protéines transmembranaires aussi nommées cargos vont être recyclés (via le 

transport tubulo vésiculaire) ou bien être envoyés vers les lysosomes pour y être dégradés145. 

Cette actine endosomale va avoir pour rôle de réguler la mobilité des protéines cargo. En effet, 

le complexe WASH va s’associer aux endosomes en interagissant avec la protéine VPS26 (protéine du 

complexe rétromère, important pour le recyclage des protéines) via la protéine FAM21, et va être 

réguler par des processus de polyubiquitylation par l’ubiquitine ligase TRIM27103,146. La modification de 

l’activité de TRIM27 ou du complexe WASH induit un défaut du trafic des protéines cargos. Dans un 

second temps, la cortactine va pouvoir être recrutée au niveau des endosomes via les filaments d’actine 

précédemment généré par les complexes WASH et Arp2/3145. Par ailleurs, le complexe WASH va être 

impliqué dans l’organisation des sous domaines de récupération des cargos en regroupant les 

molécules rétromères via la protéine FAM21 et en interagissant avec plusieurs protéines associées au 

retromère101. Tout comme pour les mitochondries, après avoir stabilisé la formation de tubules 

endosomales, les microfilaments nucléés par WASH vont exercer une force induisant la fission 

membranaire des transporteurs endosomaux102. Dans un autre registre, la GTPase RhoB (localisée 

dans les membranes des endosomes côté cytosplasme147) impacte la distribution des endosomes, induit 

la formation d’un manteau d’actine autour des endosomes (bloquant ainsi leur mouvement cellulaire) 

via son effecteur, la formine Dia1148. La protéine endosomale RhoD avait également été décrite 

précédemment comme régulateur le transport des endosomes via la protéine Dia2C149. 

 

(3) Le réticulum endoplasmique (RE)-Golgi 

Dans la section précédente j’ai pu décrire le rôle de la protéine WHAMM dans l’organisation 

des compartiments inter golgi-réticulum endoplasmique (RE), ainsi que le rôle du complexe WASH 

dans la régulation de la fission endosomale. Cette activité est permise grâce aux points de contact avec 

le réticulum endoplasmique et encore une fois, le complexe protéique WASH va jouer un rôle 

prépondérant dans la formation de ces aires de contact. En effet, le RE va contacter uniquement les 

endosomes ayant au préalable liés le complexe WASH150. Il y a un effet rétroactif du RE notamment par 

l’interaction des protéines VAPs (protéines du RE) avec une protéine du rétromère sur l’activité de 

WASH151. Les microtubules sont les polymères du cytosquelette qui vont jouer un rôle majeur dans le 
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transport et la morphologie du RE152, cependant quelques études ont pu démontrer un rôle de la 

filamine dans l’étalement endoplasmique153. Dans les cellules neuronales, la myosine V permet le 

transport des vésicule du RE154. 

L’appareil de Golgi est une structure centrale contrôlant le trafic subcellulaire et est présent 

dans toutes les cellules eucaryotes. Tout comme pour le réticulum endoplasmique, les microtubules et 

le centrosomes sont les régulateurs prépondérants, plusieurs études ont démontré un rôle conjoint des 

régulateurs d’actine et des microtubules dans la formation et le maintien morphologique du Golgi (via 

la formine FHDC1 ou la myosine 18)97,155–157. 

 

(4) Le centre organisateur des microtubules (MTOC) 

Le MTOC correspond dans la plupart des cellules au centrosome. Il dirige la nucléation et 

l’organisation des microtubules dans les cellules animales. C’est une structure importante pour 

plusieurs fonctions cellulaires : c’est une structure notable pour la division cellulaire ainsi que la 

division asymétrique des lymphocytes, l’organisation des organelles, la formation des cils ou encore la 

polarisation cellulaire, par exemple dans le contexte de la synapse immunologique (structure que je 

détaillerai plus tard)158–161.  

 

Dans un lymphocyte en cours d’assemblage de la synapse immunologique, le centrosome va 

être polarisé grâce à l’action des formines diaphanous-1 et Formin-like-1162. Il a également été 

démontré qu’en situation de repos, il existait une structure d’actine entourant le MTOC, et que les 

filaments d’actine, dont la nucléation médiée par le complexe Arp2/3, permettaient de lier ce MTOC au 

noyau163. Ce réseau d’actine se déstructure lors de l’activation du récepteur à l’antigène du lymphocyte, 

permettant la polarisation du MTOC. Une étude a pu démontrer que plus la surface d’adhésion était 

importante, plus ce réseau centrosomal était déstructuré164, ce qui pourrait expliquer cette 

déstructuration en condition synaptique. Les mécanismes sous-jacents de cette régulation complexe 

restent peu connus à ce jour. 

Il est convenu qu’il existe un lien entre les polymères d’actine et de tubuline, ainsi que le rôle 

régulateur des structures d’actine sur l’organisation, la stabilisation ou la localisation des 

microtubules165. Cependant cet échange a surtout été observé au niveau de la membrane plasmique, là 

où l’activité de nucléation des filaments d’actine est la plus importante. Il a été démontré plus tard que 
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ce crosstalk entre filaments d’actine et microtubules était également présent au niveau du 

centrosome164. L’actine présente autour du MTOC va avoir un effet inhibiteur sur la polymérisation du 

réseau des microtubules. 

 

2. Le nucléosquelette 

 

Le nucléosquelette décrit une structure dynamique dans le noyau. Il est constitué d’un réseau 

de polymères qui associe filaments intermédiaires de type V composés de lamines nucléaires, de courts 

brins d’actine filamentaire nucléaire et diverses protéines accessoires. Cette structure est importante 

puisque l’organisation spatiale des compartiments nucléaires régule la fonction de la chromatine. 

 

a. Les lamines 

 

Les lamines sont, comme décrit précédemment, des protéines composants les IFs 

perinucléaires10,166. Il existe différents types de lamine impliquées dans les structures des IFs, chacune 

ayant des rôles plus spécifiques. Par exemple, les lamines de type B1 vont jouer un rôle dans la synthèse 

de l’ARN167. En effet, l’absence de lamine B1 réduit la chromatine active disponible, induisant une 

modification spatiale des territoires chromosomique et une absence d’activation des ARN polymérases 

de type 1 et 2. D’un autre côté, la lamine A contribue aux fonctions mécaniques du noyau, telles la 

rigidité et la stabilité de la morphologie nucléaire168,169. Le rôle des lamines dans les cellules 

immunitaires, et plus précisément de la lamine A, sera plus détaillé dans le chapitre 2. 

 

b. L’actine 

 

Même si leur présence a été longuement controversé, il existe également des petits 

« fragments » d’actine au sein du noyau, identifiés pour la première fois via extraction nucléaire170–172, 

puis par microscopie électronique173. Ce sont principalement des monomères d’actine globulaire, bien 

que de quelques courts brins d’actine filamentaire soient présents174. Cependant leur structure est 

différente des filaments d’actine cytoplasmique puisqu’ils sont majoritairement sous forme de 

batonnets175,176. Une étude récente (voir revue par Kelpsch et al177) a permis de décrire l’ensemble des 
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fonctions de l’actine nucléaire : ainsi ces structures d’actine sont impliquées dans la régulation de la 

transcription, le remodelage de la chromatine, la réparation de l’ADN et la structure du noyau. Il y a 

également des évidence plus récentes d’implication de l’actine nucléaire dans la réplication de l’ADN178 

et l’infection et réplication des adenovirus179. D’un point de vue mécanistique, la présence de l’actine 

est due à la translocation nucléaire d’un complexe actine/cofiline via un facteur de transport, 

l’importine 9180.  

 

c. Les protéines accessoires 

 

D’autres protéines sont également impliquées dans la rigidité du nucléosquelette ainsi que 

dans ses propriétés mécaniques. Ces protéines vont interagir de manière directe ou indirecte avec les 

lamines et ou les monomères d’actine, et vont influencer l’organisation spatiale des lamines ou encore 

leurs fonctions mécaniques.  

On va pouvoir retrouver la titine, protéine élastique, qui est exprimée de manière 

cytosplasmique181 et nucléaire182 dans les cellules musculaires, et est importante pour l’intégrité de 

l’enveloppe nucléaire183. L’enrichissement de la titine dans l’enveloppe nucléaire ainsi que la présence 

de multiple protéines capable de la lier nous permet de supposer que la titine pourrait être impliquée 

dans la stabilité, l’élasticité et les fonctions mécaniques de l’enveloppe nucléaire et des chromosomes.  

Les spectrines sont importantes pour le noyau puisque leur structure flexible (grâce 

aux  spectrin-repeat domains 184) permet la déformation de la membrane nucléaire puis son retour à leur 

morphologie initiale. Les spectrines ont la capacité de se crosslinker avec des fragments d’actine et la 

protéine 4.1185. Cependant aucune étude n’a pu démontrer la présence nucléaire par microscopie de 

structure contenant les lamines, les spectrines, et la protéine 4.1. 

La protéine NuMa (nuclear mitotic apparatus protein) est également abondante dans le noyau186. 

Une étude in vitro a démontré que sa structure 3D pourrait suggérer un rôle d’échafaudage permettra 

l’encrage des chromosomes à la membrane nucléaire et permettre leur organisation dans le noyau187. 

Une précédente étude avait en effet démontré que l’altération de la protéine NuMa induisait une 

modification de l’organisation de la chromatine et la morphologie nucléaire188. 

On va également retrouver des isoformes des myosines qui pourraient jouer leur rôle de 

protéines motrices dans la relocalisation rapide des territoires chromosomiques pendant 
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l’interphase174,189. Par ailleurs, la myosine I  et VI sont importantes au même titre que les bâtonnets 

d’actine, pour la régulation de la transcription de certain gènes régulé respectivement par l’ARN 

polymérase 1190 et 2191.  

 

d. Interaction entre le nucléosquelette et le cytosquelette 

 

Il existe une communication entre le « squelette » du cytoplasme et celui du noyau, du fait de 

la translocation de certaines protéines du cytoplasme vers le noyau (le complexe cofiline/actine comme 

cité précédemment). Mais cette connexion d’effectue surtout via les lamines, qui vont être 

interconnectées à différentes protéines dans et en dehors du noyau192. Ainsi, il existe de ce fait des 

protéines nommées en fonctions de leurs fonctions de liens entre cytosquelette et nucléosquelette : les 

protéines du complexe LINC193, pour  LInkers of the Nucleoskeleton to the Cytoskeleton . Ces protéines ont 

été longuement décrites dans les cardiomyocytes193 et cellules musculaires194, de par l’importance pour 

ces cellules de s’étirer puis de revenir à leur conformation initiale. 

Les protéines composant le complexe LINC sont nombreuses dont les nesprines et des 

protéines SUN (figure 4). Il existe différents types de nesprines, ainsi que plusieurs isoformes 

différentes. Les isoformes les plus larges des nesprines sont localisées au niveau de la membrane 

nucléaire externe et vont préférentiellement interagir avec les filament d’actine ou les microtubules195. 

Les formes les plus petites des nesprines (nesprin-1 α, et nesprin-2β) vont quant à elles être localisées 

dans la membrane nucléaire interne et vont interagir directement avec les lamines. On va également 

retrouver les protéines SUN (pour  Sad1 and UNC-84 ) qui se situent au niveau de la membrane nucléaire 

interne196 et vont interagir avec des composants structurels tel que les lamines197. Les protéines SUN 

vont également interagir avec certaines nesprines (les formes les plus petites)198.  
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Figure 4. Nucléosquelette et les interactions avec les différents polymères cellulaires. Schéma tiré de la 
revue de Liu et al.199 

 

De manière intéressante, quelques études ont démontré la présence de protéines du complexe 

LINC dans les cellules immunitaires200,201. L’équipe de Olins a notamment démontré qu’uniquement 

certaines populations immunitaires exprimaient des protéines du complexe LINC comme les 

macrophages, alors que d’autre granulocytes comme les neutrophiles, en été dépourvus202. Les rôles 

des différentes protéines LINC restent cependant encore bien inconnus et des études plus 

approfondies seront nécessaires pour les décrypter.  

 

 

 

 

3. Les protrusions membranaires dépendantes de l’actine : moteur des cellules 

immunitaires 
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La formation de protrusions et les modifications membranaires sont des évènements 

essentiels à certaines cellules comme les cellulaires immunitaires puisqu’elles vont leur permettre de 

migrer au travers de l’organisme ainsi que d’exercer leurs fonctions cellulaires, telles que l’interaction 

avec les pathogènes ou cellules cibles (représentées dans la figure 5). 

 

Figure 5. Les différentes protrusions membranaires. Inspiré de Chhabra et al203. 

 

 

 

a. Le lamellipodium et le lamellum 

 

Ces protrusions membranaires sont observées chez les cellules en cours de migration. 

L’activité de migration va être permise par l’adoption par les cellules d’une morphologie spécifique avec 

notamment la formation d’un front de migration. La région protrusive localisée au niveau du front de 
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migration (leading edge) est une structure définie comme une protrusion large et étalée. Elle va avoir 

une fonction directionnelle c’est-à-dire que du fait de sa structure, sa morphologie et les forces 

physiques protrusives qui entrent en jeu, elle va diriger la cellule vers une direction donnée. 

Ce front de migration a été caractérisé dans les fibroblastes par Abercrombie et al204–207, comme 

comportant deux régions : le lamellipode, situé le plus en amont du corps cellulaire, et le lamellum qui 

s’étend à partir du lamellipode vers le corps cellulaire. La différence entre ces deux structures se 

rapporte à leur capacité d’adhésion, qui est assez faible pour le lamellipode et augmente à partir de la 

barrière lamellipode/lamellum. La structure d’actine au niveau du lamellipode est organisée sous la 

forme d’un réseau de microfilaments branchés jusqu’à la barrière lamellipode/lamellum (de 1 à 3µm), 

avec un turnover plus important qu’au niveau du lamellum. Au niveau du lamellum, les structures 

d’actine deviennent plus espacées et les points d’adhésion sont fréquents. En ce qui concerne 

l’assemblement du lamellipode, différentes études ont montré l’implication du complexe Arp2/3, 

localisé au niveau du front de migration de plusieurs types cellulaire. Cette implication du complexe 

Arp2/3 a notamment été démontré via l’altération de son activité, par micro-injection d’anticorps au 

niveau du lamellipode ou encore en diminuant l’expression protéiques des sous unités composant le 

complexe. La polarisation cellulaire, et donc la formation du front de migration, est permise grâce à 

plusieurs molécules, telles que PI3K208, Rac208,209, CDC42209 et Hem1210 (protéine du complexe WAVE1). 

Alors que Rac va permettre le maintien et l’accumulation de PIP3 au front de migration209, CDC42 va 

permettre la formation d’un unique front de migration orienté vers le chimioattractant211,212.  

Il est plus complexe de déterminer quelles protéines sont impliquées dans la structure du 

lamellum. A contrario du lamellipode, le complexe Arp2/3 ne semble pas jouer de rôle prépondérant. La 

formine mDia2 semble en revanche être impliquée dans la nucléation et formation des 

microfilaments (rôle pouvant être effectué par d’autres formines dans les types cellulaires n’exprimant 

pas mDia2). 

 

b. L’uropode 

 

L’uropode est la partie opposée au front de migration, ou queue de migration. Cette structure 

typiquement observée dans les cellules en migration, telles que les leucocytes. L’uropode possède une 

forte capacité de contraction grâce à un enrichissement de complexes actomyosine (actine et myosine 
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II). Plusieurs molécules sont enrichies à l’uropode et vont avoir pour rôle d’induire la rétractation 

cellulaire ou vont aider à la polarisation de la cellule. L’enrichissement de kinases générant PIP2 

permettent le maintien de la polarisation cellulaire et la migration directionnelle (PIPKIβ213), ainsi que 

la rétractation de l’uropode (PIPKIγ661214). Un facteur d’échange de nucléotide de guanine (GEF) de 

RhoA, PDZRhoGEF, va agir en coopération avec ROCK, RhoA et la myosine IIA, restreignant la 

contraction actomyosine à l’uropode215. 

La myosine IIA va également avoir un rôle important au niveau de l’uropode. En effet, cette 

protéine va s’associer avec l’intégrine LFA-1 pour permettre le détachement de l’uropode216. En effet, 

inhiber l’association myosineII1/LFA-1 résulte en une élongation de l’uropode, un défaut de 

détachement de la queue cellulaire ainsi qu’un blocage de la capacité migratoire. Contrairement au 

lamellipode, LFA-1 est présente de manière inactive au niveau de l’uropode216. 

D’autre protéines, comme Rac et CDC42, jouent un double jeu en étant importante à la fois 

pour la mise en place du front de migration mais également de l’uropode. Alors qu’elles envoient des 

signaux positifs au niveau du front de migration pour maintenant une polarité cellulaire, elles jouent 

également à l’uropode un rôle négatif en régulant l’activité de RhoA. La déficience en Rac dans des 

neutrophiles induit une diminution de l’activation de RhoA et un défaut de la phosphorylation de la 

chaine légère de la myosine, conduisant à un défaut de détachement cellulaire217. Quant à CDC42, elle 

médie les contractions d’actomyosine212, en modulant et contrôlant la distribution de WASP qui elle-

même contrôle le clustering de l’intégrine CD11b (permettant la stabilisation de l’uropode)218,219.  

Le rôle des protéines ERM (ezrine, radixine, moésine) est également important au niveau de 

l’uropode. Ces protéines vont s’accumuler au bout de l’uropode, et comme décrit précédemment, vont 

faire les ponts entre les filaments d’actines et les récepteurs de surface. Elles vont également interagir 

avec la flotilline-1 (protéine d’échafaudage) pour permettre le regroupement des radeaux lipidiques à 

l’uropode220,221. Il a été démontré qu’à l’uropode des neutrophiles, la protéine moesine inhibe la 

formation de protrusion, permettant le maintien de la polarisation cellulaire, en inhibant l’activation 

des GTPases Rac, Rho et CDC42222. 

 

c. Les crespes  
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Ce que je nommerai ici « crespes » (ou ruffles) correspond aux protrusions ondulées riche en 

microfilaments et en cortactine que l’on peut retrouver au niveau du lamellipode ou au niveau apical 

de la cellule. Décrite pour la première fois en 1958223, c’est une structure très mobile qui va former des 

structures ondulées non adhérentes. Les crespes périphériques vont s’assembler au niveau du front de 

migration puis se retracter224. Il existe un autre type de crespe qui est la crespe circulaire dorsale que 

l’on va retrouver en dehors de la zone du lamellipode et lamellum. Toutes deux sont des structures 

transitoires, qui ont des fonctions différentes : les structures en périphérie vont être associés à la 

motilité cellulaire alors que les crespes dorsales vont être importantes pour l’internalisation des 

récepteurs et la macropinocytose225. Ces crespes vont être régulées tout deux par le complexe Arp2/3, 

la dynamine 2 et la cortactin226 mais également par des Rho GTPase (RhoA227 et RhoG225/Rac1228 pour les 

crespes périphériques et dorsales respectivement). Des études effectuées sur les cellules HeLa229 ainsi 

que des lymphocytes T murins230 ont permis de décrire le rôle de la formine mDia1 dans la formation 

des crespes. 

 

d. Les filopodes 

 

Les filopodes sont des fines protrusions membranaires qui se forment à partir du lamellipode, 

et vont avoir une fonction de détecteur, ou sensing (détection des chimiokines par exemple)231,232. Ces 

protrusions, présentes dans plusieurs types cellulaires, sont formées grâce à des microfilaments 

assemblés de manière parallèle au front de migration. Les mécanismes d’initiation des filopodes sont 

cependant toujours à débat, où deux écoles prédominent233.  La première soutient un modèle 

d’élongation convergente, où les filopodes sont formés via la réorganisation du réseau d’actine sous 

membranaire et sous contrôle du complexe Arp2/3, de formines ou encore de la protéine Ena/VASP. 

La deuxième propose un modèle de formation par nucléation, où des nouveaux brins sont formés à 

partir d’un cluster de formines situé au niveau de la membrane plasmique. 

Une des protéines importantes des filopodes est la fascine234, importante pour la migration et 

le développement, et est corrélée avec les capacités invasives de plusieurs cellules tumorales dues à la 

surexpression de cette protéine chez ces dernières235. Il a été déterminé que la fascine à un rôle propre 

dans la formation des filopodes. En effet, en bloquant sa capacité de crosslink de l’actine par la mutation 

de la sérine S274A, la fascine perd sa fonction de bundling des filaments d’actine, mais est toujours 
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capable d’induire la formation de filopodes236. Les filopodes sont des protrusions souvent précurseurs 

à de nouvelles structures. Par exemple, les filopodes peuvent « maturer » en jonctions cellulaires, ou 

servent de précurseurs à la formation d’épines dendritiques237. Le complexe Arp2/3 a également été 

décrit comme régulateur de la formation et la dynamique des filopodes dans les cellules neuronales. 

 

e. Les podosomes et invadopodes 

 

Les podosomes sont des structures très importantes puisque ce sont des structures d’adhésion 

surtout observées dans les cellules immunitaires d’origine myéloïdes (cellules dendritiques, 

macrophages). Ce sont des protrusions riches en actine et enrichies en intégrines, crées pour former 

des points de connexion avec la matrice extracellulaire. Ces structures permettent la stabilisation du 

front de migration dans une direction donnée238,239. Les invadopodes sont des structures spécifiques 

aux cellules cancéreuses. Ce sont des protrusions avec une composition et une structure similaires aux 

podosomes cependant elles sont plus épaisses que les podosomes (environ 2µm de diamètre contre 

0,5µm de diamètre pour les podosomes). Les deux structures vont dégrader la matrice extracellulaire 

via des métalloprotéases. 

 Plusieurs études ont permis de montrer l’importance des protéines (N-)WASP, WIP et du 

complexe Arp2/3 dans leur formation et structure. En effet, le complexe Arp2/3 est enrichi au niveau 

des podosomes et la perte de WASP induit une absence de ces structures dans les macrophages et les 

cellules dendritiques. Plus particulièrement, nous savons que la protéine WIP joue un rôle 

particulièrement important. Elle va notamment permettre aux podosomes d’être enrichis en 

intégrines β2240 nécessaire à l’adhérence. Du fait de son rôle de chaperonne de la protéine WASP, WIP 

empêche la dégradation de WASP par la calpaïne, permettant ainsi un enrichissement de WASP dans 

les podosomes. L’étude de Chou et al a permis de mettre en lumière un second rôle de WIP dans la 

formation des podosomes79. En effet, des cellules dendritiques knockout pour WIP traitées avec un 

inhibiteur de calpaïne (permettant donc la présence de WASP dans le cytoplasme) n’est pas suffisant 

pour induire la formation des podosomes. Plus tard, il a pu être démontré que WIP devait se lier à la 

cortactine pour permettre la formation efficace des podosomes ainsi que la dégradation de la matrice 

extracellulaires par les métalloprotéases241. 
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f. Les protrusions dendritiques 

 

Je vais exposer dans cette section les protrusions que l’on appelle plus communément des « dendrites » 

dans deux types cellulaires : les neurones et les cellules dendritiques.  

 Les neurones peuvent former des protrusions membranaires composées d’organelles, 

nommées dendrites, grâce à l’action coordonnées des microtubules, les filaments neuronaux et des 

filament d’actine organisés de manière linéaire ou branché242. La plupart des protéines ABP citées 

précédemment sont d’ailleurs nécessaires à la formation des dendrites des neurones242. D’autres 

protéines telles que la protéine CRP1243 (protéine neuronale comportant une activité de bundling des 

filaments d’actine) ou les petites GTPase244 (Rac, Rho et CDC42) jouent un rôle primordiale. L’activité 

de l’actine la plus dynamique est cependant retrouvée au niveau des épines dendritiques, qui sont de 

très courtes protrusions à contact synaptique. Le complexe Arp2/3 en association avec N-WASP ou 

WAVE va générer des forces contre la membrane plasmique, mettant en valeur leur rôle dans la 

maturation des épines dendritiques245,246. 

On sait un peu moins de chose concernant la formation des « dendrites » formées dans les 

cellules dendritiques (DC - dont elles tirent leur nom). En effet, la maturation des cellules dendritiques 

leur confère une morphologie spécifique composée de pseudopodes et dendrites. Cette modification 

de morphologie est notamment due à l’augmentation de l’expression protéique de la fascine 1, 

améliorant la capacité de migration de ces cellules247,248. De manière intéressante, il a été décrit que la 

cofiline était différemment régulée dans les DCs matures249. Les DCs matures présentent un fort taux 

de cofiline déphosphorylée, et relocalisée au niveau de la membrane plasmique, où la dynamique de 

l’actine doit être importante pour permettre la formation des dendrites. Comme il l’a été évoqué 

précédemment, la cofiline à un double effet sur le turnover de l’actine. L’augmentation du nombre de 

brins due à son activité de severing des filaments signifie une augmentation du nombre de brins 

disponibles pour de nouveaux évènements de polymérisation. Cela corrèle avec l’augmentation du 

nombre de filaments d’actine sous membranaires dans les cellules dendritiques matures. Ces deux 

évènements (découpage des filaments et expression de la fascine) sembleraient donc être les deux 

évènements pionniers pour la formation des dendrites. 

 

g. Microvillosités 
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Les microvillosités (ou microvilli) sont des structures facilement reconnaissables puisque ce 

sont de courtes protrusions (avec une longueur autour de 0,5µm) regroupées de manière très dense 

mais uniformément250. On fait le plus souvent référence aux microvillosités présentes au pôle apical 

des cellules épithéliales de la lumière intestinale et rénale.  

Cependant ces protrusions peuvent être retrouvées dans d’autres types cellulaires où elles vont 

exercer d’autres fonctions. Dans les cellules épithéliales, les microvillosités vont entre autres, être 

importantes pour augmenter la surface d’absorption de nutriment. Dans les lymphocytes T cependant, 

elles vont permettre la ségrégation et présentation de certains récepteurs ou des molécules 

d’adhésion251–253. En effet, deux récepteurs importants pour l’adhésion pendant la phase de roulement, 

la L-sélectine251,254 et l’intégrine α4β7255, sont localisés au bout des microvillosités. En plus de cela, deux 

études ont pu démontrer que les microvillosités avaient la capacité de sécréter des vésicules256,257. 

Les microvillosités sont plus courtes aux niveau des lymphocytes T (autour de 0,1µm de long et 

de 70 à 160nm de diamètre253) et sont formées grâce aux microfilaments mais libre de tout organelle. 

Au contraire des microvillosités des cellules épithéliales qui ont une longueur stable, celles des 

lymphocytes T sont semblables structurellement aux filopodes, et vont être dynamiques et s’allonger 

ou se rétrécir en fonction de l’activité de polymérisation des brins d’actine258. 
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Les musicien·ne·s :  Les cellules immunitaires peuvent être vues comme des musicien·ne·s, jouant de diverses 
instruments (les protéines) pour exercer leurs fonctions. Illustration de Edouard Noisette©. Reproduction restreinte  
au manuscrit de thèse. 
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CHAPITRE 2 

 

Rôles élémentaires et spécialisés du cytosquelette 
d’actine dans les cellules immunitaires  

 

  

J’ai présenté dans le chapitre précédent les rôles moléculaires des principaux régulateurs 

du cytosquelette d’actine de manière globale. L’objectif du chapitre à venir sera d’intégrer 

ces différents régulateurs et structures dans le contexte du système immunitaire, et 

d’évoquer les liens qu’il existe entre ces régulations moléculaires et les fonctions cellulaires 

des leucocytes, comprenant des fonctions cellulaires fondamentales, partagées entre les 

cellules immunitaires, ainsi que des fonctions très spécialisées. 
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I) Le système immunitaire et ses fonctions   

 

Le système immunitaire se compose des leucocytes, (cellules identifiées par les prix Nobel Paul 

Ehrlich et Ilya Metchnikov et illustré dans la figure 6), et des différents tissus et organes les produisant 

et servant de support à leur maturation. 

 

Le système immunitaire se distingue par deux groupes de cellules : les cellules du système 

immunitaire innée et adaptatif. Les cellules du système immunitaire inné vont reconnaitre des motifs 

communs (PAMP pour Pathogen-Associated Molecular Pattern) et des motifs de danger (DAMP pour 

Dammages-Associated Molecular Pattern) via leurs récepteurs PRR (Pattern-Recognition Receptor). Les 

cellules du système immunitaire adaptatif vont quant à elles être spécifiques d’un antigène donné. 

L’activation des cellules de l’immunité innée par leur récèpteurs PRR va permettre l’activation de leurs 

fonctions notamment la production de particules antivirales (réponse interféron), de molécules 

antibactériennes (défensines par exemple) ou encore la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire (IL-

1α, TNF-α ou encore l’IL-6). Cela va également permettre d’activer le système immunitaire adaptatif 

via l’action des cellules dendritiques, qui après activation, vont migrer jusqu’à l’organe lymphoïde 

secondaire le plus proche afin d’activer les lymphocytes T. 

 

Parmi les cellules de l’immunité innée, on va retrouver des cellules résidentes (mastocytes, 

cellules dendritiques, macrophages) et des cellules circulantes (neutrophiles, monocytes, éosinophiles, 

basophiles, cellules NK). Le système immunitaire adaptatif lui va comporter les lymphocytes T et les 

lymphocytes B. Il existe cependant des cellules à l’interface du système immunitaire innée et adaptatif 

(cellules lymphoïdes innées – ILC – ou les lymphocytes Tγδ) que je ne détaillerai pas dans cette thèse. 

Au cours de la réponse inflammatoire induite par l’arrivée d’un pathogène, différentes mécaniques 

vont être mis en place par toutes les cellules précédemment citées pour contrôler l’infection et 

permettre un retour à l’état basal.  
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Figure 6. Les différents leucocytes 

 

Les fonctions mises en place sont diverses et certaines sont dépendantes du cytosquelette, ou 

a minima fortement soutenus par le cytosquelette d’actine. Les régulateurs d’actine vont donc jouer des 

rôles prépondérants et spécifiques pour permettre la mise en place de ces fonctions immunitaires.  

 

1. La division cellulaire et la cytodiérèse 

 

a. Les étapes de la division cellulaire 

 

Une des conséquences de l’activation du système immunitaire lors d’une infection va être 

l’induction de la prolifération, notamment des lymphocytes. En effet, lorsque la cellule dendritique va 

migrer jusqu’à l’organe lymphoïde secondaire pour interagir avec un lymphocyte T naïf, ce dernier va 

s’activer en réponse à son antigène. Va ensuite démarrer une phase de prolifération, qui est IL-7 

dépendant259. Il est évident alors de penser que les microfilaments et certains régulateurs vont être 

nécessaire pour cette étape de prolifération, ou division cellulaire. Le cycle cellulaire est un processus 
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long, complexe et totalement dépendant du cytosquelette qui a été étudié consciencieusement. C’est 

pour cela que je ne donnerai ici que les grandes lignes concernant les étapes de la division cellulaire qui 

seront plus détaillée dans la figure 7. 

Le cycle cellulaire comprend différentes phases : la phase de division (la mitose ou phase M) et 

l’interphase. L’interphase est elle-même composée de différentes sous-phases : la phase G1 où la cellule 

va grossir, la phase S où l’ADN va se répliquer et la phase G2 qui prépare la cellule à entrer en mitose. 

Lorsque la cellule ne prolifère pas, elle est dans un stade de repos qui est la phase G0.  La mitose quant 

à elle, est composée de plusieurs étapes : la prophase, la prométaphase, la métaphase, l’anaphase et la 

télophase. Tout au long de ce cycle, une multitude de protéines régulatrices du cytosquelette d’actine 

vont agir : les protéines liant l’actine, les Rho GTPases ainsi que les protéines régulatrices et effectrices 

de ces GTPases (voir figure 7).  

 

b. L’anneau contractile 

 

Cependant, parmi toutes les étapes de la mitose, la cytodiérèse est l’étape où les microfilaments 

et les protéines régulatrices ont le premier rôle. Le but de la cytodiérèse est d’obtenir deux cellules filles, 

au patrimoine génétique complet et identique260. 

La cytodiérèse démarre par l’invagination des membranes entre les deux aires 

chromosomiques pour créer un sillon de séparation. Ce sillon va continuer de se rétrécir jusqu’à 

induire la fusion membranaire et la formation des deux cellules filles. Une structure d’actine 

particulière va se former, que l’on nomme anneau contractile, composé d’actomyosine et va générer 

des forces permettant cette rétractation des membranes. Cette structure contractile est transitoire, et 

nécessite d’être assemblé puis désassemblé pour chaque cycle de division.  
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Figure 7. Rôle des régulateurs du cytosquelette d'actine dans le cycle cellulaire. Inspiré de Heng et al260. 

 

Plusieurs revues ont regroupé les différentes étapes cellulaires conduisant à l’initiation du 

sillon puis anneau de contraction260–262. Pour résumer, ces étapes requièrent tout d’abord une 

signalisation via RhoA au niveau du site de division, qui va se situer entre le cortex cellulaire et le fuseau 

anaphasique. L’activation de RhoA va permettre le recrutement de formines, induire un 

enrichissement de certains lipides membranaires spécifiques (en induisant l’hydrolyse de PIP2 par 

exemple) mais également recruter les complexes d’actomyosine, les microtubules ou encore les 

septines. L’anniline, protéine d’échafaudage, va avoir un rôle prépondérant dans la formation du 

sillon, notamment en étant la protéine interactrice entre la membrane plasmique et les différents 

complexes du cytosquelette. L’anniline permet le recrutement de la formine DIAPH3 au niveau du 

sillon de séparation, qui va polymériser des microfilaments non branchés263. Plus précisément, 

l’activation de DIAPH3 nécessite sa liaison à RhoA et l’anniline potentialise l’interaction avec RhoA 

permettant une activation complète de DIAPH3, améliorant ainsi l’activité de nucléation de la formine.  

Les mécanismes induisant la formation du ring d’actine dans les cellules d’organisme 

supérieur ne sont cependant toujours pas connus. Chez la levure, la formation de l’anneau contractile 

est lui-même un processus controversée, où trois modèles sont envisagés264.  Dans les cellules 
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métazoaires, le modèle le plus probable de division cellulaires serait le modèle SCPR (search capture pull 

and release). Ce modèle propose que l’anneau contractile résulte du rassemblement des « nœuds de 

cytodiérèse » (cytokisesis nodes) dispersés dans la cellule, par l’intermédiaire des filaments d’actine et de 

la myosine II.  

 

c. La division asymétrique 

 

La division asymétrique se définit par la génération de deux cellules filles au destin différent, 

et qui possèdent des caractéristiques différentes (taille de la cellule, morphologie, expression génique 

ou leurs composants cellulaires)265. C’est le cas des lymphocytes B266. En effet, l’étude de Farina et al a 

démontré qu’il y avait une augmentation de polymérisation des filaments d’actine pendant l’interphase 

qui est médiée par les protéines WASH et le complexe Arp2/3267. Cette accumulation induit en anaphase 

une régulation par l’actine da la densité des microtubules centrosomaux267.  

 

2. La migration, ou l’art de l’exode cellulaire 

 

Une des fonctions les plus spécifique des cellules immunitaires est leur capacité à migrer entre 

les différents tissus. La migration cellulaire permet le développement des lymphocytes T (migration 

des précurseurs dans le thymus), l’activation des lymphocytes (migration entre les organes lymphoïdes 

secondaires à la recherche de leur antigène) ou encore permet l’immuno- surveillance des tissus par les 

cellules de l’immunité innée. Cette migration des globules blancs (que l’on pourrait assimiler à un 

exode), nécessite une dynamique d’actine importante après l’intégration du signal de migration. En 

réponse à des chimio attractants, les cellules vont modifier leur morphologie afin de migrer en 

direction de ce chimio attractant. Pour cela, la cellule va adopter une morphologie dite polarisée et 

plusieurs structures cellulaires vont pouvoir être observées : formation d’un lamellipodium, uropode 

et formations de protrusions en fonction du stimulus. Ces formes de protrusions ont déjà été décrite 

dans le chapitre précédent, mais il est intéressant de définir plus précisément comment les cellules 

intègre et régule les signaux de migration.  

 

a. La notion de chimiotactisme 
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Le chimiotactisme est un évènement de migration vital pour différents processus biologiques 

tels que le recrutement des leucocytes sur les sites infectieux, l’induction de l’inflammation ou sa 

réparation ou encore la migration des lymphocytes à travers l’organisme. Le chimiotactisme est initié 

par la liaison de petites molécules, nommées chimiokines, sur des récepteurs couplés à des protéines 

G (GPCRs). Cette transmission du signal va avoir pour conséquence une activation de plusieurs voies 

de signalisation induisant la migration cellulaire, mais également la production de cytokines, la 

dégranulation, l’adhésion, la prolifération et la survie cellulaire268. Outre la complexité en termes de 

diversité de chimiokines et des récepteurs aux chimiokines, se rajoute une complexité d’association 

chimiokine/récepteurs : en effet, une chimiokine donnée peut se fixer sur différents récepteurs, et un 

récepteur donné peut fixer plusieurs chimiokines différentes. Dans ces deux situations, des voies de 

signalisation différentes seront activées. 

L’ensemble des voies de signalisation chimiokinique possèdent un schéma commun (revue  par 

D. Legler269). Le récepteur chimiokinique pour être fonctionnel doit être associées à une protéine G 

hétérotrimérique, qui va transmettre le signal d’activation. L’activation du récepteur à la chimiokine 

induit un échange de GTP/GDP de la protéine G, conduisant au relargage des sous-unités β et γ. Ces 

sous unités vont à leur tour activer les protéines PLC (qui va alors produire de l’IP3 et du diacylglycérol 

– DAG) et PI3K (qui va générer trois phosphoinositides permettant le recrutement à la membrane de 

protéines possédant un domaine d’homologie a la pleckstrine, comme AKT270. Bien que les modules de 

signalisation soient comparables, chaque couple chimiokine/récepteur induit une signalisation 

spécifique.  

Il n’est pas question ici de décrire toutes les voies de signalisation des chimiokines. Cependant, 

depuis quelques années se pose la question de comment s’organise les récepteurs aux chimiokines à la 

surface des cellules. Le nano clustering des récepteurs est essentiel pour la transmission des signaux en 

réponse à un stimulus extracellulaire. Les GPCRs, et donc les récepteurs aux chimiokines, sont 

également capable de se regrouper en nano clusters pour induire une signalisation. Ce micro clustering 

est permis grâce aux protéines transmembranaires, à la composition lipidique de la membrane mais 

également grâce au cytosquelette d’actine, qui va influer le positionnement des molécules de 

signalisation en microdomaines271,272. De manière intéressante, il a été démontré que l’actine corticale 

dans les lymphocytes T était déterminante dans le clustering et l’organisation spatiotemporelle des 
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récepteurs CXCR4 en réponse à CXCL12273. En effet, le traitement avec la latrunculine A de lymphocytes 

T bloque le nano clustering de CXCR4 et induit même sa diffusion au niveau de la membrane plasmique. 

La taille des nano clusters joue un rôle sur la signalisation mais aussi la capacité migratoire des 

lymphocytes T. En effet, bloquer la capacité de clustering de CXCR4 induit une diminution du flux 

calcique et un défaut de migration273.  

 

b. Migration de masse des leucocytes : “how to avoid traffic jams” 

 

Les neutrophiles représentent la plus grande proportion leucocytaire dans le sang (70%) et sont 

les premières cellules recrutées lors d’une infection ou blessure. Ces cellules migrent en masse, sans 

cependant créer de « bouchon » cellulaire dans les différents tissus ou capillarités. Ceci est permis 

grâce à un mécanisme de migration altérative et non aléatoire. L’équipe de Irimia a pu démontrer 

qu’un neutrophile arrivant à une bifurcation (modélisé in vitro ou in vivo dans un tissu) va choisir une 

direction donnée, tandis que le neutrophile suivant choisira l’autre voie disponible pour arriver au site 

d’infection274. Cette alternation entre deux voies de migration possible est notamment due à une 

perturbation du gradient de migration après leur passage, nécessaire à la motilité directionnelle du 

neutrophile. L’utilisation du modèle de bifurcation in vitro a permis de décrire qu’en plus de la 

perturbation du gradient s’ajoute une augmentation de la résistance hydraulique lors du passage du 

neutrophile. Le neutrophile suivant aura alors tendance à suivre une voie où la pression hydraulique 

est moindre275. Une telle exploration n’a pas été étudiée dans le cas de la migration des autres 

leucocytes, mais nous pouvons présupposer qu’un mécanisme similaire puisse être utilisé par les 

lymphocytes, qui après prolifération, vont également migrer en masse vers le site infectieux. 

Les chimiokines sécrétées permettent le recrutement des leucocytes sur le site infectieux. Un 

fait remarquable est la capacité des lymphocytes à migrer de manière collective. Cette migration 

collective a tout d’abord été étudié dans le but d’expliquer la capacité invasive de LT et LB tumoraux276. 

L’étude de Malet-Engra et al de notre laboratoire a permis de décrire les caractéristiques migratoires 

des cellules organisées en cluster vs individuelle. La migration de cellules tumorales seules nécessite 

une forte concentration de chimiokine (~100ng/mL) pour pouvoir induire leur migration, et une trop 

forte concentration de chimiokine induit ce que l'on appelle une chimio répulsion (migration dans le 

sens opposée à la chimiokine). L'avantage de la formation d’un cluster de cellule est l’induction de la 
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migration en réponse à des doses chimiokiniques proche des conditions physiologique (~25ng/mL) et 

d’éviter la chimio répulsion. Cette capacité peut notamment être apprécié lors de l’approche du site 

infectieux, où la concentration en chimiokine est élevée.  

Les lymphocytes vont par ailleurs alterner entre migration individuelle et migration 

collective277. Cette alternance est le reflet d’une adaptation des cellules aux matrices extracellulaire 

auxquelles elles sont exposées. En effet, l’étude de Rey-Barroso et al de notre laboratoire a caractérisé 

les préférences migratoires des lymphocytes B en présence de différentes composant de matrices. 

Ainsi, les lymphocytes B vont préférentiellement migrer de manière individuelle en présence de 

fibronectine, et de manière collective en réponse au collagène. L’utilisation d’inhibiteur tels que CK869 

(inhibiteur de ARP2/3) et Y27 (inhibiteur de ROCK1) ont mis en lumière le rôle du réseau d’actine et des 

complexes d’actomyosine dans le contrôle de la balance entre migration individuelle et collective. En 

effet, ARP2/3 se révèle être essentiel à la stabilité des interactions cellules-cellules et le maintien des 

protrusions cellulaires. Le complexe actomyosine (activé par ROCK1) est lui important pour la 

stabilisation des interaction cellules-matrice. 

 

 

 

 

 

 

c. La diapédèse  

 

Lorsque les leucocytes doivent migrer vers le site infectieux, ils se doivent de passer différentes 

barrières tissulaires, et notamment passer à travers les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. 

Ce mécanisme, nommé migration transendothéliale, s’effectue en plusieurs étapes : le roulement, 

l’adhésion des leucocytes à l’endothélium, l’étalement et l’activation des leucocytes et enfin la 

transmigration (ou diapédèse)278. Le rôle du cytosquelette d’actine va donc être primordial pour la 

diapédèse, en permettant la formation de podosomes côté leucocytes, mais également le 

désassemblage des jonctions adhérentes côté cellules endothéliales. 
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Lorsqu’un leucocyte va se fixer sur les cellules endothéliales via ses intégrines (interaction 

LFA1-ICAM1 par exemple), cela va induire différentes cascades de signalisation dans les cellules 

endothéliales. En effet, le regroupement en cluster des molécules ICAM1 va permettre d’augmentation 

la liaison des leucocytes à, l’endothélium279. Ce regroupement en microdomaines va activer la protéine 

Rac qui, via l’activation de la NADPH oxydase, va induire la production de ROS280. Ces ROS vont 

induire plusieurs modifications dans les cellules endothéliales, et notamment induire un flux 

calcique281. L’augmentation de Ca2+ intracellulaire active la calmoduline et certaines kinases (c-Src et 

PYK2) qui vont phosphoryler les molécules de VE-cadhérines et ses protéines adaptatrices 

(caténines)282. Ces évènements de phosphorylation perturbe l’interaction du réseau d’actine avec les 

VE-cadhérines et déstabilise les jonctions adjacentes, facilitant la migration paracellulaire des 

leucocytes280,283. 

 Les leucocytes vont de leur côté former des filopodes, jusqu’à former un pseudopode282. Ce 

pseudopode est maintenu grâce à des GTPases (RAC1/2 et CDC42284) et est enrichis en récepteurs aux 

chimiokines mais également en intégrines (LFA1 et Mac-1285) pour permettre respectivement la 

migration vers les chimiokines et l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales, permettant 

l’activation des voies de signalisation précédemment citées. 

 

 

 

3. L’autophagie 

 

a. Généralité et contexte physiologique 

 

L’autophagie est, en situation physiologique, un processus de protection et de recyclage qui est 

impliqué dans la dégradation des protéines et organelles anormales, endommagées ou non nécessaires 

ainsi que des pathogènes intracellulaires286. En plus de cette activité de recyclage, l’autophagie est 

importante pour la senescence cellulaire ou encore la présentation de l’antigène dans les cellules 

immunitaires286. La dérégulation du processus d’autophagie est reliée à l’apparition de cancer (comme 

les carcinomes), de neurodégénérescence ou encore d’infections287. L’autophagie est une succession de 

différentes étapes : la formation des phagophores (structures membranaires qui vont subir des 
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évènements d’élongation pour fusionner de part et d’autre pour former une vésicule), la formation des 

autophagosomes (résultat de l’élongation du phagophore), leur fusion avec les lysosomes créant ainsi 

les autophagolysosomes. Il a été découvert l’implication de différentes protéines dans des étapes 

spécifiques de la formation de ces vésicules diverses et sont donc dénommées comme des marqueurs 

de l’autophagie. Les plus connues sont les protéines Beclin-1, ATG14 ou encore LC3286.  

 

b. Rôle des régulateurs d’actine dans l’autophagie 

 

Au cours des dernières décennies, plusieurs études ont pu démontrer le rôle des 

microfilaments dans les différents processus de l’autophagie. Si la première étude a pointé le lien entre 

microfilaments et formation des autophagosomes par le biais de traitement à la cytochalasine B et D288, 

différents groupes ont pu par la suite déterminer le rôle précis de certaines NPFs et GTPases dans le 

processus d’autophagie. Il a d’ailleurs été démontré que le turnover de l’actine était tout aussi important 

pour les évènements précoces (formation des phagophores) que pour les évènements tardifs 

(maturation des autophagosomes)289,290. 

En ce qui concerne les NPFs, les protéines de la famille WASP, à savoir WHAMM, JMY et 

WASH, sont les NPFs les plus décrites comme étant importantes dans l’autophagie291,292. JMY agit sur 

les évènements précoces de l’autophagie et va promouvoir la formation des phagophores292. Via son 

domaine LIR (nommée d’après son interaction avec LC3 – LC3-interacting region), JYM va interagir avec 

la protéine LC3 et va induire la nucléation et la polymérisation des microfilaments au niveau des 

membranes des phagophores291,293,294. Cette activité est également régulée par la protéine p300. 

WHAMM va avoir une action sur le nombre d’autophagosomes produits et leur mobilité. En 

outre, les vésicules endocytiques sont associées à une structure d’actine spécifique, appelé queue de 

comète (actin comet tail structure) permettant la motilité des vésicules295,296. La protéine WHAMM se 

localise au niveau du réticulum endoplasmique et des autophagosomes et peut induire la formation de 

ces comètes d’actine, via l’activation du complexe Arp2/3297,298. Bien que l’on retrouve au niveau de ces 

structures la protéine WHAMM ainsi que des marqueurs d’autophagie comme DFCP1 ou LC3, 

l’absence de WHAMM n’impacte pas la formation de ces comètes (potentiellement formées grâce à 

JMY, ou une autre protéine NPFs). Cependant, elle a un impact majeur sur leur nombre, puisque 
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l’augmentation protéine de WHAMM induit une augmentation de ces comètes d’actine et par la suite, 

la formation des autophagosomes. 

Le rôle du complexe WASH est un peu plus controversé. D’un côté, il a été démontré que WASH 

avait un rôle de régulateur négatif sur le processus d’autophagie, notamment en bloquant 

l’ubiquitination de la protéine beclin-1 par la protéine AMBRA1, nécessaire à l’induction de 

l’autophagie299. Cette inhibition s’effectue notamment par le recrutement de la protéine RNF2 qui 

induit l’ubiquitination de la protéine AMBRA1 et donc sa dégradation300. D’un autre côté, la diminution 

de l’expression protéique des WASH (via l’utilisation de siRNA) induit une diminution du nombre 

d’autophagosomes, alors que l’on s’attendait à avoir une augmentation de l’activité d’autophagie, ce 

qui pointerait un rôle de régulateur positif du complexe WASH301. 

 

J’ai décrit brièvement dans le chapitre précédent le rôle des GTPases dans la régulation des 

différentes protéines interactrices de l’actine. Certaines GTPase vont avoir une action de régulation 

négative sur l’autophagie (Rac3 et Rac1) ou au contraire positive (RalB302–304 et RhoA286). La protéine RalB 

est une GTPase monomérique, activée par RalGEFs. Une étude récente a démontré la forte présence 

de RalB et son activateur RGL2 dans les endosomes, et dans une moindre mesure, dans les 

autophagosomes302. La protéine RhoA est importante notamment pour la formation des 

autophagosomes289, de même que sa protéine effectrice ROCK1 qui se lie et phosphoryle Beclin-1. 

L’absence de la protéine ROCK ou son inactivité inhibe la formation des autophagosomes, la 

phosphorylation de la Beclin-1 serait alors un élément prépondérant dans la formation de ces 

vésicules305. 

 

c. Le rôle de l’autophagie dans les cellules immunitaires 

 

Comme j’ai pu l’indiquer en début de section, le processus d’autophagie est important pour la 

réponse immunitaire innée et adaptative. Il va permettre la dégradation des bactéries (Toxoplasma 

gondii ou Mycobacterium tuberculosis), les virus (HSV-1) ou encore des champignons (Cryptococcus 

neoformans)306. La présentation de l’antigène aux lymphocytes T par les cellules dendritiques est un 

processus qui requière l’intervention des autophagosomes. En effet, l’absence de la protéine murine 

Atg5 (marqueur de l’autophagie) induit un défaut d’activation des lymphocytes T CD4+, notamment 
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due à un défaut de fusion des phagosomes avec les lysosomes, empêchant la dégradation peptidique 

et la présentation de l’antigène sur le CMH de classe II307,308. 

Cependant, peu d’études ont exploré le rôle des microfilaments ou des régulateurs d’actine 

dans ces fonctions spécifiques d’utilisation de l’autophagie dans les cellules immunitaires. 

 

II) Le système immunitaire innée 

 

1. Phagocytose  

 

L’élimination des substances ou organismes étrangers est permise notamment par l’activité 

phagocytique de certains leucocytes, comme les neutrophiles, les cellules dendritiques matures ou 

encore les macrophages. La phagocytose est le processus qui permet de présenter les antigènes, et donc 

ainsi initier l’activation du système immunitaire adaptatif. Il existe deux types de phagocytose : la 

phagocytose directe et indirecte. La phagocytose directe, nommée également phagocytose non-

opsonique, est induite par l’engagement des récepteurs mannose ou scavenger. La phagocytose 

indirecte, ou opsonique, est quant à elle induite par l’engagement des récepteurs de PRR solubles 

(comme les collectines, les pentaxines ou les récepteurs Fc - FcRs) ou encore par les récepteurs du 

complément (par exemple CR3). 

La phagocytose induit un changement morphologique de la cellule par l’émission de 

pseudopodes. Ces pseudopodes impliquent la formation de nouveau filaments permettant l’émission 

de protrusions et sont donc dépendant du cytosquelette d’actine. Il existe cependant une multitude de 

récepteurs et de ligands induisant la phagocytose et activant des voies de signalisation distinctes, 

ajoutant un niveau de complexité à l’étude du mécanisme de phagocytose. Pour comparer les deux 

phagocytoses opsoniques les plus étudiées, la phagocytose via l’engagement du FcγR et la phagocytose 

via l’engagement du CR3 vont induire différentes voies de signalisation ainsi que différents régulateurs 

du cytosquelette d’actine. Cette complexité est soulignée également par l’activation et inactivation de 

certaines protéines, comme la protéine Rac1, qui est impliquée dans plusieurs étapes du processus de 

phagocytose et dont la régulation fine est nécessaire pour le bon déroulement de l’évènement309. 

Il sera question ici de décrire plus précisément les étapes dirigeant la phagocytose par 

formation des pseudopodes après activation du récepteur FcγR. C’est en effet le modèle qui est le plus 
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étudié et connu à ce jour. Il existe plusieurs étapes à la formation des pseudopodes impliqués quand la 

phagocytose (figure 8). L’ensemble de ces étapes impliquent le cytosquelette d’actine et ses régulateurs, 

puisque le traitement de macrophages avec des drogues affectant la dynamique du cytosquelette induit 

des défauts de phagocytose310. 

Le processus débute en la formation d’une coupe, processus initié par le regroupement en 

clusters des récepteurs FcγR. Cette coupe phagocytique est le résultat de l’assemblage de structures 

riches en actine, permis notamment par les protéines WASP et ARP2/3. D’autre protéines, telles que 

les formines Dia et IQGAP1 sont impliquées dans l’initiation de la coupe phagocytique311. Les 

pseudopodes vont s’étendre de manière à entourer la cible, puis les membranes plasmiques de ces 

pseudopodes vont fusionner, permettant ainsi la formation d’une vésicule, le phagosome. 

En ce qui concerne l’extension des pseudopodes, l’état actuel des connaissances démontre que 

des forces mécaniques sont nécessaires et essentielles pour la formation des phagosomes. Les tensions 

corticale et membranaire sont deux forces qui vont augmenter pour permettre la bonne extension des 

pseudopodes312,313. Ceci est particulièrement vérifié dans le cas d’ingestion de grosses particules 

étrangères, qui nécessite l’ajout de portion membranaire par exocytose et augmente ces tensions à 

mesure que l’aire de surface l’agrandis. Cela va notamment être permis grâce à la force contractile du 

complexe actomyosine314. L’actine et la myosine II sont en effet indispensables à l’extension du 

pseudopode puisque l’inhibition de la myosine II permet toujours la formation de la coupe 

phagocytique mais celle-ci est incapable de d’étendre pour entourer la particule à éliminer. La 

dépolymérisation de l’actine est également un évènement important au bon processus de phagocytose. 

En effet, Scott et al ont démontré que la dépolymérisation de l’actine sous la coupe phagocytique, médié 

par l’hydrolyse de PI(4,5)P2, médie les évènements tardifs de la phagocytose315. 

La fermeture de la coupe phagocytique est basée sur l’étude de l’équipe de Silverstein qui 

proposait un modèle de fermeture en zip autour de la cible316. Si les mécanismes précoces induisant la 

polymérisation de l’actine lors de la formation de la coupe phagocytique sont plutôt bien décrits, 

l’implication des régulateurs d’actine dans l’extension des pseudopodes, le maintiens des forces et la 

fusion membranaire restent toutefois plus floue. Deux myosines sont cependant importantes pour 

l’extension et la fusion des membranes : la myosine 1e et 1f310. En effet, la double absence de ces 

protéines est délétère pour la fermeture de la coupe phagocytique, notamment en induisant une 

accumulation désorganisée de clusters d’actine au niveau de la coupe phagocytique. D’autre protéines 
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candidates comme la dynamine 2 ou d’autre myosine de classe I sont actuellement en étude concernant 

leur rôle dans la fusion membranaire permettant la fermeture du phagosome317. 

Il est important de souligner que le mécanisme de phagocytose par formation de pseudopodes 

n’implique pas les même régulateurs d’actine en fonction des récepteurs de surface engagés318. En 

effet, les différents récepteurs vont induire une signalisation qui leur est spécifiques, et par cela 

permettre l’activation de certains régulateurs d’actines plutôt que d’autres. Nous pourrons citer par 

exemple la vinculine et la paxilline qui sont deux protéines recrutées au niveau du phagosome lors de 

sa formation après activation des récepteurs FcR ou CR3 mais pas du récepteur mannose. De manière 

générale, nous pouvons conclure que la formation de protrusions de type pseudopodes est un 

évènement spécifique à la phagocytose, bien que les mécanismes de formation des pseudopodes, ou 

de la phagocytose elle-même, peuvent différer selon la voie de signalisation activée317. C’est le cas de la 

phagocytose médiée par le récepteur CR3 (ou αMβ2) qui combine la formation de fins pseudopodes 

avec l’affaissement de la particule cible dans le corps cellulaire. 
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Figure 8. Les différentes étapes de la phagocytose. Schéma provenant de la revue de Rougerie et al319. 

 

 

 

 

 

2. Neutrophiles et formation des NETs 

 

a. Mécanismes d’activation  
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Les neutrophiles possèdent différentes fonctions pour combattre les pathogènes. Cela inclus 

la capacité de phagocytose (décrite précédemment), la production d’espèce réactives de l’oxygène 

(ROS), la dégranulation ou encore la formation de piège extracellulaire (ou Extracellular Traps - ETs) 

que sont les NETs (Neutrophil Extracellular Traps), processus que l’on appelle la NETose320. Il est 

important de souligner que d’autres cellules, comme les mastocytes, les éosinophiles, les macrophages 

et les monocytes peuvent également former ces pièges extracellulaires321. Je me concentrerai cependant 

sur les neutrophiles dans cette partie pour plus de facilité. 

Ces NETs sont composés donc de chromatine décondensée ainsi que des protéines granulaires 

et cytoplasmiques (comme la neutrophile elastase, la cathepsine G ou encore la myélopéroxydase)322. 

La NETose est un programme de mort cellulaire distinct de l’apoptose ou de la nécrose. Ces deux 

dernières formes de mort cellulaire sont les plus courantes chez les neutrophiles. L’apoptose est induite 

via l’activation des caspases 3/7, elles même pouvant être activées par deux mécanismes différents 

(relargage du cytochrome c mitochondrial après exposition aux UV, ou activation de la voie Fas-

ligand/TNF-α). La nécrose est une mort cellulaire non contrôlée, souvent induite par des stress tels que 

le choc osmotique ou la chaleur, bien qu’il ait été reporté une induction de la nécrose par activation des 

PAMP bactériens via les protéines ROPK1 et RIPK3 (mort cellulaire nommée nécroptose). 

La NETose a été découverte en 1996 dans les neutrophiles323 puis décrite plus précisément en 

2004322, notamment par l’observation D’ADN dans ces pièges. Ce processus implique un burst oxydatif 

médiée par la NADPH oxydase 2 (Nox2), la désintégration de l’enveloppe nucléaire ce qui induit la 

formation massive de vacuoles et une décondensation de la chromatine pouvant conduire à la 

formation de NETs324. C’est un processus également associé à l’autophagie : en effet, le traitement de 

neutrophiles humains avec la wortmannine (inhibiteur de PI3K et donc de l’autophagie) n’influence pas 

la production de ROS, cependant la décondensation de l’ADN est bloquée, condition essentielle pour 

la formation de NETs324.  

b. Le turnover de l’actine comme acteur majeur de la NETose 

 

L’activation de la NETose, et subséquemment la formation des NETs, est régulée par le 

cytosquelette. En effet, le traitement de neutrophiles avec la cytochalasine D (inhibiteur de la 

polymérisation de l’actine), le nocodazole (inhibiteur de la polymérisation des microtubules) ou encore 
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la blebbistatine (inhibiteur de la myosine II) abroge le relargage d’ADN extracellulaire stimulée avec 

fMLP (stimulation de formation des NETs)325.  

Neubert et al on décrit plusieurs stades de la NETose : la phase 1 où la structure du noyau est 

toujours intacte, la phase 2 où s’effectue une expansion de la chromatine jusqu’à la membrane 

nucléaire, et enfin la phase 3 où il y a disruption de la membrane nucléaire et relargage des NETs326. Le 

traitement avec différentes drogues perturbant le turn over de l’actine (cytochalasine D, latrunculine A 

ou encore jasplakinolide) a montré que la dynamique du cytosquelette d’actine était importante dès la 

phase d’activation (phase 1), avec un effet plus prononcé pour le traitement au jasplakinolide qui aboli 

totalement de décondensation du noyau. En explorant plus précisément le mécanisme reliant l’actine 

au processus de NETose, l’importance des kinase ROCK1/2 a été mise en lumière, puisque le traitement 

Y-27632 (inhibiteur des ROCK1/2) induit également une très forte réduction de la décondensation du 

noyau. L’équipe de Papayannopoulos a également souligné le rôle prépondérant de la neutrophile 

élastase (NE), une sérine protéase qui subit une translocation des granules au noyau pour promouvoir 

la décondensation de la chromatine327. La protéine NE est séquestrée dans un réseau d’actine lorsque 

le neutrophile n’est pas activé. C’est la dépolymérisation de l’actine qui va permettre le relargage de la 

protéine NE dans le cytoplasme, lui permettant ainsi de se transloquer dans le noyau et agir sur la 

décondensation de la chromatine328. 

Ces études ont donc démontré que le processus de NETose nécessitait une dynamique du 

cytosquelette d’actine complète dès la phase de stimulation des neutrophiles, pour pouvoir s’engager 

dans les phases suivantes et ainsi relarguer les NETs. 

 

 

 

3. Activation des inflammasomes 

 

L’inflammation résulte des mécanismes d’alerte mis en place par l’organisme lorsqu’il 

reconnait des substances qui lui sont étrangères. Il existe trois phases de l’inflammation : la phase 

d’initiation (nommée aussi phase vasculaire), la phrase d’amplification (ou phase cellulaire) et enfin la 

phase de résolution permettant la restauration de l’intégrité tissulaire. La phase d’initiation va débuter 

par l’activation des cellules immunitaires résidentes, tels que les cellules dendritiques ou les 
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macrophages. Les macrophages, en plus de leur activité de phagocytose décrite précédemment, vont 

sécréter des cytokines pro-inflammatoires, qui seront perçues comme des signaux d’alerte. Les 

cytokines pro-inflammatoires comprennent entre autre le TNF-α, l’IL-6 et les cytokines de la famille 

de l’IL-1 (IL-18, IL-1α, IL-1β et IL-1RA). Je vais particulièrement m’intéresser à la régulation de ces 

dernières. Les cytokines de la famille de l’IL-1 ont la particularité d’exister sous forme de précurseur 

(pro-cytokine) qui seront par la suite clivés par des enzymes de type caspase (comme la caspase 1). Ce 

clivage va être permis grâce à l’activation de complexe nommés « inflammasomes ».  

 

a.  Les inflammasomes : complexe protéique oligomérique 

 

La grande majorité des inflammasomes sont des complexes composés de plusieurs protéines 

dont un senseur, une protéine adaptatrice (protéine ASC) et la pro-caspase-1329. Les senseurs sont les 

protéines qui vont être capable d’assembler le complexe inflammasome, et vont être activés par des 

PAMPs et DAMPs. Il existe à ce jour 6 protéines capables d’assembler le complexe inflammasome : les 

nucleoide-binding domain-like receptors (NLRs : NLRP3 NLRP1 NLRC4 NLRP6), absent in melanoma 2-like 

receptor (ALR : AIM2) et pyrine. Ces senseurs vont être activés par différents ligands qui leur sont 

spécifique (voir figure 9).  
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Figure 9. Les différents inflammasomes. Schéma tiré de la revue de Sharma et Kanneganti329. 

 

Après l’activation des protéines senseurs, ces derniers vont nucléer la protéine ASC (apoptosis-associated 

speck-like protein) pour former un grain protéique, ou speck, permettant subséquemment le recrutement 

de la procaspase 1. D’après les observations, il semble qu’un seul speck ASC puisse être formé par 

cellule. La pro-caspase-1, une fois recrutée, va alors s’auto-activer par clivage en un hétérodimère actif, 

composé des sous unités p10 et p20. La caspase-1 alors active et fonctionnelle va à son tour cliver les 

cytokines pro-IL1β et pro-IL-18. Par ailleurs, la formation de l’inflammasome va induire la pyroptose, 

une forme spécifique de mort cellulaire inflammatoire. Un fait intéressant est qu’après à mort 

cellulaire, les speck ASC s’accumulent dans la lumière extracellulaire et peuvent agir comme activateur 

sur d’autres cellules330. Ces dernières peuvent en effet phagocyter ces specks, induisant l’activation de 

la caspase 1 et da maturation de l’IL-1β. 

Cependant, alors que l’on connait de nombreuses voies d’activation des inflammasomes, les 

voies de régulation négatives sont quant à elles beaucoup moins connues.   

b. L’actine : régulateur des inflammasomes ? 
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Plusieurs études récentes convergent à souligner l’importance du cytosquelette dans la mise 

en place et la régulation de la réponse inflammatoire331–336. Outre le rôle essentiel des microtubules 

(permettant l’interaction entre les protéines ASC et NLRP3337), les études in vitro ou in vivo murins 

montrent l’importance de certaines protéines liant l’actine dans la régulation négative des 

inflammasomes pyrine ou NRLP3. Par ailleurs, le traitement de cellules avec la latrunculine B ou la 

cytochalasine D induit une augmentation de la production de IL-1β331. Cette inhibition de NLRP3 par 

l’actine est dépendant de deux protéines : flightess-1 (protéine de la famille des gelsolines) et LRRFIP2 

(régulateur positif de la signalisation TLR)331. LRRFIP2 inhibe l’activation de NLRP3 via son interaction 

avec flightless-1, montrant le rôle particulièrement important de cette dernière dans le rôle de la 

régulation négative de NLRP3. De plus, dans des macrophages murins knocked down pour Flightless-1, 

une augmentation de l’activation de NLRP3 est induite, relatée par l’augmentation de la sécrétion d’IL-

1β332. Cette inhibition est médiée par la séquestration de la caspase-1 par flightness-1 et le cytosquelette 

d’actine. Cette séquestration est levée par l’activation de la calpaine, via l’activation de la voie calcique, 

qui va digérer la protéine flightless-1, permettre le relargage de la caspase-1 et donc la maturation des 

cytokines pro-inflammatoires telle IL-1β338. 

L’étude de monocytes provenant de patients souffrant du syndrome de Wiskott-Aldrich (que 

je décrirai plus longuement dans la section III) a démontré le rôle de WASP dans la régulation négative 

de l’inflammasome NLRP3333. En effet, la stimulation des cellules WASP déficientes par l’ATP ou la 

nigéricine (tous deux activateurs de l’inflammasome NLRP3) induit une sécrétion plus importante 

d’IL-1β par rapport au cellules contrôles, associée avec une augmentation du pourcentage de cellules 

ayant un speck ASC. 

Bien que l’on pourrait penser qu’un défaut dans le processus de dépolymérisation des 

microfilaments induise une inhibition de l’activation des inflammasomes, c’est en tout point le 

contraire. En effet, la protéine WDR1 est également importante pour la régulation de l’inflammation, 

et son absence ou sa non-activité induit une augmentation de la sécrétion de cytokine IL-18, conduit 

par l’activation du l’inflammasome pyrine334. Cela a été démontré grâce à deux modèles murins. 

Puisque le modèle murin basé sur le KO de WDR1 (Wdr1xn/xn) induisant une létalité embryonnaire, Kile 

et al ont utilisé des souris porteuses d’une mutation hypomorphique dans le gène WDR1 conduisant à 

un phénotype d’oreille rouge (ou redear, rd). Ces souris Wdr1rd/rd développent de manière spontanée des 
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lésions inflammation ainsi qu’une thrombocytopénie. Cette mutation dans la protéine WDR1 conduit 

à la production d’une protéine dont la durée de vie est réduite de moitié et dont la structure 3D est 

incorrecte, rendant potentiellement la protéine inefficace334. Les auteurs décrivent le phénotype auto-

inflammatoire lié à la production monocytaire d’IL-18. De manière intéressante, l’activation de 

l’inflammasome pyrine n’est pas modifiée dans les cellules monocytaires déficientes en WDR1, mais la 

production d’IL-18 est fortement augmentée. Par l’utilisation de souris hétérozygote Wdr1xn/rd 

(induisant une perte importante de l’expression protéique de WDR1), Kim et al ont démontré que la 

polymérisation d’actine déclenche la formation de speck ASC334. En effet, le traitement avec différentes 

drogues induisant la dépolymérisation des filaments d’actine de monocytes dérivés de foie fœtal 

Wdr1xn/rd induit une réduction de la sécrétion d’IL-18. 

Il est intéressant de relever que, exceptés les régulateurs d’actine cités ci-dessus, le rôle des autres 

régulateurs du cytosquelette d’actine dans la régulation et l’activation des inflammasomes n’est que 

très peu décrit. Or d’après les observations précédentes, il apparaît que la dynamique du cytosquelette 

soit étroitement associée à l’assemblage des inflammasomes. Nous pouvons alors émettre l’hypothèse 

que les différents régulateurs du cytosquelette d’actine jouent un rôle de senseur et de médiateur de 

l’inflammation, en plus de leur activité de modulation de la dynamique des microfilaments.  

 

III) Le système immunitaire adaptatif 

 

1. Généralité 

 

Comme décrit précédemment dans le préambule de ce chapitre, les cellules du système 

immunitaire adaptatif diffèrent de celles du système immunitaire inné par leur spécificité à un 

antigène donné, là où les cellules immunitaires innées vont reconnaitre des PAMPs et des DAMPs. Ces 

récepteurs à l’antigène sont présents à la surface des lymphocytes T et B (noté ci-après LT et LB), et sont 

respectivement nommé TCR (T-cell receptor) et BCR (B-cell receptor). Le développement de ces cellules, 

leur activation et certaines de leurs fonctions sont dépendantes du cytosquelette, et plus 

particulièrement du cytosquelette d’actine. 

 

a. Les lymphocytes T 
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Les lymphocytes T retrouvés en périphérie sont tous d’origine thymique. Outre leur rôle dans 

la capacité migratoire des précurseurs lymphocytaires (ETP, pour Early T-cell Precursor) puis des cellules 

T, les régulateurs du cytosquelette d’actine vont être important pour la différenciation des LT. 

Il existe une diversité de cellules T, les plus répandues étant les lymphocytes possédant un TCR de type 

αβ, exprimant le corécepteur CD4 ou CD8. On se focalisera dans cette thèse sur ces lymphocytes, ainsi 

que sur les lymphocytes T exprimant le TCR γδ. 

 

(1) Développement des lymphocytes T 

Les différentes étapes du développement. Les précurseurs des lymphocytes, provenant de la 

moelle osseuse, vont migrer dans le thymus grâce à l’expression à leur surface des récepteurs aux 

chimiokines CCR7 et CCR9339. Leur définition dans le lignage spécifique T est permis grâce à 

l’expression du facteur de transcription Notch1, puisque son absence conduit à une lymphopénie de 

T340. À ce stade, les thymocytes, bien qu’engagé dans la lignée lymphocytaire T, n’expriment pas encore 

le TCR : une maturation de ces cellules va être nécessaire pour permettre l’obtention d’un TCR 

spécifique. Les cellules vont alors traverser différents stades, défini par l’expression extracellulaire des 

corécepteur CD4 et CD8. Ainsi, au début de leur développement, les thymocytes sont au stade double 

négatif (DN, donc CD4-CD8-) qui comporte 4 stades (DN1 à DN4). C’est au stade double négatif que va 

s’effectuer le réarrangement des gènes γ et δ du TCR (20% des thymocytes, qui correspondront au LT-

γδ), les gènes α et β sans expression des corécepteurs CD4 et CD8 (20% des thymocytes qui 

correspondront aux cellules NKT) et les gènes α et β avec expression des corécepteurs CD4 et CD8 (60% 

des thymocytes, qui correspondront au LT-αβ). Ces derniers ont donc acquis le stade de double positif 

(DP, CD4+CD8+) et continueront leur développement.  

Une première sélection s’effectue au sein de la population des thymocytes DP, que l’on nomme 

« sélection positive » (ou sélection vis-à-vis du CMH), qui vise à sélectionner les thymocytes capables 

de reconnaitre les molécules du CMH. Cette sélection positive s’effectue par l’interaction entre le TCR 

αβ des thymocytes CD4+CD8+ avec les molécules du CMH de classe I ou II exprimées par les cellules 

thymiques épithéliales corticales (cTECs). Si le thymocyte DP est capable de reconnaitre la molécule du 

CMH avec une faible affinité, il va recevoir un signal de survie et être sélectionné positivement. Si le 
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thymocyte reconnait la molécule CMH avec une trop forte affinité, ou ne reconnait pas du tout la 

molécule de CMH, alors elle ne recevra pas de signal de survie et mourra par négligence.  

La mécanique soutenant le choix du lignage simple positif a longuement été sujet à débat. 

Cependant, depuis plusieurs années, c’est le modèle de signalisation cinétique qui semble prédominer 

dans la communauté scientifique341. Ce modèle décrit un choix de lignage dépendant de la persistance 

et de la force du signal TCR induit par l’interaction avec le CMH342. En plus d’avoir détecté in vitro et in 

vivo une sous population de DP CD4+CD8low, l’équipe de Singer a démontré que les cellules recevant un 

signal persistant et fort se différentieront en simple positif CD4 (SP CD4+). Les cellules recevant au 

contraire un signal CMH faible et discontinu vont répondre au signal de la cytokine IL-7, réexprimer 

le corécepteur CD8 (évènement nommé coreceptor reversal) ce qui induira des simples positifs CD8 (SP 

CD8+).  

Une « sélection négative » (ou sélection vis-à-vis du peptide) va ensuite s’effectuer, où le but sera 

d’éliminer les lymphocytes T réactifs contre des antigènes du soi. Ceci va être permis notamment par 

la présentation à la surface des cellules épithéliales thymiques de la médulla (mTEC) et des cellules 

dendritiques d’un peptide du soi, grâce au facteur de transcription AIRE (Auto immune regulator 

element). 

 

 Rôle des régulateurs d’actine. En connaissant l’impact important que les régulateurs d’actine 

ont sur des évènements cellulaires ou des fonctions biologiques, il est pertinent de se questionner sur 

l’importance de ces protéines dans le développement lymphocytaires T. Plusieurs études ont en 

particulier révélé l’importance de WASP et de la cofiline dans la thymopoïèse. Le rôle de WASP dans le 

développement des lymphocytes T (LT) a été suggéré par l’observation de la lymphopénie des patients 

WAS (que nous aborderons plus en détail dans le chapitre 3). Il a été démontré dans le modèle murin 

que la protéine WASP jouait un rôle mineur dans la transition du stade DN au stade DP343. Cette même 

étude a montré cependant le rôle coopératif entre WASP et N-WASP dans le développement des LT, 

puisque le double knock-out conditionnel des protéines WASP et N-WASP dans les thymocytes induisait 

un blocage plus important de ces derniers au stade DN. 

La cofiline semble jouer un rôle plus prépondérant que WASP dans le développement des LT. 

La génération d’une lignée murine exprimant la protéine cofiline non active (Cfl1nf/nf ; nf= non-functional 

cofilin) a permis de mettre en lumière l’importance de la cofiline dans le développement des LT-αβ344. 
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De manière intéressante, le développement des lymphocytes de ces souris est bloqué au stade double 

négatif (plus précisément DN3), induisant une lymphopénie de LT SP CD4+ ou CD8+. Ceci est associé 

avec une accumulation d’actine et un défaut migratoire de ces cellules. Cependant, il n’y a pas de défaut 

de développement des LT-γδ. Ce phénotype est similaire au phénotype retrouvé dans des cas de défauts 

de signalisation du pré-TCR (avec l’accumulation et l’arrêt de développement des cellules au stade 

DN3345), ce qui pourrait s’expliquer par le défaut d’expression à la surface de la chaine β du TCR dans 

les DN3 Cfl1nf/nf.  

Dans le cas d’autre protéine telle que la coronine 1A, leur expression est importante pour la 

sortie du thymus. La coronine 1A est une protéine interagissant avec le complexe Arp2/3 pour bloquer 

la nucléation de l’actine346. Chez les souris ayant un déficit de lymphocyte T périphériques (souche 

murine Ptcd), les lymphocytes T ont un défaut de migration en réponse à S1P et CXCL12, démontrant 

un défaut de sortie thymique. Là où les thymocytes s’accumule chez les souris Ptcd (peripheral t cell 

deficiency, due à la mutation E26K de la coronine 1A), il y a une diminution drastique des thymocytes 

dans les souris Coro1A-/-, due à une diminution de la survie cellulaire347. Le défaut migratoire des LTsE26K 

est dû à une mauvaise localisation de la coronine 1A. En effet, la protéine mutée n’est pas localisé au 

front de migration, ce qui conduit à la formation de protrusions larges et anormales348. 

 

(2) De lymphocytes T naïfs à cellules effectrices 

Recirculation des lymphocytes T naïfs. Les thymocytes simples positif, que l’on nommera 

désormais lymphocytes T, vont ensuite sortir du thymus et circuler entre les organes lymphoïdes 

secondaires (OLII), à la recherche de l’antigène pour lesquels ils sont spécifiques. Cette recirculation 

des LTs est permise grâce à l’expression de différents récepteurs349 : les récepteurs couplés au protéines 

G (de type CCR7) qui permet l’entrée des LTs dans les OLII, et le récepteur S1P1 qui permet leur sortie. 

Deux études ont permis de d’établir le lien entre l’expression de S1P1, le cytosquelette d’actine et le 

trafic cellulaire des LTs. En effet, La protéine JMJD3, une déméthylase, va agir sur les promoteurs des 

gènes codants pour les protéine S1P1350, mais également PDLIM4351, une protéine impliquée dans le 

crosslink de l’actine et interagissant avec l’α-actinine352,353. L’absence de JMJD3 induit une réduction de 

l’expression de PDLIM4, CCR7 et S1P1 dans les lymphocytes T murins, conduisant à un défaut de 

migration de ces même LTs351. Par ailleurs, cette étude a démontré que PDLIM4 interagissait avec S1P1 

à son extrémité C-terminale et avec les filaments d’actine via son domaine LIM situé à l’extrémité N-
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terminale. Cette interaction semble nécessaire pour le remodelage du cytosquelette d’actine dans les 

LT murins puisque l’introduction d’un vecteur permettant l’expression de PDLIM4 dans des LT JMJD3-

/- rétablis la capacité de migration des lymphocytes T vers dans les organes lymphoïdes secondaires. 

 

Activation et différenciation. L’activation des lymphocytes T naïfs s’effectue dans les OLII. Ils 

vont s’activer en interagissant avec les cellules dendritiques matures qui vont leur présenter l’antigène, 

leur envoyer des signaux de costimulation et sécréter des cytokines. Le but étant de sélectionner les 

lymphocytes T spécifiques du pathogène et leur conférer des fonctions effectrices. Les cytokines 

sécrétées par les cellules dendritiques vont envoyer un signal de polarisation des lymphocytes T, qui 

incluent les lymphocytes CD4+ (ou lymphocytes T helpers, Th) et les lymphocytes T CD8+ (ou 

lymphocytes T cytotoxiques, Tc). Que ce soient les LT CD4+ ou CD8+, différents sous-types cellulaires 

sont selon les pathologies (infections bactériennes, virales, fongiques, auto-immunité, cancer, etc.)354 

(voir Table 2).  

La polarisation et l’acquisition des fonctions effectrices des LT dépend de leur facteur de 

transcription induit par les cytokines produites par les cellules dendritiques. Les modifications 

épigénétiques jouent également un rôle important dans l’engagement des LTs dans la différenciation 

vers un sous type spécialisé. La protéine WASP possède une action cytoplasmique (polymérisation des 

microfilaments) mais également nucléaire, en induisant la polarisation des lymphocytes T CD4+ vers le 

phénotype TH1. En effet dans des lymphocytes TH1 primaires humains, WASP est recrutée 

spécifiquement au niveau du promoteur proximal du gène TBX21, codant pour T-bet355.Dans le noyau 

de ces cellules, WASP s’associe avec deux protéines, RBBP5 (H3K4 trimethyltransferase) et JMJD2A 

(H3K9/H3K36 tridemethylase) pour permettre la transcription de T-bet. De manière intéressante, 

WASP a un rôle à la fois d’activateur mais également de répresseur au sein de la chromatine. Ceci est 

due à des évènement de SUMOylation, qui fournit une double casquette à la protéine WASP356. En effet, 

bloquer la SUMOylation de WASP dans les LT cultivés dans un milieu TH1 favorise l’activation ectopique 

de gènes pro inflammatoires, et induit une diminution de l’expression transcriptionnelle et protéiques 

des gènes TH1 mais une augmentation des gènes TH17. 

Par ailleurs, alors que la production de cytokine TH2 ne semble pas affecté, la production de 

cytokine TH1 (IFN-γ et TNF-α) est défectueuse dans les cellules WASp déficientes357. La diminution des 

ARNm des gènes codant pour ces cytokines s’explique par le fait que ce sont des gènes cible de T-bet. 
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  Facteurs de transcription Cytokines effectrices 

LT
 C

D
4+  

TH1 T-bet, STAT4 IFN-γ 

TH2 GATA3, STAT6 IL-1, IL-5, IL-13 

TH17 RORγT, BLIMP1 IL-17 A/F 

TH9 PU.1 IL-9 

TFH Bcl-6 IL-21 

TH22 AhR IL-22 

iTreg Foxp3 IL-10 TGFβ 

LT
 C

D
8+  

TC1 T-bet, EOMES, STAT4 IFN-γ, TNF-α 

TC2 GATA3, STAT6 IL-1, IL-5, IL-13 

TC9 IRF4, STAT6 IL-9 

TC17 RORγT, IRF4, STAT3 IL-17 A/F IL-21 IL-22 

TC22 AhR IL-22, TNF-α 

 

Si Notch1 est essentiel au développement des lymphocytes T à plusieurs niveaux, il est 

également important pour l’activation des cellules T matures. Le lien entre la signalisation TCR et 

l’activation de Notch1 reste encore à explorer, même si depuis peu, ce lien semble dépendant du 

régulateur d’actine coronine1A. En effet, l’étude de Wraith a démontré que la kinase sérine/thréonine 

PKCθ induisait la phosphorylation de la coronine1A au niveau de la synapse immunologique, 

permettant la formation stable du lamellum359. La protéine ADAM10 va pouvoir alors être recrutée. 

Cette dernière est une protéine membranaire, et plus particulièrement une métalloprotéinase, qui va 

cliver la partie extracellulaire de Notch1. La partie intracellulaire (le domaine NICD), va pouvoir ensuite 

être transloquer dans le noyau des lymphocytes T. 

La signalisation TCR induit également des modifications au niveau de l’actine nucléaire. En 

effet, la signalisation TCR et le flux calcique vont induite une polymérisation de filaments dans le 

noyau, polymérisation médiée par le complexe Arp2/3360. Cette formation d’actine filamentaire 

nucléaire est nécessaire pour les fonctions effectrices des lymphocytes CD4+, notamment la sécrétion 

de cytokine. Cependant, toutes les cytokines ne sont pas affectées par le blocage de l’activité de Arp2/3, 

suggérant ainsi que la polymérisation des filaments d’actine dans le noyau ne cible que certains gènes. 

Table 1. Polarisation des lymphocytes T. D’après les revues de Paul et 

Ohashi354, et de Wambre et al358. 
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Ces études démontrant le rôle de différentes protéines régulatrices du cytosquelette d’actine 

dans l’activation et la différentiation des lymphocytes T en certains sous type soulèvent l’importance 

de ces protéines dans le développement et la maturation des cellules immunitaires. Ces études ont pu 

démontrer que le rôle des régulateurs d’actines n’est pas cantonné à la seule modulation des filaments 

d’actine, et il serait pertinent de se demander si d’autres protéines régulatrices du cytosquelette 

d’actine pourraient jouer des rôles au niveau nucléaire. 

 

b. Les lymphocytes B  

 

Les lymphocytes B sont les cellules spécialisées dans la production d’anticorps. Ces anticorps 

vont reconnaître des composés sous leur forme native, c’est-à-dire des protéines, des lipides, des 

sucres etc. La réaction du centre germinatif est le processus pilier de l’immunité humoral dépendant 

des LTs361, puisqu’il permet la production d’anticorps de haute affinité ainsi de la mise en place de la 

réponse humorale mémoire. 

Le développement des lymphocytes B débute dans la moelle osseuse, où à partir d’un 

progéniteur, les cellules vont se développer en pro cellules B (où s’effectue la recombinaison VDJ), puis 

pré cellules B (expression du pré-BCR, exclusion allélique, réarrangement de la chaine légère VJ) pour 

donner des lymphocyte B (LB) immature exprimant à la surface des molécules IgM362. Ces LB immature 

vont alors migrer vers les OLII, où ils continuent de se développer en cellules B transitionnels, puis en 

LB matures. Ces LB matures vont s’organiser dans les centres germinatifs des OLII, et via leur 

interaction avec des LT CD4+ de type TFH, vont être activés et permettre la mise en place de la réponse 

humorale.  

Le développement des lymphocytes B est 

dépendant du cytosquelette d’actine. Tout 

comme les lymphocytes T, les LBs doivent 

réarranger leur cytosquelette d’actine pour 

pouvoir migrer au travers de la moelle osseuse, 

puis jusqu’au OLII. Dès lors, un défaut de 

capacité migratoire est responsable d’un 

MENTION SPECIALE 

Les centres germinatifs (CG) sont des 
structures retrouvées dans les organes lymphoïdes 
secondaires dans lesquelles les lymphocytes B vont 
subir les hyper mutations somatiques et la 
recombinaison de classe (nécessaire pour permettre 
la production d’anticorps spécifiques et l’obtention 
d’un répertoire BCR diversifié) et la maturation 
d’affinité pour leur antigène357. 
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développement lymphoïde B défectueux. Ainsi, la protéine WASP est importante sur de nombreux 

points cellulaires des LB. D’un point de vue du développement, il a été démontré dans un modèle murin 

que la perte de la protéine WASP induisait un défaut migratoire des LB et a fortiori un défaut de homing 

dans les OLIIs363. Par ailleurs, la protéine WASP est importante pour la réaction du centre germinatif 

puisque son absence induit une diminution de LB dans la zone marginale des OLIIs, ainsi qu’un délai 

et une diminution de la quantité d’anticorps produits363. La perte de la protéine WIP induit également 

une lymphopénie B associés avec une diminution des réponses B364,365. D’autre protéines régulatrices 

du cytosquelette d’actine comme DOCK8366, HEM1367, ou encore l’ezrine368 vont être important pour le 

développement les LBs, la formation des centres germinatifs ou encore la production d’anticorps. 

 

 

(1) Activation des LB 

Les lymphocytes B n’échappent pas à la règle : leur activation dépend du remodelage du 

cytosquelette d’actine et de sa dynamique. La dynamique de l’actine corticale est particulièrement 

importante dans les lymphocytes B. En effet, la clusterisation des molécules BCR induit rapidement 

une dépolymérisation des microfilaments au niveau cortical, via l’activation de la cofiline369. Le blocage 

de la déphosphorylation de la cofiline conduit à un défaut de la formation de la synapse 

immunologique, démontrant ainsi que la dynamique d’actine est importante pour l’activation des LBs. 

Par ailleurs la signalisation BCR va activer des GTPases, comme CDC42, Rac ou encore RhoA370. 

RhoA est notamment connu pour activer la formine DIAP1, mais également la myosine IIA via son 

action sur ROCK1. Le rôle de DIAP1 dans les LBs n’est pas encore sujet à étude, cependant cette formine 

est importante dans les LTs notamment pour la formation de la synapse immunologique, l’adhésion et 

la polarisation des microtubules. On peut alors prédire les mêmes fonctionnalités de cette protéine 

dans les LBs. 

 

(2) Extraction antigénique par les LBs 

Après l’interaction d’un LB avec une cellule présentatrice d’antigène (CPA) et formation de la 

synapse immunologique, le LB va réarranger son cytosquelette dans l’optique d’extraire l’antigène 

présenté par la CPA, l’internaliser, puis le présenter lui-même aux LTs. Les molécules de BCR sont 

rattachées au cytosquelette d’actine et notamment par des filaments d’actomyosine371. Lorsque le BCR 
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va être engagé et se regrouper en cluster, des contractions d’actomyosine répétitives vont permettre 

l’arrachement de l’antigène à la CPA372,373. Si les contractions d’actomyosines sont inefficaces ou 

l’antigène trop ancré à la CPA, les LBs vont alors sécréter des molécules lysosomales afin de libérer 

l’antigène374. Cette sécrétion de protéase au niveau de l’aire synaptique est permise grâce à une 

polarisation du MTOC vers l’espace synaptique, permettant le remorquage des vésicules lysosomales 

contenant les protéases nécessaires à l’extraction. Ce processus nécessite l’action de CDC42 et PKCζ374. 

En effet, l’équipe de Lenon-Duménil a démontré que CDC42 permet la polarisation du MTOC et des 

lysosomes à la synapse immunologique, mais active également PKCζ qui va permettre la sécrétion des 

lysosomes.  

L’extraction antigénique dépend également des propriétés physiques de la surface portant 

l’antigène375. En effet, une surface rigide déformable permet l’extraction d’antigène de haute affinité, 

une surface souple et déformable permet d’extraction d’antigène de basse affinité, et une surface rigide 

non déformable nécessite une extraction par sécrétion enzymatique. L’endocytose qui suit l’extraction 

de l’antigène va être également dépendant de certains régulateurs d’actine comme WAS, WIP, ou 

encore le complexe Arp2/3. 

 

2. La synapse immunologique : aire de contact 

 

a. Structure 

 

La synapse immunologique (SI) est une aire de contact et d’échange entre deux cellules. La SI 

peut s’établir entre un LT/LB et une CPA mais également entre un LT cytotoxique et une cellule 

cible376,377. Cette partie se focalisera sur la régulation de la synapse immunologique dans un lymphocyte 

T. Cette synapse est médiée par l’interaction TCR-CMH-peptide (T-cell receptor et le complexe majeure 

d’histocompatibilité chargé d’un peptide antigénique) mais également par de nombreuses 

molécules377. L’équipe de Kupfer a décrit trois aires au niveau de la synapse immunologique qui ont été 

définies comme des clusters d’activation supramoléculaires (SMAC). Le cSMAC correspond à l’aire 

centrale où se trouvent les molécules TCR/CD3 ou encore la molécule CD28 permettant l’activation des 

lymphocytes. Le pSMAC périphérique contient entre autres les intégrines comme LFA-1 et va donc 

jouer un rôle stabilisateur de la synapse. Enfin le dSMAC est l’aire distale comportant les molécules à 
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longs domaines extracellulaires comme CD43378 ou CD45379 (figure 10 : exemple de la synapse 

immunologique entre un LT et une CPA). C’est également une structure qui va permettre, grâce aux 

différentes molécules exprimés de part et d’autre des cellules interactrices, d’envoyer un « signal stop » 

de migration aux lymphocytes380. 

 

 

 

b. Radeaux lipidiques 

 

Trois signaux sont nécessaires à l’activation du lymphocytes T : l’interaction du TCR avec le 

complexe CMH-peptide (1er signal)381, l’interaction de la molécule co-stimulatrice CD28 avec CD80/86 

(2ème signal)382 et la production cytokinique de l’CPA (3ème signal). De manière intéressante, les protéines 

de signalisation nécessaire à l’activation des lymphocytes T (Lck383, LAT384, PKCθ385) sont retrouvées 

dans ce que l’on nomme des radeaux lipidiques. Ces radeaux lipidiques sont retrouvés au niveau du 

cSMAC et sont définis comme des micro domaines de la membrane plasmique enrichis en cholestérol, 

en glycosphingolipides et en protéines ancrées via un groupe GPI386. Leur présence donne à la synapse 

immunologique une composition lipidique très particulière. 
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Figure 10. Structure de la synapse immunologique LT/CPA et arcs d'actine. Inspiré de Yokosuka et al387, 
et Roy et al388. 

 

Les radeaux lipidiques, qui à l’origine ont été décrits comme des structures flottantes (d’où ils 

tirent leur nom), sont en réalités connectés au cytosquelette d’actine. L’étude par spectrométrie de 

masse a pu mettre en lumière l’enrichissement des radeaux lipidiques en protéines ABP389. Plus tard, 

différentes études ont démontré plus précisément les rôles des protéines telles que l’ezrine et la 

filamine dans le lien entre les radeaux lipidiques et le cytosquelette d’actine. Par ailleurs, mon 

encadrant avait observé que WASP était recrutée au niveau des radeaux lipidiques et que son absence 

dans les lymphocytes T de patients atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich était associée à un défaut 

de regroupement de ces radeaux lipidiques 390. 

L’organisation spatiale des molécules et la morphologie cellulaire est soutenue par une 

structure typique du réseau de filaments d’actine. L’équipe de J.Hammer a démontré la formation d’arc 

d’actine circulaires au niveau du pSMAC391, riche en myosine IIA, et possédant une capacité de turnover 

plus importante. Ces arcs d’actine, d’abord controversé par le fait d’avoir été observé uniquement dans 

une lignée lymphocytaire T (Jurkat), sont présents également dans les lymphocytes T primaires, et 
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semblent soutenue par la myosine II392. Leur formation serait d’ailleurs dépendant des formines, qui 

initierait depuis le dSMAC des filaments qui deviendrait par la suite des arcs d’actine392. Le traitement 

de cellules Jurkat par l’inhibiteur des formines SMIFH2 réduit drastiquement le nombre d’arcs 

d’actines observables dans le pSMAC par microscopie de super résolution392. 

 

c. Organisation spatiale du TCR via le remodelage du cytosquelette d’actine 

 

Si les molécules de TCR sont distribuées aléatoirement au niveau de la membrane plasmique 

dans les lymphocytes T non activés393, les récepteurs vont s’organiser en micro-clusters lors de la 

formation de la synapse immunologique. Les arcs d’actine précédemment cités vont d’ailleurs jouer un 

rôle essentiel dans l’organisation et le regroupement des molécules TCR. Cependant la régulation de 

ces arcs, et a fortiori la formation des clusters de TCR est sujet à controverse394. En effet, si l’équipe de 

Hammer a décrit un rôle de la myosine IIA dans le regroupement des molécules TCR, une autre école 

propose que ce regroupement en micro-clusters serait dirigé par la dynéine et donc dépendant des 

microtubules395. Bien que des études supplémentaires sont nécessaire pour saisir la subtilité des 

mécanismes de régulations des arcs d’actine, des études ultérieures ont démontré que le réseau 

d’actine était important pour la centralisation des molécules TCR au centre de la synapse et était 

nécessaire au maintien de la phosphorylation de la protéine PLCγ1396. Les molécules TCR se trouvant 

entre les arcs d’actine, cette centralisation des molécules TCR pourrait d’effectuer par la poussée de ces 

molécules par les arcs, vers le cSMAC.  

 

d. Rôle de l’actine dans la régulation de l’intégrine LFA-1 
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Comme il l’a été décrit dans le 

chapitre précédent, l’actine et ses 

régulateurs jouent un rôle dans la 

formation de la synapse 

immunologique, ainsi que dans la 

polarisation du centrosome. Comme 

l’ont décrit Dustin et Cooper, la 

formation de la synapse immunologique 

est une succession de différentes étapes 

permettant un adhésion stable entre un LT et une CPA397. Le premier contact entre un LT et une CPA va 

être médié par l’intégrine LFA-1 et la molécule CD2. Au contraire de l’intégrine L-selectine qui, comme 

cité dans le précédent chapitre, se situe au niveau des microvillosités, l’intégrine LFA-1 se situe au 

niveau du corps cellulaire. Lorsque le LT est au repos, les molécules d’LFA-1 sont maintenue dans une 

conformation fermée, sont distribuées au niveau de la membrane plasmique398 et sont reliées aux 

filaments d’actine grâce à différente protéines notamment la taline377. En condition d’activation, LFA-

1 va adopter une conformation de haute affinité lui permettant d’interagir avec son liguant ICAM-1. 

L’activation et l’organisation des molécules de LFA-1 est fortement régulées par le cytosquelette 

d’actine. En effet la taline (reliant LFA-1 aux microfilaments) est déterminante dans l’activation de LFA-

1 médiée par le TCR, puisque son absence induit un défaut d’adhésion à ICAM1 ainsi qu’un défaut 

d’activation et de regroupement en cluster de LFA-1399. Par ailleurs, l’étude par notre laboratoire de LT 

déficients pour la protéine WASP a mis en lumière le rôle de cette protéine dans la régulation de la 

localisation moléculaire de LFA-1 en nano clusters au sein de la synapse immunologique400. Par ailleurs, 

il est nécessaire d’avoir un turnover d’actine continu pour maintenir la conformation de haute affinité 

de LFA-1 dans les lymphocytes T401.  

 

e. Le cas de la synapse lytique : sécrétion des molécules lytiques 

 

Les LTs cytotoxiques CD8+ (CTL) sont essentielles à l’élimination des cellules infectées par des 

virus, ou encore les cellules tumorales. Pour se faire, elles vont former une synapse immunologique 

MENTION SPECIALE 

Les lymphocytes B forment également une synapse 
immunologique avec une CPA. Cette aire de contact est 
également dépendante des régulateurs du cytosquelette. Ainsi 
la signalisation BCR permet l’activation des intégrines LFA-1 et 
VLA4 permettant l’adhésion du LB à la CPA404–406. De la même 
manière que pour les lymphocytes T, les myosines et la dynéine 
(et donc les microtubules) sont nécessaires au regroupement 
des molécules BCR en micro-clusters à la synapse370,407–409. 
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particulière avec les cellules cibles, puis sécréter des molécules lytiques (perforine granulysine et 

granzymes) qui aura pour conséquence la mort par apoptose des cellules cibles.  

La synapse immunologique des cellules cytotoxiques est particulière en sa structure. En effet, 

elle comporte un domaine de signalisation (similaire au cSMAC) et un domaine sécrétoire/adhésion 

(où vont converger le MTOC et les molécules lytiques)402. La modulation du cytosquelette d’actine est 

importante pour la lyse cellulaire. En effet, un fort enrichissement d’actine est induit après l’initiation 

du contact avec la cellule cible, puis une déplétion de l’actine corticale au centre de la synapse va 

permettre la polarisation du MTOC et la sécrétion des molécules lytiques403. Cette polarisation des 

granules de perforine est un évènement dépendant des protéines WIP, WASP et Arp2/3404,405. De plus, 

il a été démontré dans les cellules natural killer (NK) que les granules lytiques été sécrétés au travers du 

réseau d’actine au niveau de la synapse406. L’exocytose des molécules lytiques est également dépendant 

de la dynamique des microfilaments puisqu’il a été démontré chez les NK l’importance de la protéine 

UNC-45A (protéine chaperonne de la myosine II)  dans l’exocytose des granules lytiques407. UNC-45A 

va notamment permettre l’interaction de la myosine IIA avec l’actine.  
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Les immunodéficiences primaires. Lorsque des maladies génétiques impactent des protéines 
essentielles des cellules immunitaires, celles-ci sont alors incapables d’exercer leur fonction, à l’image 
d’instruments brisés, incapable de produire un son. Illustration de Edouard Noisette©. Reproduction 
restreinte  au manuscrit de thèse. 
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CHAPITRE 3 

 

Les défauts du cytosquelette d’actine causant des 
immunodéficiences primaires  

  

Les fonctions immunitaires évoquées dans le chapitre 2 montrent la nécessité d’avoir un 

cytosquelette d’actine fonctionnel. Il est logique de penser que des défauts généralisés d’un 

régulateur du cytosquelette d’actine puisse affecter le bon fonctionnement du système 

immunitaire dans sa globalité. Ce chapitre aura pour but de décrire les immunodéficiences 

primaires qui émergent due à des mutations génétiques touchant les régulateurs du 

cytosquelette d’actine, et d’apporter une vision plus clinique des défauts du cytosquelette. 
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I) Le décryptage des immunodéficiences primaires 

 

Cette section a pour but de donner une vision d’ensemble de ce que sont les immunodéficiences 

primaires (ou PID), d’expliquer brièvement les différentes catégories de PID, les signes avant-coureurs 

ainsi que les nouveaux moyens mis en place pour l’aide au diagnostic des patients. 

 

1. Généralités 

 

Comme il a pu être souligné par le précédent chapitre, le système immunitaire est un système 

complexe dont le but est de nous protéger contre les infections par des microorganismes ainsi que des 

menaces provenant de notre propre corps, comme le cancer. Lorsque le système immunitaire est 

défectueux ou absent, des immunodéficiences peuvent apparaitre. Il en existe de deux types : les 

immunodéficiences primaires (dû à un défaut congénital) et les immunodéficiences secondaires 

(défini comme une immunodéficience acquise). Les immunodéficiences secondaires sont causées par 

des facteurs environnementaux, comme la chimiothérapie, l’infection virale (par exemple VIH), des 

irradiations. Les immunodéficiences primaires vont quant à elles être dues à des mutations affectant 

des gènes particulièrement importants pour le système immunitaire.  

Les immunodéficiences primaires regroupent un ensemble hétérogène de maladies rares, 

dont la prévalence est inférieure à 0,01% (1 cas pour 10 000 naissances). De par la diversité des 

mutations génétiques et des gènes touchés (354 gènes répertoriés depuis la dernière mise à jour408,409), 

ces maladies possèdent un spectre large de manifestations cliniques et cellulaires. En plus des défauts 

immunitaires fonctionnels et/ou développementaux, les patients présentant une immunodéficience 

primaire sont plus susceptibles aux infections et possèdent une prédisposition aux maladies auto-

immunes et aux cancers. 

 

 

 

 

2. Classification 

 



107 | P a g e  
 
 

Il n’existe pas de classification à proprement défini des différentes immunodéficiences 

primaires. De manière générale, il existe une classification regroupant les maladies en fonction des 

perturbations immunologiques qu’elles induisent. Cette classification a été créée conjointement entre 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et l’International Union of Immunological Societies (IUIS)408. Les 

maladies sont donc catégorisées en 8 groupes : (1) les déficiences avec un défaut combiné des 

lymphocytes T et B ; (2) déficiences en anticorps ; (3) défaut de phagocytose ; (4) défauts génétiques de 

la régulation immunitaire ; (5) défauts de l’immunité innée intrinsèque : molécules de signalisation et 

récepteurs ; (6) maladies auto inflammatoires ; (7) déficiences dans la cascade du complément ; (8) 

autres maladies génétiques caractérisées. L’émergence de nouvelles PID (permise notamment par une 

amélioration des diagnostics des patients) a augmenté au cours des 20 dernières années et chaque 

maladie nouvellement décrite peut alors être implémentée dans cette classification. Aucune de ces 

catégories ne peut contenir l’ensemble des immunodéficiences primaires affectant la régulation du 

cytosquelette d’actine.  

Cette classification peut cependant s’avérer peu adaptée si l’on veut s’en aider pour poser un 

diagnostic basé sur des signes cliniques ou hématologiques. C’est pourquoi deux autres classifications, 

plus optimale pour cet usage ont été créées en parallèle410,411. La classification PIDO (Primary 

Immunodeficiency Disease Ontology) regroupe les PID en fonction des phénotypes cliniques les plus 

communément observés par les cliniciens et pédiatres lors du diagnostic411. Cette classification est 

associée au logiciel PIDfinder, dont l’objectif est d’aider à poser un diagnostic en listant les signes 

cliniques des patients. L’autre classification disponible, basée sur une approche mathématique, 

permet de regrouper les différentes PID en cluster selon leur caractéristiques partagées après collecte 

des paramètres cliniques, pathologiques et les caractéristiques biologiques410. À cela s’ajoute des 

indications concernant la sévérité de la maladie, les options thérapeutiques, ou encore les propriétés 

fonctionnelles des protéines impactées par les mutations. 

 

 

3. Les manifestations cliniques 

 

Le diagnostic des patients atteints d’immunodéficience est fortement aidé par des signes 

cliniques à des infections récurrentes ou par des pathogènes opportunistes, une activation constante 
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du processus inflammatoire ou une auto immunité, ou encore un syndrome lymphoprolifératif 

bénin/malin associée avec un symptôme tumoral412,413 (ou une combinaison de ces facteurs cliniques). 

En ce qui concerne les infections par des pathogènes, la plupart des immunodéficiences 

primaires prédisposent à un certain spectre d’infection pathogéniques. C’est la récurrence des 

infections, qui dans une population saine sont relativement communes, qui peuvent indiquer un 

défaut immunitaire important. 

 L’auto-immunité ou un syndrome hyper inflammatoire peuvent également être des signes 

sous-jacents d’une immunodéficience primaire. Si l’on prend l’exemple du syndrome de Wiskott-

Aldrich, les patients présentes une auto-immunité médiée par des anticorps dans 40 à 70% de cas. En 

ce qui concerne les épisodes inflammatoires, ils sont souvent caractérisés par des épisodes de fièvre 

périodique et une activation systémique du système immunitaire innée. 

 En plus des symptômes infectieux et inflammatoire/auto-immuns, le développement de 

tumeurs est une caractéristique clinique commune à plusieurs immunodéficiences. Cependant, il est 

très difficile de prédire l’apparition de cancer pour la plupart des PID. Les études menées dans 

plusieurs cohortes de patients ont permis d’identifier ce risque cancéreux (le plus souvent un 

lymphome)412 dans certaines PID (49% de risque pour le NBS – Nijmegen breakage syndrome – 24 à 30% 

pour le syndrome XLP – X-linked lymphoproliferative syndrome, ou encore de 15-19% pour l’ataxie 

télangiectasie414). 

 

4. Traitements  

 

Selon le type d’immunodéficience détectée chez les patients, différents moyens de thérapie 

peuvent être utilisé, malheureusement limités. En ce qui concernant les infections, l’administration 

d’antibiotique reste une des premières lignes de traitement prescrite au patient en attente d’un 

diagnostic plus précis.  

 De manière indirecte, la vaccination permet de protéger les patients atteints de PID qui 

n’auraient pas forcement les bonnes défenses pour se protéger contre les pathogènes en cas 

d’infections. Il a été cependant question de vacciner directement les patients PID : l’immunisation peut 

être bénéfique ou au contraire nocive en fonction du type de vaccination utilisée et de 
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l’immunodéficience. Là où les vaccins inactivés ou à base de sous unités sont inoffensifs (mais 

potentiellement inefficace), les vaccins atténués présentent un plus gros risque pour le patient.  

Les patients souffrant d’un défaut de production ou de maintiens d’anticorps se voit recevoir 

une thérapie de remplacement des immunoglobulines (IVIG – administration en intraveineux- ou 

SCIG – administration en sous cutanée), permettant une diminution des infections. 

La transplantation de cellules souches hématopoïétiques à partir de donneurs compatibles a 

constitué jusqu’à récemment le seul traitement curatif capable de sauver de nombreuses vies 

(notamment pour les cas sévères, tels les SCID 415). Cette approche n’est cependant pas sans risque avec 

des risques liés au conditionnement associé ou au développement de la maladie du greffon contre 

l’hôte. 

Plus récemment, la thérapie génique est devenue un moyen thérapeutique efficace dans le cas 

de certaines immunodéficiences primaires. Certaines immunodéficiences sont des candidats adaptés 

à la thérapie génique puisque la mutation est cantonnée aux cellules immunitaire (comme le syndrome 

de Wiskott-Aldrich). Dans le cadre du traitement du syndrome de Wiskott-Aldrich, bien que la 

thérapie génique ait permis la restauration des fonctions immunologiques et plaquettaires, le fait 

d’utiliser des vecteurs rétroviraux confère un risque de développement de cancers lié à la possible 

insertion virale près de proto-oncogènes. L’utilisation de particules lentivirales possédant le 

promoteur original du gène Was a été mise en œuvre pour optimiser l’efficacité et réduire les risques 

associés à la thérapie génique 

 

 

 

5. Séquençage de nouvelle génération : le nouvel outil de diagnostic 

 

L’identification des gènes causatifs des PID est nécessaire aux patients pour leur permettre un 

traitement adéquat. Si l’identification se faisait précédemment par validation Sanger, l’arrivée du 

séquençage nouvelle génération (Next generation sequencing, ou NGS) a permis une amélioration en 

termes de rapidité, de coût mais également d’efficacité dans la détection du défaut génétique. Par 

ailleurs, l’arrivée des techniques de NGS a permis d’élargir le nombre de gènes susceptibles d’être 

associés à une immunodéficience primaire. Il existe trois types de séquençage actuellement utilisé 
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pour identifier les mutations génétiques : le séquençage d’un panel cible de gènes (panel sequencing), le 

séquençage de l’exome (whole exome sequencing, WES) ou du génome entier (whole genome sequencing, 

WGS)416. Quel que soit la technique NGS utilisée, la poursuite du diagnostic se fera par l’analyse bio-

informatiques des variants, leur priorisation, la filtration des variants retenus sur base du phénotype 

clinique et ensuite la confirmation de la mutation par des expériences (voir figure 11) 

Une des premières méthodes utilisées lors de la recherche de cause génétique est panel 

sequencing, se basant sur la capture par hybridation des exons d’un set de gènes pré défini en amont, et 

customisable selon l’objet du diagnostic. Dans le cas des PID, ce panel de gènes regroupe l’ensemble 

des gènes à ce jour identifiés comme étant causatif d’immunodéficience. L’avantage à utiliser le panel 

sequencing en première intention est du fait du faible coût par rapport au WES ou WGS, mais également 

la faciliter d’analyses des données417. 

Le séquençage d’exome (WES) est lui basé sur le séquençage de l’ensemble des exons du 

génome, permettant une couverture entre 1 et 2% du génome entier417. L’utilisation du WES va 

permettre tout d’abord de vérifier de potentielles mutations sur les gènes déjà connus comme causatif 

de maladie. Dans le cas où aucun gène déjà répertorié ne semble muté, la vérification d’autres gènes 

permettra l’élargissement de l’étiologie des PID.  Pour les immunodéficiences primaires, l’utilisation 

du Trio Exome Analysis permet l’identification des variants hérités des parents. De plus, cela n’exclus 

pas l’identification de mutations de novo qui ne sont pas retrouvées chez aucun des deux parents418. 

Cette technique aide à l’exclusion des variants. Dans le cas où le·a patient·e possède des frères/sœurs, 

l’analyse de l’exome de la fratrie aide également à la filtration des variants. 

Le séquençage du génome entier (WGS) va permettre de couvrir les parties non exoniques du 

génome (99% restant du génome), en plus des exons et permettre l’identification de mutations 

manquées par le WES comme les mutations introniques, ou encore des mutations de site d’épissage. 

Ce type de mutation peuvent par exemple modifier les sites de régulations, induisant l’impossibilité 

pour un facteur de transcription de se fixer. 
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Figure 11. Pipeline d'analyse des échantillons de patient PID. 

 

II) Impact des déficiences en régulateurs d’actine, ou actinopathies 

 

L’étude des immunodéficiences primaires permet d’enrichir nos connaissances sur le rôle de multiples 

protéines dans les fonctions des cellules immunitaires. En effet, certaines protéines clés du système 

immunitaire sont encore inconnues ou peu caractérisées. L’étude de ces maladies nous apporte beaucoup 

puisque ce sont des modèles naturels qui permettent d’étudier le rôle des protéines chez l’humain. 

Au cours des deux précédentes sections, nous avons pu voir au combien le cytosquelette d’actine régule 

les fonctions des cellules immunitaires. La présence de PID due à des mutations dans les gènes codant pour 

les régulateurs du cytosquelette d’actine ne semblent alors pas dénuer de sens. À ce jour, 20 

immunodéficiences touchant le cytosquelette d’actine ont été décrites (voir table 2). 
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1. Les immunodéficiences induisant un défaut plaquettaire 

 

La thrombocytopénie est un facteur clinique important et partagé par plusieurs PID, expliqué par 

l’importance des régulateurs du cytosquelette d’actine pour la production et les fonctions des thrombocytes.  

On pourra tout d’abord citer la β-actine nécessaire au développement et la maturation des 

thrombocytes. En effet, les plaquettes des patients porteurs de mutations dans le gène ACTB sont 

anormalement larges, associé avec un défaut d’organisation du réseau des microtubules419. La protéine 

CDC42 est également importante pour le développement normal des plaquettes, puisque qu’une mutation 

dans le gène CDC42 induit une thrombocytopénie persistante, et une macro-thrombocytopénie420. Bien qu’il 

n’ait pas pu être décrit dans les plaquettes humaines le rôle précis de CDC42, il a été démontré chez la souris 

que CDC42 était important pour la survie des plaquettes ainsi que la régulation de la sécrétion de granules 

α, granules importants pour le recrutement d’autre plaquettes. Les déficits reliés à MYH9 (due à des 

mutations dans le gène codant pour la myosine IIA non musculaire NMIIA) possède un phénotype commun 

étant une macro-thrombocytopénie. Bien que chez les souris la déficience en myosine II1 est associée à 

plusieurs défauts dans les compartiments lymphocytaires T, NK et B, chez l’homme les mutations touchent 

les plaquettes421. Par ailleurs, il n’y a pas qu’un syndrome associé aux mutations MYH9 : plusieurs maladies 

comme l’anomalie May-Hegglin, le syndrome de Fechtner ou le syndrome Sebastian ont été reportés comme 

étant due à des mutations de MYH9421–423.  

Plusieurs autres immunodéficiences, comme en WASP, ARPC1B, ARHGEF1, MLK1, WDR1 ou WIP, 

vont induire un défaut plaquettaire76,422,424–431 . L’observation simultanée des plaquettes de patients déficients 

pour WAS et ARPC1B a montré des défauts morphologiques similaires. En effet, les deux déficiences 

induisent une diminution de la taille des plaquettes, une diminution du diamètre de l’anneau de tubuline 

ainsi que la perturbation de la distribution des granules α (expression différentielles de P-sélectine et TS1P 

entre les plaquettes)431.  

Ces deux immunodéficiences démontrent que deux protéines impliquées dans un même processus 

cellulaire (polymérisation de filaments d’actine) peuvent avoir les mêmes conséquences dans certains type 

cellulaire (e.g. les plaquettes), mais des conséquences différentes dans d’autres (comme nous le verrons ci-

après).  

 

Gène affecté Protéine Expression protéique Thrombocytopénie IB IV 

Nucléation  

ACTB B-actin Tout tissus     
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WAS WASP Hématopoïétique Oui     

WIPF1 WIP Tout tissus Oui     

NCKAP1L HEM1 Hématopoïétique  
  

ARPC1B ARPC1B Principalement hématopoïétique Oui   
MYH9 Myosine11A Hématopoïétique et plusieurs tissus Oui   

  
  

  
Severing/dépolymérisation  

WDR1 WDR1 Tout tissus Oui   

PSTPIP1 PSPTIT1 
Plusieurs tissus (mais forte expression dans le compartiment 

hématopoïétique) 
Non 

  
CORO1A Coronin 1A Hématopoïétique Non     

  
  

  
Protéines de signalisation  

DOCK8 DOCK8 Tout tissus (mais forte expression dans le compartiment hématopoïétique)      

DOCK2 DOCK2 Hématopoïétique      

RHOH RHOH Hématopoïétique  
   

ARHGEF1 ARHGEF1 Tout tissus  
  

CDC42 CDC42 Tout tissus Oui   
MSN MOESIN Tout tissus  

  
RASGRP1 RASGR1P Hématopoïétique et cerveau  

  
CARMIL2 CARMIL2 Hématopoïétique  

   

RAC2 RAC2 Hématopoïétique  
  

  
  

  
Kinases/Autres  

STK4 STK4 Tout tissus  
  

MRTF4 MKL1 Tout tissus Oui   
MAP3K14 NIK Plusieurs tissus  

  
Table 2. Récapitulatif des phénotypes cliniques des patients souffrant d'immunodéficiences primaires dues 
à des mutations dans des régulateurs du cytosquelette d'actine. IB : infection bactérienne ; IV : infection 
virale 

 

 

 

2. PID liées à des défauts des protéines de nucléation 

 

a. La déficience en β-actine 



 

114 | P a g e  
 
 

 

Une étude en 1999 a démontré l’impact 

d’une mutation dans le gène ACTB conduisant au 

développement d’une immunodéficience 

primaire, caractérisé par des infections 

récurrentes et un défaut de migration des 

neutrophiles432. Cette étude décrit l’impact de la 

mutation hétérozygote dans le gène codant pour la 

protéine β-actine (G>A1174, E364L), induisant un 

défaut de migration des neutrophiles en réponse 

au chimio attractant fMLP, ainsi qu’un défaut de production de ROS, pouvant expliquer les infections 

récurrentes. Les cellules de la patiente expriment à la fois la protéine β-actine wt mais également le mutant, 

suffisant pour induire un défaut de liaison avec la profiline. Une étude plus récente a montré l’impact de 

mutations hétérozygotes dans le développement des thrombocytes (comme il a été indiqué dans la sous-

partie précédente)419. Cependant, il n’est pas fait mention de défaut immunitaire, excepté un nombre 

anormalement bas de leucocytes et d’infections récurrentes. Alors que les plaquettes sont hautement 

impactées par les mutations, l’étude des fibroblastes isolés de patient montrent une up-régulation de l’ARN 

messager des gènes ACTG1 et ACTA2, codant pour les formes γ et α de l’actine. Ceci démontre qu’un potentiel 

mécanisme de compensation est possible dans les cellules immunitaires.  

 

b. Les protéines de nucléation WIP, WAS, ARPC1B, Moésine et HEM1 

 

Avec la protéine MYH9, ce sont les cinq protéines ABP de nucléation reportée à ce jour étant associées 

à des PID.   

WIP est la protéine chaperonne de WASP. Chez les patients WIP déficients, la perte de l’expression 

de WIP entraine la perte d’expression de WASP428,429. La première étude428 avait décrit chez le patient un 

phénotype clinique similaire au syndrome de Wiskott-Aldrich, c’est-à-dire une lymphopénie, de l’exéma, des 

infections récurrentes et une thrombocytopénie qui est caractéristique du syndrome WAS. Chez les patients 

ARPC1B déficient, c’est le complexe Arp2/3 qui est affecté, puisque la sous unité ARPC1B est absente ou 

incapable de s’associer avec les autres sous unités. Quant à Hem1, c’est le complexe WAVE1 qui est affecté. 

 

MENTION SPECIALE 

D’autre patients ont été décrits avec des mutations dans 
le gène ACTB, cependant, ces derniers ne développent 
pas de phénotype immunitaire. Les mutations 
hétérozygotes décrites sont presque toutes associées au 
syndrome Baraitser-Winter (BWCFF), caractérisé par 
des défauts de développement (malformations 
physiques, problèmes psychiatriques, neurologiques ou 
du comportement,), et potentiellement de surdité435,436. 
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 Les lymphocytes T 

Migration. Étant donné l’implication des protéines dans le processus de polymérisation des 

microfilaments (a minima WASP et ARPC1B), on pourrait supposer que les phénotypes cellulaires seraient 

proches. Or la réalité est tout autre. Si les lymphocytes T de patient WASP présentent un défaut de migration 

léger en réponse aux chimiokines CXCL12 ou CCL19, les cellules WIP déficientes et ARPC1B déficientes ont 

un défaut migratoire beaucoup plus prononcé400,429,433. L’observation du réseau d’actine sous condition de 

stimulation chimiokinique a montré un défaut de polarisation et de formation d’un front de migration 

unique dans les cellules WIPdef. Ceci est associé à une augmentation de la taille cellulaire de ces mêmes 

cellules, aussi bien à l’état basale qu’après stimulation.  Les LTs Hem1 déficients présentent un défaut de 

migration associé à une absence d’accumulation d’actine au front de migration, ainsi que la formation 

anormale de filopodes et une accumulation de spot d’actine434. 

 

Synapse immunologique et cytotoxicité. Lorsque l’on examine les capacités cytotoxiques des 

lymphocytes T CD8+ ou NK, une fois encore le défaut de cytotoxicité dans les lymphocytes T est plus prononcé 

dans les cellules ARPC1Bdef que dans les cellules WASP.  La déficience en WIP induit un défaut de cytotoxicité 

intermédiaire, associé à un défaut de dégranulation des molécules lytiques (évalué par l’exposition de LAMP1 

à la surface cellulaire). Que ce soit pour la déficience en WIP ou WASP, il a été observé un défaut de 

polarisation des granules lytiques lors de la formation de la synapse immunologique400,429.  

D’un point de vue morphologique, l’observation des lymphocytes T WASPdef400, WIPdef429 et 

ARPC1Bdef435 en condition de synapse immunologique (conjugués avec des cibles réelles, ou sur lames coatées 

avec un anticorps α-CD3) a permis de mettre en lumière le défaut d’organisation du cytosquelette. Alors que 

les cellules WIPdef et WASPdef montre un défaut de la morphologie et du réseau d’actine (au lieu de la 

formation typique de la synapse immunologique en chapeau, avec les arcs d’actines), les cellules ARPC1Bdef 

montrent une augmentation de la formation de projections membranaires semblables à des filopodes. 

La déficience en Hem1 diffère légèrement en terme de défaut cellulaire. En effet, les cellules NK des 

patients présentent une augmentation de leur activité de sécrétion de granules lytiques (perforine, granzyme 

A et B) en réponse à l’IL-2 mais a contrario leur activité cytotoxique est défectueuse. Cela s’explique par le 

défaut des cellules cytotoxiques à former des conjugués avec des cellules cibles. 

 

 Les lymphocytes B 
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Les déficiences humaines en ARPC1B et WIP montre un impact sur la population B (réduction des 

cellules mémoires et diminution de la commutation de classe). En ce qui concerne la déficience en Hem1, les 

deux papiers reportés à ce jour décrient des impacts différents concernant le compartiment lymphocytaire 

B. En effet, alors que l’étude de Cook et al n’a pas décrit de phénotype particulier dans le compartiment B, 

l’étude de Salzer et al a décrit de rôle particulièrement important de Hem1 dans le développement des 

lymphocytes B434,436. Cette dernière étude a démontré l’importance de Hem1 dans le développement des LBs. 

En effet, les patients présentent une augmentation d’un sous type cellulaire B, associé à l’auto-immunité. Le 

modèle murin Hem1-/- montre en effet un développement spontané d’auto-immunité systémique. Les souris 

Hem1-/- présentent également une augmentation de plasmocytes productrices d’anticorps potentiellement 

auto-réactifs et présentent dans leur sérum une quantité anormalement élevée d’autoanticorps dirigés 

contre l’ADN double brins. 

 

 La déficience en moésine 

 

Parmi les protéines ERM, seule la déficience en moésine a été observée chez l’humain437. Le 

phénotype cellulaire principal observé chez les patients est un défaut de prolifération et de migration de LT. 

Cette déficience spécifique au compartiment T peut s’expliquer par la perte d’expression uniquement dans 

les lymphocytes T, alors que les LB, monocytes, granulocytes et plaquettes montrent une expression normale 

de la moésine. Par ailleurs, les lymphocytes présentent une augmentation de l’adhésion cellulaire en réponse 

à VCAM-1 (dont le ligand est l’intégrine α4β1)437. Cependant, l’adhésion des lymphocytes T en réponse à la 

fibronectine est comparable aux cellules contrôles (ligand α5β1), ce qui entre en contradiction avec les études 

chez la souris démontrant que la moésine est importante pour l’adhésion cellulaire en réponse aux ligands 

de la sous unité β1 des intégrines (dont fait partie la fibronectine)438 

 

3. PID liées à des défauts dans les protéines de dépolymérisation 

 

a. PSTPIP1 et WDR1 

 

Les protéines impliquées dans la dépolymérisation de l’actine sont aussi sujettes à induire des PID 

lorsqu’elles sont mutées. Tout comme les déficiences en WASP et ARPC1B, les patients ayant une déficience 
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en WDR1 ou CD2BP1 (PSTPIP1 - orthologue murin) développent une immunodéficience primaire pouvant 

être associée à des maladies auto-inflammatoires.  

PSTPIP1 (proline-serine-threonin phosphatase interacting protein 1) est connu pour ses mutants induisant 

le syndrome PAPA (Pyogenic sterile Arthritis, Pyoderma gangrenosum and Acne)439,440. C’est une protéine également 

associée au syndrome FMF (familial Mediterranean fever). Le syndrome PAPA se caractérise par l’inflammation 

des articulations (induisant une arthrite érosive), de la peau et des muscles441. Ceci est associé à une 

infiltration de leucocytes importante (et particulièrement de neutrophiles), ainsi qu’un fort taux d’IL-1β 

(cytokine pro-inflammatoire) dans le sérum des patients. PSTPIP1 interagit avec les protéines WASP442, 

CD2443 et c-Abl444 via son domaine SH2 et la protéine PTP-PEST445 via son domaine CDC15. Ces différentes 

interactions permettent de réguler la formation des podosomes, des filopodes et ainsi que de stabiliser la 

synapse immunologique 446–449. Chez les macrophages, il a été démontré que PSTPIP1 régule négativement la 

formation des podosomes et la dégradation de la matrice extracellulaire. Chez les patients porteurs de la 

mutation R405C (située dans le domaine SH3 de la protéine PSTPIP1), il y a perte de liaison entre WASP et 

PSTPIP1, induisant une activation constante de WASP. Cela conduit à une dérégulation de la transition 

filopode/podosomes, les conséquences étant une augmentation de nombres de filopodes ainsi qu’une 

augmentation de la dégradation de la matrice448. 

La modulation de WASP par PSTPIP1 dans les LTs va être importante pour la régulation de la synapse 

immunologique.  PSTPIP1 est recrutée au niveau des molécules CD2 exprimées à la surface des LTs. Il a été 

démontré chez la souris que le complexe PSTPIP1/PTP-PEST induit la déphosphorylation de la tyr291 de 

WASP. Chez l’homme, une étude a décrit une déficience en PSTPIP1 non associée au syndrome PAPA449. Les 

deux patients présentent un profond défaut dans le compartiment lymphocytaire T. Les LT CD4+ d’un de ces 

patients possèdent un état de pré-activation, avec un contenu de F-actine supérieur aux cellules contrôles. 

Ceci est associé avec une augmentation du niveau basal de calcium dans les LT CD4+. Cette augmentation de 

la quantité d’actine filamenteuse est expliquée par une capacité migratoire basale accrue en comparaison des 

cellules contrôles. Cet état de pré-activation due à cette activité migratoire induit alors un défaut de 

formation de la synapse immunologique. En effet, les cellules d’une part sont incapables de remodeler leur 

cytosquelette d’actine en réponse à une stimulation CD3 ou CD2 et d’autre part présentent un défaut  

d’activation de la voie calcique après stimulation avec un anticorps α-CD3.  

 

La formation de structure ressemblant à des podosomes a également été observée dans des 

macrophages isolés de patients porteurs de mutation dans la protéine WDR1427,450. Les cellules de patients 
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porteurs de mutation dans le gène WDR1 possèdent une dérégulation de la polymérisation du cytosquelette 

d’actine, induisant une augmentation du contenu d’actine filamentaire dans les neutrophiles, monocytes, et 

les lymphocytes426,427,450. Les mutations WDR1 ont tout d’abord été associées chez l’homme à des déficits du 

système immunitaire inné. En effet, les neutrophiles des patients sont particulièrement touchés : les 

mutants WDR1 induisent des défauts de migration, des défauts de phagocytoses, et la particularité de cette 

PID est l’exnucléation du noyau des neutrophiles en dehors même du cytoplasme (phénotype partagé par 

l’ensemble des patients reportés à ce jour)426,427,450. Certains patients présentent également un syndrome 

d’hyper inflammation, ou d’auto inflammation, expliqué par une surproduction d’IL-18 par les cellules 

dendritiques et neutrophiles450. De manière intéressante, le système immunitaire adaptatif des patients 

WDR1 déficients n’avait pas été étudié dans les deux premières études décrivant cette nouvelle PID. Plus 

tard, nous avons pu décrire une importance de WDR1 dans le développement des lymphocytes B. 

Contrairement aux neutrophiles, la capacité migratoire des LTs est similaire aux cellules contrôles, de même 

que leur capacité à réguler leur TCR à la surface ou encore leur activité cytotoxique427. 

 

b. Coronine 1A 

 

La coronine 1A est une protéine hautement exprimée dans le compartiment hématopoïétique, et 

interagit avec le complexe Arp2/3 pour bloquer la nucléation de l’actine346. Par ailleurs, outre son action de 

blocage de nucléation de l’actine, la coronine 1A va agir conjointement avec la cofiline et WDR1 pour induire 

le désassemblage des microfilaments451. 

Chez l’humain, les mutations affectant la protéine coronine 1A conduit au syndrome SCID (déficit 

immunitaire combiné sévère) caractérisé par un défaut de production de LTs, mais des LBs et cellules NK 

normales (phénotype T-B+/lowNK+)348,452–456. Les patients présentent des infections auriculaires, des sinus et des 

voies respiratoires456. Chez les patients, selon les mutations, le degré de sévérité dans le compartiment T est 

variable. Cependant chez tous les patients les LTs et plus particulièrement les LTs naïfs ont un défaut de 

prolifération. Contrairement aux autres patients SCID, le thymus est visible chez les patients déficients en 

coronine 1A. Une étude a démontré que les NK d’un patient déficient en coronine 1A présentaient un défaut 

de capacité cytotoxique associé à une architecture de l’actine aberrante453. Les analyses par microscopie des 

cellules NK de patients ont montré une diminution de l’étalement cellulaire sur une surface coatée avec des 

anticorps α-CD18 et α-NKp30 (condition de formation de la synapse immunologique). De plus, les cellules 
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NK des patients présentent un défaut de sécrétion de granules lytiques, probablement la raison pour laquelle 

leur cytotoxicité est fortement impactée. 

Comme expliqué dans la section précédente (chapitre 2, développement des lymphocytes T), il a été 

démontré que les LTs des souris Ptcd présentaient un défaut de sortie du thymus dû à un défaut dans la 

signalisation de S1P1348. Puisque chez les patients le thymus est toujours détecté, on pourrait supposer une 

anomalie similaire chez l’humain, pouvant expliquer la lymphopénie périphérique. 

 

4. PID liées à des défauts des protéines de signalisation 

 

Comme nous avons pu le voir dans les sections précédentes, les protéines de signalisation, via la 

régulation des protéines ABP, régulent également le cytosquelette. Les différents PID touchant les protéines 

de signalisation nous renseignent sur la régulation des protéines ABP (voir figure 12). Par ailleurs, les PID 

nous renseignent sur l’importance de certaines protéines de signalisation dans les fonctions immunitaires, 

comme la migration cellulaire (RASGRP1, CARMIL2457,458) ou la production de ROS (cas de la déficience en 

Rac2459,460). 

 

Figure 12. Protéines de signalisation (tons rouges) associées à des immunodéficiences primaires. Figure 
provenant de la revue Dupré, Boztug et Pfajfer, 2021 461 
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a. Lymphocyte B  

 

Les immunodéficiences touchant particulièrement le compartiment B sont nommées PAD (Primary 

Antibody Immunodeficiencies) et est la forme la plus commune de PID. Les PAD regroupent l’ensemble des 

déficiences induisant un défaut de développement des lymphocytes B, un défaut de différentiation des 

lymphocytes B, un défaut de maturation des anticorps et/ou un défaut de développement des lymphocytes 

T. La déficience en ARHGEF1 (GEF de RhoA) est, à ce jour, la seule maladie pouvant être inclue dans les PAD 

et qui soit due à une mutation dans un gène codant pour une protéine régulatrice du cytosquelette d’actine. 

ARHGEF1 est une protéine exprimée dans le compartiment hématopoïétique et les études chez la 

souris ont pu déterminer son rôle dans le développement des lymphocytes B dans les zones marginales des 

centres germinatifs. La déficience humaine, due à des mutations hétérozygotes composites dans le gène 

correspondant, conduit à une perte de l’expression protéique de ARHGEF1 et un défaut d’activation de la 

GTPase RhoA. Cette perte d’expression (aussi bien dans les LT, que les LB transformés EBV) induit un défaut 

de développement des lymphocytes B, ceux-ci étant bloqué au stade transitionnel. Les auteurs décrivent 

également un défaut dans la réaction des centres germinatifs (germinal center reaction), démontrée par une 

réduction du nombre absolu de lymphocytes B dans le sang, réduction des B mémoires et une augmentation 

des plasmocytes. Il a été démontré dans les lymphocytes T blastiques de patients une augmentation de 

l’activation de la protéine AKT, normalement inhibée par RhoA. Cette absence d’inhibition d’AKT suppose 

une activation de  mTOR1, kinase régulant positivement la formation des plasmocytes462. Il est alors tout à 

fait possible de supposer un défaut d’inhibition de la voie AKT/mTOR dans les lymphocytes B, expliquant 

ainsi la forte proportion de plasmocytes et le faible taux de lymphocytes B mémoires. 

 

b. Lymphocytes T 

 

La protéine CARMIL2 (ou Rltpr chez la souris) est une protéine de capping de l’actine exprimée dans 

le compartiment lymphoïde (lymphocytes T, B et NK principalement). En accord avec le modèle murin, la 

déficience en CARMIL2 humaine induit une diminution des Treg, cependant les patients ne développent pas 

de maladie auto-immune. Tout comme les études effectuer chez la souris, CARMIL2 est nécessaire pour la 

signalisation CD28 457,463. Les auteurs ont décrit que bien qu’une stimulation CD3/CD28 induit une 

phosphorylation normale de la voie proximale du TCR (phosphorylation de ZAP70 et PKC), les cellules 
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CARMIL2 déficientes présentent un défaut de dégradation de IκBα et de la phosphorylation de p65. Ceci 

montre un défaut de l’activation de la voie NF-κB de manière CD28 dépendant. Par son activité de capping, 

CARMIL2 est importante pour la dynamique du cytosquelette d’actine, révélée par le défaut de migration des 

cellules de patients CARMIL2 déficients. Cette migration défectueuse est caractérisée par une augmentation 

de la vitesse de migration (médiée par LFA-1), ainsi qu’un défaut de directionnalité. Par ailleurs, au défaut 

de polymérisation de l’actine au front de migration s’ajoute un défaut du réseau de tubuline, dont les 

microtubules semblent réarranger de manière désordonnée.  

Bien que la protéine CARMIL2 soit exprimée dans le compartiment lymphoïde, seule les LT semblent 

être affectés par l’absence de la protéine chez l’homme. La préservation du signal TCR proximal dans les LT 

CARMIL2 déficients permet a minima un développement thymique normal des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

naïfs. Le signal de costimulation CD28 étant cependant nécessaire à leur activation compète et leur 

prolifération, les fonctions effectrices des LTs sont compromises. La déficience humaine et les modèles 

murins montrent l’importance de cette protéine dans le développement des LT régulateurs, où d’ailleurs 

cette protéine est fortement exprimée 464,465. Bien que l’absence de CARMIL2 ne semble pas avoir d’effet sur 

le compartiment B et NK (probablement via un mécanisme compensatoire), le rôle de cette protéine reste à 

élucider dans ces cellules. 

 

Là où CARMIL2 agit sur la signalisation de CD28, RhoH (Rho GTPase) médie la signalisation du 

TCR466–469. À ce jour, une seule étude a décrit une immunodéficience humaine due à une déficience en 

RhoH470. Chez ces patients, le compartiment T est particulièrement touché, avec une diminution de la 

phosphorylation de ZAP70 après stimulation du TCR. Par ailleurs, les lymphocytes T de ces patients 

présentent un défaut de homing dans la peau (absence d’expression du marqueur CLA, CCR4 et CCR6, 

marqueur de homing de la peau), ce qui pourrait expliquer les infections EV-HPV récurrentes. Des études 

ultérieures ont démontré que RhoH était important pour la polarisation des LT helpers, et en particulier le 

lignage TH17, important pour combattre les infections au niveau des muqueuses, dont la peau471. En effet, 

RhoH est importante pour la régulation du facteur de transcription RORγt, nécessaire au lignage TH17472. 

Dans le cas du psoriasis, un niveau d’expression de RhoH bas est associé à une sévérité plus importante de la 

maladie472. 

 

c. Neutrophiles 
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La déficience est Rac2 est principalement décrite comme induisant un défaut de la fonction des 

neutrophiles459,473–475. Rac2 a été en tout premier lieu décrite comme étant important pour la production de 

ROS, en régulation l’activité de la NAPDH oxydase dans les neutrophiles476. La perte de l’expression de Rac2 

entraine chez l’humain des abcès ainsi qu’une augmentation de la susceptibilité aux infections459. Cette 

déficience induit notamment une leucocytose et une neutrophilie. Cette immunodéficience se caractérise 

par un défaut des neutrophiles. Effet, plusieurs fonctions des neutrophiles sont affectées, dont la migration, 

la sécrétion des granules azurophiles, ou encore leur capacité de phagocytose. Bien que les modèles murins 

montrent des défauts dans le compartiment lymphocytaire B477, seuls deux patients décrits à ce jour 

présentent des défauts de production d’anticorps.  

 

d. Immunodéficience combinée 

 

Nous évoquerons dans cette partie le cas de 3 immunodéficiences, dues à des mutations dans les 

gènes codant pour les protéines DOCK2, DOCK8 et RASGRP1. Certaines immunodéficiences primaires, 

plutôt que d’affecter en particulier un type cellulaire, vont toucher l’ensemble des cellules du système 

immunitaire. Et c’est le cas des 3 immunodéficiences précédemment citées. Les patients sont sujets à des 

infections bactériennes de manière récurrente, et particulièrement des infections touchant des voies 

respiratoires hautes et basses (e.g. sinus et poumons). Les protéines DOCK2 et DOCK8 font parties de la 

même famille de protéine GEFs et vont activer les Rho GTPases tels que CDC42 ou encore Rac1478, tandis que 

RASGRP1 est une GEF pour la protéine Ras.  

 

 Bien que le principal signe clinique de la déficience en DOCK8 soit le développement d’un syndrome 

d’hyper-IgE (surproduction d’anticorps IgE), les LTs sont également touchés, cela étant expliqué par 

l’expression protéique de DOCK8 principalement dans le compartiment lymphocytaire. Les patients 

présentent de l’eczéma, des infections respiratoires récurrentes, et sont sujets à des infections virales 

récurrentes. 

La déficience en DOCK8 impacte les fonctions de plusieurs cellules immunitaires. Par exemple, 

l’absence de DOCK8 induit un défaut de formation de la synapse immunologique dans les LTs, LBs et les 

cellules NK. En effet, DOCK8 est activée après l’engagement du TCR et active CDC42. DOCK8 va former un 

complexe avec la taline, WIP, WASP et CDC42 permettant la polymérisation des filaments d’actine ARP2/3 

dépendant. En parallèle, DOCK8 s’associe avec la taline et CDC42 en réponse à la signalisation LFA-1. Par 
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ailleurs, d’autres études ont démontré l’importance de la protéine DOCK8 dans la signalisation cellulaire, le 

contrôle de l’activité de transcription (STAT3) ou encore la production de cytokine (revue de Kearney et 

associés479). La différentiation des LTs vers la lignée TH17 est profondément impactée dû à un défaut dans la 

signalisation STAT3480. Ce défaut de signalisation a également été observé dans les cellules lymphoïdes innées 

de type 3 (ILC3)479. Chez les patients porteurs de mutations dans le gène DOCK8, un défaut de 

phosphorylation de la protéine STAT3 conduit à un blocage de sa translocation dans le noyau. 

 

La déficience en DOCK2 induit chez les patients une lymphopénie lymphocytaire T et B, associée à 

un défaut de prolifération des LTs. Par ailleurs, les patients présentent des infections respiratoires 

récurrentes et plusieurs épisodes de pneumonie. Le modèle murin déficient en DOCK2 a démontré un défaut 

dans l’activation de Rac1 en réponse à l’activation du TCR associé à un défaut de migration481,482. De la même 

manière chez l’humain, la déficience en DOCK2 conduit à un défaut d’activation de Rac1 dans les LTs, ainsi 

qu’à un défaut de migration des LTs et LBs. La capacité de polymérisation des microfilaments est également 

affectée dans ces deux populations cellulaires ainsi que dans les cellules NKs483.  

 

 Pour terminer, la protéine RASGRP1 a également été associée à une PID. En effet, les patients 

présentant des mutations dans le gène RASGRP1 présentent des infections récurrentes458,484. Les trois 

patients publiés présentent une augmentation de la population cellulaire LTγδ, ainsi qu’un inversement du 

ratio LT CD4+/LT CD8+. La protéine RASGRP1 agit en aval des récepteurs à l’antigène de lymphocytes. 

L’activation du TCR/BCR va permettre la génération de DAG qui va lui-même activer RASGRP1485. Les deux 

études publiées ont montré un défaut d’activation de la voie MAPK, caractérisé par un défaut de 

phosphorylation de Erk. L’activation des LTs est défectueuse induisant notamment un défaut dans la 

capacité cytotoxique des LT CD8+458, bien que le niveau d’expression de perforine et granzyme B soit plus 

élevé que dans les cellules contrôles. En ce qui concerne le compartiment LB, l’étude menée par Salzer et al 

décrit une augmentation des LB transitionnels, et une augmentation de production d’IgA. Par ailleurs, les 

LBs souffrent d’un défaut d’activation (diminution de l’expression des marqueurs d’activation en réponse à 

CD40L et IL-4) conduisant à une prolifération défectueuse. La recombinaison de classe est également 

affectée par l’absence de RASGRP1.  

Tout comme les LT CD8+, les cellules NK présentent un défaut de cytotoxicité, dû à une formation 

anormale de la synapse immunologique, un défaut d’accumulation d’actine au niveau de l’aire de contact, 

ainsi qu’un défaut de polarisation du MTOC et des granules lytiques. Ces granules lytiques présentent un 
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défaut de mobilité dans les NKs. Outre son rôle de régulateur du cytosquelette d’actine, RASGRP1 est 

également associé au microtubule via son interaction avec la dynéine ce qui pourrait expliquer le défaut de 

transport des granules lytiques vers le MTOC486.  

 

 

e. Le cas de l’immunodéficience en CDC42 

 

L’immunodéficience en CDC42 est associée à un large spectre de phénotype clinique. En effet, certains 

patients présentent des symptômes similaires au syndrome de Takenouchi-Kosaki (dysmorphie, retard de 

développement, macro thrombocytopénie), alors que certains patients développent un syndrome NOCARH 

(Neonatal-onset cytopenia with dyshematopoiesis, autoinflammation, rash, and hemophagocytic 

lymphohistiocytosis)420,487–493. Les patients présentant le syndrome NOCARH possèdent des cellules NK dont les 

fonctions de cytotoxicité, de migration et de formation de conjugués sont déficientes494. Par ailleurs, les 

cellules provenant de ces patients surproduisent des cytokines pro-inflammatoires. Outre le syndrome 

NOCARH, la déficience en CDC42 peut conduire au développement de maladie auto-inflammatoire ou au 

développement de syndrome HLH (lymphohistiocytose hémophagocytaire). À ce jour, le pourquoi de ces 

différences phénotypiques cliniques reste sans réponse. 

 

5. Autres mutations génétiques associées à des défauts du cytosquelette 

 

D’autre protéines n’étant ni des protéines ABP, ni des protéines régulant l’activité des protéines ABP 

peuvent induire des PID et impacter le cytosquelette d’actine. Je traiterai ici de 3 immunodéficiences 

impactant le cytosquelette d’actine : les déficiences en MKL1, NIK et STK4. 

Les protéines MRTF (Myocardin-related transcription factor), dont fait partie MKL1, sont des protéines 

séquestrées dans le cytoplasme lorsqu’il y a une forte concentration d’actine globulaire (G-actine)495,496. 

L’activation des voies de signalisation conduisant à la polymérisation des microfilaments réduit la quantité 

d’actine globulaire disponible dans le cytoplasme. Les protéines MRTF, libres de G-actine, peuvent alors se 

transloquer dans le noyau, s’associer avec la protéine SRF (serum response factor)495,497. Le complexe ainsi formé 

peut se fixer sur les gènes cibles SRF, comme l’actine, la gelsoline, ou la vinculine. MKL1 est importante pour 

la formation de plaquette chez la souris498,499, bien que chez l’homme, la déficience en MKL1 ne conduit qu’à 

une thrombocytopénie intermédiaire425. En revanche les compartiments myéloïde et lymphoïde sont 



125 | P a g e  
 
 

fortement impactés par l’absence de cette protéine, cela étant associé avec une forte diminution du niveau 

de F-actine. Les neutrophiles de patients MKL1 déficients montrent un défaut de phagocytose ainsi qu’un 

défaut migratoire, caractérisé par une diminution de vélocité (la capacité de migration directionnelle est 

préservée). Les cellules dendritiques dérivés des PBMCs de patient montrent un défaut d’étalement sur la 

fibronectine, associé à une diminution voire absence de formation de podosomes. Puisque les 

protéines MRTF agissent sur la transcription de certains gènes, Record et al. ont voulu étudier quels sont les 

gènes cibles de MKL1. Dans la lignée dHL-60 MKL1-/-, l’absence de cette protéine induit une augmentation 

de la transcription de gène tels que ARHGEF11, ARCP1B, ARPC4, RAC1, WASP et N-WASP ainsi que la 

diminution de la transcription des gènes ACTB et CTTN (cortactine) notamment425. Ainsi, cette étude a 

permis de démontrer l’impact qu’a la protéine MKL1 sur la dynamique du cytosquelette d’actine. 

 

Il a été démontré que le cytosquelette d’actine agissait sur l’activation de la voie NK-κB via la voie de 

signalisation NADPH oxidase500. Une perturbation de la voie NK-κB peut également impacter la dynamique 

des microfilaments. En effet, la déficience en NIK (NK-κB-inducing kinase) se traduit chez les patients par une 

lymphopénie B, une diminution des populations cellulaire NK, TFH et TEM (LTs effecteurs mémoires). Les 

patients souffrent d’infections virales et bactériennes récurrentes. Que ce soit la voie canonique ou non-

canonique de NK-κB, les deux sont impactées par l’absence de la protéine NIK (démontré par un défaut de 

translocation de p52 et p50 dans le noyau). Par ailleurs, les cellules NK présentent un défaut du remodelage 

du cytosquelette d’actine lors de la formation de la synapse immunologique, associés à un défaut de 

polarisation des granules lytiques. 

 

La protéine STK4 (précédemment nommée MST1) joue un rôle dans l’apoptose (rôle pro et anti-

apoptotique). Chez l’humain, la déficience en STK4 est une immunodéficience primaire autosomal récessive 

caractérisée par une lymphopénie de LT CD4+ et des infections récurrentes501–507. Les lymphocytes T sont 

particulièrement marqués par cette déficience puisque l’absence de STK4 induit une diminution de leur 

prolifération, augmente leur susceptibilité à l’apoptose et induit la dérégulation du facteur de transcription 

FOXO3. 
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Objectifs de la thèse 
 

Les PID offrent un terrain d’étude unique pour élucider le rôle de protéines essentielles aux fonctions 

immunitaires chez l’homme. De telles études ont notamment permis de mettre en lumière de 

nombreuses protéines convergeant vers la régulation du cytosquelette d’actine comme support crucial 

à la mise en place de multiples étapes dynamiques de la vie des cellules immunitaires. Dans ce contexte, 

l’objectif de ma thèse a été de me focaliser sur certaines de ces pathologies encore très peu étudiées, 

essentiellement les déficiences en WIP, ARPC1B et WDR1, pour en élucider les défauts cellulaires. Au 

travers de la caractérisation de cellules de patients, j’ai voulu répondre à 3 questions fondamentales : 

1- Les carences en protéines contrôlant un même processus de remodelage de l'actine (branching) 

conduisent-elles à des défauts cellulaires et à une pathologie similaire ?  

2- Un processus donné de remodelage de l'actine (severing) participe-t-il au soutien à des fonctions 

variées au sein de différents sous-types de cellules immunitaires ?  

3- Au-delà du rôle des régulateurs du cytosquelette d’actine dans l’immunité anti-infectieuse, 

contribuent-ils au processus inflammatoire observé dans certains PID via l’activation de 

l’inflammasome ?  

 

 Dans un premier temps, j’ai eu l’occasion de travailler sur la déficience très rare en WIP au 

travers de l’étude d’un patient. Sur la base des travaux précédents de l’équipe d’accueil sur la déficience 

en WASP, j’ai employé différents tests fonctionnels et des approches d’imageries cellulaires pour 

caractériser les effets de la déficience en WIP dans les lymphocytes B et les lymphocytes T. J’ai ensuite 

appliqué une partie de ces approches à l’étude des lymphocytes T de patients déficients en ARPC1B 

(sous-unité du complexe ARP2/3, en aval de WASP et de WIP). Au-delà des résultats présentés sous 

forme d’articles publiés, je développerai dans la discussion mon analyse des similitudes et différences 

de ces déficiences naturelles de la polymérisation d’actine, ainsi que ma vision de la nécessité 

d’analyses plus systématiques et comparatives de ce type de pathologies. 

 

Durant la seconde partie de ma thèse, j’ai eu l’opportunité d’étudier une cohorte de patients 

porteur de mutations dans le gène WDR1, contrôlant le processus de severing des filaments l’actine. Ceci 

a été pour moi l’occasion de tester le rôle de WDR1 au sein de multiples types cellulaires : neutrophiles, 
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monocytes, lymphocytes B et lymphocytes T. Le travail publié montre que la déficience en WDR1 a des 

impacts très variés sur les différents types cellulaires. J’élaborerai ensuite dans la discussion la capacité 

du cytosquelette d’actine à soutenir des activités très variées au sein des cellulaires immunitaires.  

 

Dans la partie finale de ma thèse, je me suis intéressée au lien entre cytosquelette d’actine et 

inflammasome. En effet, dans le cas de la déficience en WDR1, mais également celles en WASP et 

ARPC1B, les patients sont sujets à développer des inflammations chroniques et des phénomènes auto-

inflammatoires. Bien que ces épisodes inflammatoires pourraient être le résultat de la combinaison 

d’infections récurrentes avec un défaut de clearance des pathogènes, les récentes études montrant 

l’impact de protéines du cytosquelette dans l’activation des inflammasomes laissent à penser qu’un lien 

moléculaire existe entre les régulateurs du cytosquelette d’actine et les inflammasomes. Je présenterai 

les résultats préliminaires obtenus, puis indiquerai dans la partie discussion les perspectives à ce projet 

non finalisé. 

 

Mon manuscrit de thèse se conclu par la présentation sous forme d’annexes des travaux 

additionnels auxquels j’ai pris part lors de mes séjours dans les laboratoires du LBI-RUD et du CPTP. 

Il s’agit des articles publiés sur la déficience en RASGRP1 et la déficience en DEF6. Enfin il s’agit d’une 

étude de caractérisation des mécanismes d’action de lymphocytes régulateurs thérapeutiques. 
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Papier #1: « WIP deficiency severely affects human lymphocyte architecture during migration and 

synapse assembly » - 1er auteur 

Lettre, publiée dans « Blood », 2017 

Résumé 

  

La protéine WIP (Wiskott-Aldrich syndrome protein –interacting protein ; WASP-interacting 

protein) est un régulateur clef dans la dynamique de l’actine. Chez l’homme, la déficience en WIP a été 

étudiée au niveau d’un patient unique, révélant une immunodéficience liée à des défauts dans la 

motilité des lymphocytes et de cytotoxicité des cellules NK.  

Par notre étude plus poussée d’un nouveau patient WIP déficient, nous avons pu explorer 

quelles altérations du cytosquelette d’actine étaient sous-jacentes aux défauts lymphocytaires. Le 

patient est porteur d’une mutation WIPF1 non-sens homozygote induisant la perte d’expression 

protéique de WIP et WASP. Des lymphocytes périphériques ainsi que des cellules souches 

hématopoïétiques CD34+ de la mère HLA compétente ont été infusées séquentiellement, permettant 

une greffe de lymphocytes T continue. En accord avec son rôle dans le chimiotactisme, WIP est 

localisée au niveau du lamellipode riche en actine, et stabilise cette structure pour permettre une 

migration directionnelle continue vers le gradient de chimiokine. Les lymphocytes CD8+ WIP déficient 

montrent une diminution drastique de leur capacité cytotoxique associée à un défaut de formation de 

la synapse immunologique. Ce défaut est caractérisé par un étalement cellulaire non radial et de 

longues fibres d’actine. En accord, WIP se distribue en clusters parmi la structure d’actine en 

périphérie de la synapse immunologique.  

En conclusion, nous avons montré dans cette étude que WIP contrôle l’ultrastructure et la 

dynamique du réseau d’actine requit pour l’assemblage des protrusions au niveau du lamellipode lors 

d’évènements tels que la migration ou la formation de la synapse lytique. 
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Contribution à l’article 

J’ai pris part à l’élaboration du projet, son exécution expérimentale ainsi qu’au travail de réflexion 

et d’écriture de l’article. J’ai en outre coordonné et centralisé l’ensemble des données des différents 

collaborateurs cliniques et scientifiques.  

Concernant le travail expérimental, J’ai pris soin de générer et de cultiver l’ensemble des modèles 

cellulaires (lymphocytes T primaires, cellules dendritiques, lymphocytes B-EBV, transductions 

lentivirales). Concernant les données présentées dans les figures, j’ai généré les données suivantes : 

- Figure 1 :  

o Western blot de l’expression protéique de WIP et WASP (A) 

o Exécution et analyse des expériences de migration (D) 

o Exécution et analyse de la stimulation chimiokinique (E-H) 

o Expérience de sauvetage d’expression protéique de WIP, exécution et analyse des 

expériences de migration des cellules B-EBV (I) 

- Figure 2 : 

o Exécution (B, C, D, G) et analyse (B-E, H) 

- Exécution et analyse des figures annexes S1, S2, S3  
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The high motility of immune cells and their ability to establish cell
to-cell contacts depend on a tight regulation of actin cytoskeleton 
dynamics. Murine studies have identified the Wiskott-Aldrich syn
drome protein (W ASP)-interacting protein (WIP) as a key regulator of 
actin dynamics in immune cells.1

-
7 Co1Tespondingly, a previously iden

tified WIP-deficient patient suffered from lymphopenia and harbored 
defects in T-cell proliferation, chemotaxis, and natural killer-mediated 
cytotoxicity. 8 

We investigated a 2-year-old patient, who had bronchiolitis and 
viral pneumonia in ms first month of life. At 3 months, he developed 
pneumonitis requiring mechanical ventilation. Cytomegalovirus 
(CMV) was detected in all tested body fluids. Intermittent episodes 
of bloody diarrhea suggestive of inflammatory bowel disease or 
recurrent intussusception required platelet and red blood cell 
transfusions. The patient exhibited psychomotor delay without 
evidence of encephalitis. He had hypergammaglobulinemia and a 
reduced proportion of memory B cells (supplemental Table l; 
supplemental Figure 1, availab le on the Blood Web site). Profound 
C04 + T-cell lymphopenia was associated with skew ing toward an 
effector memory phenotype. Relative proportions ofblood TCR-y8 + 

and cos+ T cells were increased (supplemental Figure 1), most 
cos+ T cells also displaying an exhausted effector memory 
phenotype. In line with the Jack of naive T cells, thymie development 
appeared abnormal as supported by thymus involution and low 
T-cell receptor excision circles and thymie emigrants. T-cell 
proliferative responses were reduced to borderline normal (supple
mental Table 1). As the clinical situation of the patient was deemed 
too severe for a fully conditioned allogeneic hematopoietic stem 
cell transplantation (HSCT) as performed recently for WIP-deficient 
patients,9 sequential infusions of peripheral lymphocytes and stem 
cells from the HLA-identical mother were performed at the 10th 
to 13th month of life (Figure 1 A), resulting in sustained T-cell 
engraftment, CMV elimination from peripheral blood, and severe 
infection cessation until the last follow-up at 2 years of age. Applying 
a next-generation sequencing (NGS)-panel covering > 250 causative 
primary immunodeficiency genes, 10

• 
11 we identified a homozygous 

stop-gain mutation in the WIPFJ gene(c.C373T, p.Rl25X; Figure 18), 
resulting in Joss of WIP and W ASP expression (Figure l C), sup
porting arole for WIP in stabilizing WASP.2 

Given the rarity of this disease, we aimed to further explore actin 
dynamics and ultrastructure in human WIP-deficient leukocytes to 
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provide insight into molecular pathomechanisms. WIP-deficient T cells 
displayed severely irnpaired migration toward CCL19 and CXCL12 
(Figure 10). Although the migration defect toward CCLl 9 might 
in part result from reduced CCR7 expression (supplemental Figure 2), 
the defect toward CXCL 12 was independent of reduced CXCR4 
expression, suggesting an intrinsic defect. We further investigated 
whether actin polarization abnormalities may underlie impaired 
migration of WIP-deficient T cells. On poly-L-lysine, patient T cells 
appeared abnormally large, harbored aberrant shapes, and reduced 
roundness (Figure lE-F). Upon chemokine stimulation, these cells 
emitted multiple actin-rich strnctures, but failed to elongate and to 
assemble distinct leading and trailing edges (Figure 1E-F). The 
morphological abnormalities of WIP-deficient T cells were further 
confirmed by examining side-by-side T cells from patient and donor 
origin in a blood sample recovered post-DLI. lndeed, residual WIP
negative patient T cells displayed aberrant morphology and reduced 
ability to elongate (Figure lG-H). 

To assess the role of WIP in B-cell chemotaxis and to verify that the 
migration defects were a direct consequence of WIP deficiency, we 
established 2 complementary cellular models. First, WIP expression 
was knocked down in normal Epstein-Barr virus (EBV)-immortalized 
B cells (WIP-KD), leading to concomitant loss of W ASP expression 
(supplemental Figure 3A). Second, a tagged WIP construct was 
stably introduced in patient EBV- irnmortalized B cells, restoring WIP 
expression (supplemental Figure 3A). When exposed to a CCLl 9 
gradient in dedicated chambers, 12 WIP-KD cells fai led to migrate 
toward CCLl 9, as depicted on the tracking maps (supplemental 
Figure 3B). Accordingly, patientcells failed tomigratetowardCCLl9, 
whereas restoration of WIP expression rescued directional migration. 
Further analysis of cell motility parameters in both models revealed 
WIP as key regulator ofboth speed and orientation along the chemokine 
gradient (Figure 11). We then studied how WIP deficiency might affect 
the uni versai coupling between cell speed and cell persistence. This rule 
states that fast cell s are more directional, because speed promotes actin
dependent maintenance of polarity. 13 We first established that this rule 
applies to normal B cells exposed to a chemokine gradient, as indicated 
by the positive correlation between speed and forward migration index 
(Figure lJ). The slope of this correlation was clearly affected in 
WIP-KD B cells, indicating that increased speed poorly translated into 
a gain in directionality and suggesting that WIP controls cell polarity. 
lndeed, following introduction of LifeAct-GFP in WIP-KO B cells, 
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these cells failed to stabilize a polarized morphology (Figure 1 K). The 
cells emitted large filopodia and pseudopodia in various directions, 
resulting in abnormally high shape volatility. Consequently, WIP-KD 
B cells failed to orientale toward CCL19 (Figure IL) and to polarize 
actin directionally (Figure lM). Our study highlights the requirement 
for WIP in sustaining persistent actin-dependent lymphocyte polarity 
required for chemokine-evoked directional moti]ity. 

Although WlP controls natural killer cell-mediated cytotoxicity 
via a role in lytic granule polarization,8•

14 its contribution to cos+ 
T-cell-mediated cytotoxicity is unknown. Expanded patient COS + 
T cells expressed n01mal perforin level (Figure 2A), but displayed 
reduced swface exposure of LAMPl upon interaction with aC03-
coated PS 15 cells (Figure 2B). This defective exocytosis translated into 
reduced target cell killing (Figure 2C). Prolonged interaction with target 
cells, used to mimic physiological conditions, 15 amplified the killing 
defect. The reduced capacity of WIP-deficient cos+ T cells to secrete 
lytic granules and eliminate target cells may result from a failure 
to assemble the immunological synapse (IS), a structure that 
highly depends on actin cytoskeleton dynarnics. 16 WIP-deficient COS+ 
T cells displayed aberrantly elongated shapes and actin-rich protrusions, 
both when encountering uncoated and aC03-coated PS 15 cells 
(Figure 20). In contrast to control cells, WIP-deficient cos+ T cells failed 
to assemble an IS and to polarize lytic granules toward target cells 
(Figure 2E-F). In healthy T ce lis, WlP and F-actin colocalized at the IS, 
supporting a role of WlP in actin cytoskeleton remodeling during 
IS assembly, in addition to its role in lytic granule polarization 
(Figure 20). Because the sequential unconditioned OLI/HSCT 
approach resulted in T-cell chimerism only, we wondered whether 

the IS between WIP-deficient DCs and normal donor T cells would 
be affected. Indeed, the OC cytoskeleton has been shown to contribute 
to T-cell capture17 and stability ofIS. 18 OCs harboring a normal pheno
type were differentiated from patient monocytes ( data not shown). When 
coated with superantigens, these cells were able to both capture multiple 
WIP-positive donor T cells and promote tight contacts (Figure 20-H), 
suggesting that the OLI/HSCT procedure normalized IS formation. 
However, it remains possible that the quality of T-cell activation is 
irnpacted by lack of WlP in OCs, calling for cautious follow-up of the 
patient's ability to mount T-cell responses. To investigate how WlP 
may control actin cytoskeleton meshwork organization in the context 
of the IS, we used structured illumination microscopy to image T cells 
spreading over ICAM- l/aC03. As expected, control T cells assembled 
a wide radial structure, the periphery of which was composed of an 
F-actin ring, consisting of a dense meshwork of short actin fibers 
(Figure 21), with WIP forming tiny patches at the IS periphery 
intermingling with actin filaments. By contrast, WIP-deficient 
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T cells displayed aberrant morphologies, both over ICAM-1/aC03 
(Figure 21) and poly-L-lysine (supplemental Figure 4A). Zoomed areas 
of the T cells from the patient revealed aberrant actin organization 
dominated by elongated fil amentous structures. Analysis of actin 
coherency showed that WIP-deficient T cells were enriched in actin 
structures oriented in 1 main direction (Figure 2J; supplemental 
Figure 4B). These data reveal that WlP controls the organization of a 
reticulated actin meshwork ultrastructure, contributing to the integrity 
of the cell cortex and sustaining synaptic lamellipodia assembly. 

Collectively, we identify WlP as a central protein to control actin 
meshwork ultrastructure and dynarnics required to maintain lymphocyte 
shape integrity and to assemble Iamellipodial protrusions critical for 
chemotaxis and lytic synapse formation. The severe clinical course of 
the WIP-deficient patient and the associated lymphocyte defects 
illustrate the essential role of WIP for human immunity. 

*L.P. and M.G.S. contributed equally to th is study. 

tK.B. and L.D. contributed equally to this study. 

The online version of this article contains a data supplement. 
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Figure 1. Identification of a WIP-deficient patient and of the role of WIP in lymphocyte chemotaxis. (A) Immune reconstitution and plasma CMV load in the patient alter 
sequential infusion of peripheral blood lymphocytes and stem cells !rom the HLA-identical mother (sequential DLI/HSCT). Doses were calculated for a targe! number of T cells 
(!rom 1 x 106/kg CD3+ to maximum 1 x 107/kg CD3+ cells ; white triangles) and stem cells (2 x 107/kg CD34+ plus 2 x 107/kg CD3+ cells; black triangles). Plasma 
concentration of CMV nucleic acid is shown as copies per milliliter (dotted line, left y-axis). Chimerism of maternai CD3+ T cells is plotted as absolute number (solid line, left 
y-axis) and proportion (gray-shaded area, right y-axis) . (B) Electropherogram of Sanger sequencing depicting the homozygous c.373C> T mutation in WIPF1. (C) Western 
blot analysis of WIP and WASP in EBV-immortalized B cell lysates from 2 healthy donors, the WIP patient and a Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) patient. Data were 
confirmed in 3 independent experiments. (D) Transwell migration of expanded T cells in response to the indicated concentrations of CCL19 and CXCL12. Histograms 
correspond to the mean ± standard deviation of triplicata values of 1 representative experiment out of 3. (E) Representative pictures of expanded T cells !rom the patient and 
a control, following stimulation with CCL 19 or CXCL 12 and staining for WIP and F-actin. (F) Roundness and aspect ratio values were extracted with lmageJ analysis !rom 
45 to 106 cells per condition. (G) Representative pictures of T cells recovered post-DLI/HSCT, stimulated with CCL19 or CXCL12 and stained for WIP and F-actin. (H) 
Roundness and aspect ratio values were extracted with lmageJ analysis !rom 42 to 72 cells per condition. (1) Speed and forward migration index were extracted from the 
trajectory records of the indicated cells using the lbidi chemotaxis tool. Data represent 1 representative experiment out of 3. (J) Plots showing correlation between cell speed 
and forward migration index along the y-axis (chemokine gradient) for the indicated cells. Data represent 1 representative experiment out of 3 performed. (K) Time-lapse video 
recording of the LifeAct-GFP expressing wt or WIP-KD B cells exposed to a CCL 19 gradient, with color plot showing time evolution of cell contour. The volatility values pertain 
to the representative cells shown in the time-lapse series. (L) Plots representing the cell polarization angle frequency. The CCL 19 source is on top. The orientation of the major 
cell axis was calculated for 400 cell snapshots per condition. (M) Values of actin polarization vector, calculated as the distance between cell and actin centers of mass. The 
length of the vector was projected along the y-axis to combine actin polarization with cell orientation along the chemokine gradient. Data stem !rom 400 cell snapshots per 
condition. DLI , donor lymphocyte infusion; ns, not significant. Pt, patient. • P < .05, .. P < .01 , ... P < .001. 
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Figure 2. WIP contrais cos+ T lymphocyte cytotoxicity and actin meshwork ultrastructure at the IS. (A) Flow cytometry analysis of CD4, CDS, and perforin expression 
in purified cos+ T cells expanded from a healthy donor and the WIP-deficient patient. (B) LAMP-1 expression al the surface of cos+ T cells upon incubation with PS15 cells 

coated with the indicated concentrations of cxCD3 antibody. (C) cos+ T-cell cytotoxic activity assessed by counting the residual alive PS15 targe! cells alter 4 or 24 hours. (D) 
Representative pictures of healthy donor cos+ T cells and patient cos+ T cells forming conjugales with PS15 cells coated or not with cxCD3 antibody. Fixed conjugales were 

stained for WIP, F-actin , and perforin. (E) The proportion of T cells forming a synaptic contact with PS15 cells was assessed from confocal images. At least 300 cells were 
analyzed per condition . (F) The distance from lytic granules to the T cell- PS15 cell interface was calculated from confocal images. (G) Representative pictures of conjugales 

formed between T cells and DCs precoated or not with a cocktail of superantigens. Cells were isolated from the blood of the mother or the patient post-DLI/HSCT, as 
indicated. Fixed conjugales were stained for WIP, F-actin, and 4 ' ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). (H) The distribution of the number of T cells captured per DC is 
represented for each indicated condition. (1) Reconstructed structured illumination microscopy images of healthy donor and patient cos+ T cells spreading over ICAM-1 / 

cxCD3. Staining for W IP, F-actin, and DAPI is shown for a ventral section of 110-nm thickness. Zoomed areas reveal actin meshwork architecture and WIP distribution. (J) The 
quantification of actin liber coherency corresponds to the analysis of 20 zoomed areas per condition. DC, dendritic cell. HD, healthy donor. SAg, super-antigens. •p < .05, 
.. p < .01 , ... p < .001 . 
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Origins of myelodysplastic syndromes after aplastic anemia 
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The course of aplastic anemia (AA) is often complicated by the de
velopment of clonai disorders such as paroxysmal noctwnal he

moglobinuria (PNH) and secondary myelodysplastic syndromes 
(sMDS). 1

-
5 Identification of patients at risk for development of sMDS 

following AA, and distinguishing them from those with primary hy

poplastic MDS (hypo-MDS) resembling AA, is important for the 

timely initiation of appropriate therapy. To determine potential discrim

inating features, we compared mutational disease evolution patterns 

among patients with AA, PNH, sMDS, hypo-MDS, and typical pri

mary normo/hypercellular MDS (hyper-MDS). 
Bone marrow and/or blood samples were collected from 258 AA 

and 59 PNH cases at Cleveland Clinic and University Hospital Base! 

(supplemental Tables 1 and 2, available on the Blood Web site). 

Among them, 35 patients whose initial AA or PNH progressed to 
sMDS were identified (Table 1; supplemental Tables 1, 2B, and 3). 

For comparison, we assembled a cohott of 853 patients with primary 

MDS (pMDS) that included 28 hypo-MDS and 825 hyper-MDS 

(supplemental Tables 1 and 2A; for details, see supplemental Ma
terials and methods).6

•
7 We assessed copy number alterations by 

single nucleotide polymorphisrn (SNP) array karyotyping8
•
9 and 

somatic mutations by whole exome sequencing (supplemental Figure 1) 

and targeted deep sequencing (supplemental Table 4). 
First, we analyzed al! AA and MDS comparison groups serving as 

disease controls by targeted deep sequencing (supplernental Table 4). 

Somatic mutations were detected in 69/133 AA patients (32nl at 
presentation vs 42n4 cases after 1ST; 12 cases were included in both 

cohorts ). In contrast, acquired alterations were detected in 15/23 sMDS 

patients and in 657/853 pMDS patients (supplemental Figure 2A). 

As previously shown,5 rnost sMDS patients (63 %) were charac
terized by - 7/del(7q) evolution (Figure 1 A; supplernental Table 3). 

By cornparison, only 14% of pMDS patients had -7/del(7q), as 

assessed by both metaphase cytogenetics and SNP arrays. The 

average number of somatic mutations by targeted sequencing was 
0.8, 1.0, 1.5, 1.5, and 2.0 in PNH, AA, sMDS , hypo-MDS, and 
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WIP deficiency severely affects human lymphocyte architecture 

during migration and synapse assembly 

Supplementa/ section : 

- Material and methods 

- Table S1 

- Figures S1 - S4 
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Material and methods 

Patient 

The studies including immunologie diagnostic procedures and genetic analyses were performed 

in accordance with guidelines of good clinical practice, the current version of the Declaration of 

Helsinki, with written informed consent from the patient's legal representatives, and with 

approval from the appropriate Institutional Review Boards of Medical Universities of Graz and 

Vienna. Routine clinical data were obtained by retrospective chart review. 

Sequential donor lymphocyte infusions with HLA-identical maternai blood were performed from 

the 10th month of life onwards, accompanied by sirolimus treatment during the first month. A 

total of four donor lymphocyte infusions at increasing doses (from lx106/kg to max lx107/kg 

CD3+ cells) and two peripheral stem cell donations (2xl07/kg CD34+ plus 2xl07/kg CD3+ cells) 

were given until the 13 th month of life, leading to elimination of CMV from peripheral blood 

(from > 104/mL to permanently negative tests) and complete clinical stabilization regarding 

infections until the last follow-up at two years of age. This procedure led to sustained donor T

cell and NK-cell engraftment (CD3+ cells: 61.5%; CD56+ cells: 41.3% donor chimerism), but 

reduced donor B cells and myeloid cell engraftment (CD 19+ cells: 1.9%; CD33+ cells: 0.4% 

donor chimerism). 

Shortly before the scheduled dismission from ICU at 11 months of age, he developed volvulus 

and subtotal intestinal necrosis, making bowel resection necessary. From then on, although 

already weaned, he has been requiring total parenteral nutrition due to short bowel syndrome. 

Because of severe thrombocytopenia, the patient has been requiring platelet support by 

thrombopoietin receptor agonist treatment and sporadic platelet infusions. 
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Primary cells and cell lines 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from the WIP patient and healthy donors were 

isolated by Ficoll gradient. T cells were expanded by stimulation of the PBMCs with irradiated 

PBMCs and EBV-immortalized B cells (B-EBV, JY cells), IL-2 (l00U/mL) and IL-15 (5ng/mL) 

in RMPI medium containing 5% human serum. This stimulation was repeated every two weeks 

for further expansion. A B-EBV line was generated from the patient following EBV virus 

infection of PBMCs. Monocytes-derived dendritic cells (MDDC) were generated by cultivating 

adherent PBMC during 6 days in RMPI 1 % human serum supplemented with 

Penicillin/Streptomycin, HEPES, 750 U of GM-CSF and 100 U ofrecombinant IL-4 (Peprotech). 

Then, MDDCs were maturated ovemight with 1 µg/mL LPS. The purity and maturation stage of 

the MDDCs were checked by flow cytometry using CD14-APC, CD1 lc-V450, CD80-PE, CD86-

PC7 and HLA-DP/DQ/DR-FITC Abs. The WASP-deficient B-EBV line was derived from the 

WAS2 patient described previously1. WIP expression knock-down was obtained by transducing 

JY cells with a WIPF 1 shRNA-encoding lentiviral vector (Sigma Aldrich) followed by 

puromycin selection. The B-EBV cells from the patient and a healthy donor were transduced with 

a lentiviral vector encoding Lifeact-GFP (Ibidi) to visualize actin dynamics or encoding 

mCherry-WIP to rescue WIP expression2
. 

Targeted Exome Sequencing 

Genomic DNA of patient was enriched using HaloPlex Target Enrichment System (Agilent 

Technologies Inc.) as previously described3
'
4

. Exome sequencing was performed on Illumina 

HiSeq2000 (Illumina Inc.) Sequencer running on HiSeq Control Software (HCS) 1.4.8, Real time 

Analysis Software (RTA) 1.12.4.2. Variants with a minor allele frequency of more than 0.01 

were excluded and lists were further filtered for rare variants within the exons of the targeted 

3 
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genes. Primers of candidate variants were designed for PCR amplification and capillary 

sequencing, as previously described5
• 

Lentiviral vectors 

Lentiviral vectors were produced in HEK293T cells by co-transfecting the mCherry-WIP transfer 

vector2
, the envelope plasmid pMD.2G and the packaging plasmid pCMVR8.91, as previously 

described6
• Lentiviral particles were harvested 48 and 72h post transfection, filtered and stored at 

-80°C until use. B-EBV cells were spinocculated with a 1/5 dilution of the virus stock in the 

presence of polybrene. 

Immunophenotyping 

Antibodies were added on lxl06 PBMCs from the patient and two normal donors and incubated 

30min on ice in the dark. After antibody incubation, the cells were washed in PBS and analyzed 

on a Fortessa cytometer (BD Biosciences). The following antibodies were used: CD3-APC-H7, 

CD4-BV605, CD8-FITC, CD45RA-AF700, CD27-V450, CCR7-CF594, CD95-PeCy7, CD244-

PE, CD19-PerCPCy5.5, IgD-FITC, CD27-V450, CD21-PE, CD38-PE-Cy7, IgM-APC, 

TCRv~ll-FITC, TCRv24-PE-Cy7, CD4-PE, CD8-V450, CD45RA-AF700, CCR7-BV421, 

CXCR4-PE-Cy5, CD31-APC from BD Biosciences and Beckman Coulter. 

Western blotting 

Cell lysates from B-EBV cells were prepared using lysis RIPA buffer, loaded on a 10% SDS

PAGE and transferred onto a polyvinylidene fluoride membrane. Proteins were detected using 

rabbit polyclonal anti-WIP antibody (H-224, Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal anti

WASP antibody (H-250, Santa Cruz Biotechnology) and mouse monoclonal anti-GAPDH 

4 
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antibody (Santa Cruz Biotechnology). HRP-coupled secondary antibodies were added and 

developed with an ECL Kit. 

Transwell Assay 

T cells were resuspended in RPMI 0.5% BSA medium and deposited (0.25x105 cells/50µL) on 

the filters of a 5-µm pore size 96-well transwell plate (Coming). CCL19 or CXCL12 (Peprotech) 

were added at the indicated concentrations to the lower chamber. After 4h of incubation at 37°C, 

the transmigrating cells were collected, transferred into a U-bottom 96-well plate and counted 

with a Fortessa cytometer equipped with a plate sampler (BD Biosciences). The proportion of 

migrating cells was normalized to the initial input. 

Real-time chemotaxis 

The central channel of collagen coated chemotaxis 3D µ-slides (IBIDI) were seeded with B cells 

in RPMI 0.5% BSA medium. CCL 19 was added in one of the 2 reservoirs to establish a 0 to 

1 00ng/mL gradient over the central channel. Cell migrating within the central channel of the µ

slides were imaged at 37°C/5%CO2 with a Zeiss LSM780 confocal microscope equipped with a 

Plan-Apochromat 63x objective (1 .4NA, oil immersion) using 2 PMTs and a GaAsP detector. 

Cell polarity was plotted as a wind-rose graph representing orientation of major cell axis. Actin 

polarization was measured as a vector between the center of mass of the cell and that of its F

actin. This vector was projected along the Y-axis (chemokine gradient), yielding positive or 

negative values (in µm) depending on the cell orientation. 

5 
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Cytotoxicity assay 

The cytotoxicity assay was adapted from a redirected killing assay described previously7. In brief, 

GFP-expressing P8 l 5 cells were preloaded with different concentrations of aCD3 Ab (OKT3 

clone, eBioscience) and pretreated with 0.2µg/mL aphidicolin (Sigma Aldrich) to prevent their 

proliferation. Purified CD8+ T cells (MagniSort Human CD8+ T-cell Enrichment Kit, 

eBioscience) were incubated for 4 or 24h with P815 cells at different ratios in a U-bottom 96-

well plate. 7-AAD (BD pharmingen) was added to the cell suspensions prior to analysis on a 

Fortessa flow cytometer equipped with an automated plate reader device (BD Bioscience) to 

count absolute numbers ofresidual alive P815 cells (GFP+/7-AAD} 

Confocal microscopy 

To assess T cell polarization upon chemokine stimulation, expanded T cells were resuspended in 

RPMI 0.5% BSA, containing l00µg/mL CCL19 or CXCL12 and transferred onto poly-L-lysine 

coated slides. After lOmin of incubation at 37°C, T cells were fixed with 3% PFA and stained 

with Phalloïdin-AF546 (Life Technology) and WIP rabbit polyclonal Ab (H-224, Santa Cruz 

Biotechnology) in permeabilization buffer (eBioscience). Zenon a-rabbit AF488 IgG (Life 

Technology) was used to reveal the WIP staining. Stained cells were mounted between slides and 

coverslips using DABCO mounting medium. They were imaged on a Zeiss LSM700 confocal 

microscope with a Plan-Apochromat 40x Objective (1.3NA, oil immersion) and 2 detectors with 

short and long pass filters (PMT 1: SP 490, SP 555, SP 

640 nm and PMT 2: LP 490, LP 560, LP 640 nm). Analysis of roundness and aspect ratio was 

performed on the F-actin mask with the ImageJ software. 
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To assess immunological synapse formation, expanded T cells were conjugated with either 

aCD3-coated P815 cells (l0µg/ml OKT3 clone, eBioscience) or super-antigen-coated monocyte

derived DC (l00ng/ml ofa cocktail ofTSST-1, SEA, SEB and SEE, Toxin Technology) at a 2:1 

ratio for l0min on poly-L-lysine coated slides. Following fixation with 3% PFA, cells were 

stained with Phalloïdin-AF546 (Life Technology), WIP rabbit polyclonal Ab (H-224, Santa Cruz 

Biotechnology) and perforin Ab (dG9 clone) in permeabilization buffer (eBioscience). WIP and 

perforin were revealed with AF647- and AF488-coupled secondary Abs (Life Technology). 

Stained cells were mounted between slides and coverslips using DABCO mounting medium. 

They were imaged on a Zeiss LSM780 confocal microscope with a Plan-Apochromat 63x 

objective (1 .4NA, oil immersion) using 2 PMTs and a GaAsP detector. Conjugate formation was 

calculated as the percentage of T cells engaged with P815 cells. Lytic granule polarization was 

assessed by measuring with the line tool of ImageJ the distance of individual perforin positive 

granules to the center of the T cell to P815 contact area. The ability of DC to form conjugates 

with T cells was measured by counting the number ofT cells captured by individual DC. 

Structured illumination microscopy 

CD8+ T cells were seeded on 1.5H coverslips precoated with poly-L-lysine or a combination of 

4µg/ml recombinant ICAM-1/Fc chimera (R&D Systems) and l0µg/ml OKT3. Cells were fixed 

with 4% PFA and stained in permeabilization buffer with Phalloïdin-AF546 and WIP rabbit 

polyclonal Ab (H-224, Santa Cruz Biotechnology), followed by AF488-labelled a-rabbit Ab 

(Life Technology). Coverslips were mounted in Vectashield H-1000 (Vector lab). 3D-SIM 

images were acquired with a Zeiss Elyra PSI 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 

7 
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multicolor SR-SIM image (green, red channels) was obtained with the 488nm and 561nm laser 

excitation, using respectively the 28µm and 32µm optical grids. For each acquisition, the grid 

was rotated to three pre-aligned angles. At each rotation the grid was translated five times to 

collect images with fi ve phases. Acquisition of z-stacks was implemented with a step of 110nm 

between axial planes to cover a maximum of IOµm depth. The lateral pixel size was 65nm in the 

acquired images and 32nm in the reconstructed images. The 3D-SIM images were reconstructed 

with the Zeiss ZEN software and further verified with SIMcheck (Image J, plu gin). Actin 

meshwork organization was analyzed with the coherency parameter from the Orientation} plugin 

oflmageJ. 

Statistical analysis 

Data sets were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney test or a Student-t-test. *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001. 
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Supplemental figure legend 

Figure S1. Phenotyping of the patient PMBCs. Frozen PBMCs from a healthy donor and the 

patient were thawn and immediately phenotyped using different antibody panels: (A) CD4, CD8; 

(B) CD45RA, CCR7; (C) CD31, CD45RA; (D) CD19, CD3; (E) CD27, IgD. 

Figure S2. Expression of CCR7 and CXCR4 by expanded T cells. Flow cytometry analysis 

of CCR7 and CXCR4 at the surface of T cells expanded from the WIP-deficient patient and a 

healthy control. 

Figure S3. WIP controls human B-cell chemotaxis. (A) Western blot analysis of WIP and 

W ASP expression in JY cells, either untransduced, transduced with a scramble shRNA or a 

shRNA targeting WIPFJ (top panels); Western blot analysis of WIP expression in B-EBV cells 

from the patient transduced with a mCherry-WIP encoding lentiviral vector (bottom panels). (B) 

Thirty-minute trajectories of the wildtype or sh WIP JY cells, or EBV-transformed B cells from 

the patient untransduced or transduced with the mCherry-WIP encoding lentiviral vector upon 

exposure to a CCL 19 gradient. 

Figure S4. Spreading of WIP-deficient cos+ T lymphocytes over poly-L-lysine. (A) 

Reconstructed SIM images of healthy donor and patient CD8+ T cells spreading over poly-L

lysine. Staining for WIP, F-actin and DAPI is shown for a ventral section of 110nm thickness. 

Zoomed areas revealing actin meshwork architecture and WIP distribution. (B) The 

10 
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quantification of actin fiber coherency corresponds to the analysis of 20 zoomed areas per 

condition. 
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Table 51 : Clinical and immunological characteristics of the patient 
Clinical manifestations 

Failure to th rive 

Recurrent bacterial and viral infections (CMV pneumonitis, systemic CMV infection, Klebsiella sepsis) 

Cytopenia , predominantly thrombocytopenia 

Hepatosplenomegaly 

lmmunological characteristics 

Variable Patient values Reference range 

12 weeks 15 weeks 18 weeks 41 weeks 
Monocytes (cells/µL} 2358 2318 565 125 400-1000 

Leukocytes (cells/µL) 3.38 2.495 0.653 0.6 6,0 - 14 

Thrombocytes (cells/µL) 66 nd nd nd 140-440 

Neutrophils (cells/µL} 1.9 1.2526 0.4324 0.2197 1.0-8.5 

Eosinophils (cells/µL) 0,2 nd nd nd 0-0.7 

Basophils (cells/µL) 0.1 nd nd nd 0-0.2 

CD34+ cells/µL nd 332 12 nd 

T lymphocytes 

CD3+ cells/µL 6062 5955 803 683 1700-3600 

CD4•cells /µL 844 827 248 195 1700-2800 
CD25+ 2.82% nd nd nd 

HLADR+ 1.52% nd nd nd 

CD45RA+ 5.83% 199 66 40 

CD45RO+ 8.17% nd nd nd 

FoxP3. CD127•c025• 0.14% nd nd nd 

cos• cells/µL 3651 3576 450 421 800-1200 

CD25+ 0.17% nd nd nd 

HLADR+ 15.97% nd nd nd 

CD45RA+ 30.48% nd nd nd 

CD45RO+ 12.84% nd nd nd 

CD4/CD8 ratio/µL 0.23 nd nd nd 1.5-2.9 

TRECS / 1x105 CD3+CD45+ 1860 (1 .86%) nd nd nd 

TRECS / 1x105 CD3+CD45RA+ 3820 (3 .80%) nd nd nd 
T-cell proliferation / PHA (cpm) 7279 nd nd nd 14218-39235 

T-cell proliferation / ConA (cpm) 11046 nd nd nd 4928-29519 

T-cell prol iferation / a -CD3/CD28 (cpm) 12868 nd nd nd 12181-31490 

co3•co45•Ki67•tµL peripheral blood 347 nd nd nd 

NK / NKT cells 

CD56+CD16+CD3- 2455 nd nd nd 300-700 

co55•co15+co3• 1534 nd nd nd 30-140 

B lymphocytes 

CD19• cells/µL 768 796 218 259 500-1500 

lmmunoglobulins 
lgG (g/L) 22.58 nd nd nd 1.62-7.30 

lgA (g/L) 0.65 nd nd nd 0.07-2.92 

lgM (g/L} 4.05 nd nd nd 0.17-0.80 

nd : not determined 
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Papier #2: « T cell defects in patients with ARPC1B germline mutations account for combined 

immunodeficiency » - Contribution 

Article Original, publié dans Blood, 2018  

Résumé 

 La protéine ARPC1B est une protéine clef dans l’assemblage et la maintenance du complexe 

ARP2/3, impliqué dans le branchement d’actine à partir d’un filament d’actine préexistant. Ce 

complexe est notamment régulé par l’axe protéine WIP/WASP/CDC42, dont l’activation va induire la 

génération de nouveau filament d’actine. Il a été démontré précédemment que la déficience en ARPC1B 

avait un impact majeur sur les fonctions des cellulaires immunitaires innées et des plaquettes. 

L’impact des mutations sur le système immunitaire adaptatif ayant été peut étudier, nous avons 

concentré notre étude sur le compartiment T, dont la déficience fonctionnelle permettrait d’expliquer 

le phénotype clinique des patients. 

 Nous avons pu étudier 6 nouveaux patients porteurs de mutations bialléliques dans le gène 

ARPC1B, induisant une altération de l’expression protéique dans les PBMCs. Les mutations induisent 

dans le compartiment T un défaut de formation de la synapse immunologique, due à une capacité 

d’étalement réduite, et la formation de filopodes provenant du cortex cellulaire. Ce défaut de synapse 

résulte en une altération des capacités de conjugaison avec des cellules cibles, qui sont fortement 

diminuées. Le traitement avec un inhibiteur des formines, principaux acteurs de la formation de 

filopodes, n’a pas permis l’instauration d’une synapse immunologique efficace. La capacité migratoire 

et proliférative des lymphocytes T est également diminuée. 

De manière intéressante, deux patients possèdent une certaine proportion de lymphocytes T CD8+ 

exprimant la protéine ARPC1B par réversion somatique de la mutation. Ces cellules montrent une 

capacité migratoire proche des cellules contrôles. En conclusion, cette étude nous a permis de définir. 

Le rôle de ARPC1B dans la formation de la synapse immunologique, la dynamique du cytosquelette 

d’actine ainsi que la migration cellulaire. 
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Contribution à l’article 

J’ai pris part à l’exécution expérimentale du projet, ainsi qu’au travail de réflexion et d’écriture de 

l’article. J’ai contribué aux échanges scientifiques avec les auteurs. 

Concernant le travail expérimental, j’ai pris soin de générer et cultiver les lymphocytes T primaires. 

Concernant les données présentées dans les figures, j’ai généré les données suivantes : 

Figure 3 : 

Exécution et analyse des expériences (A-E) 

Figure annexe 6 : 

Exécution et analyse  
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IMMUNOBIOLOGY AND IMMUNOTHERAPY 

T-cell defects in patients with ARPClB germline mutations 
account for combined immunodeficiency 
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• ARPC1 B deficiency 
alters T-cell 
proliferation, 
cytoskeleton 
dynamics, cell 
migration, and 
immunological 
synapse assembly. 

• Functional defects are 
corrected in naturally 
revertant and ex vivo 
transduced T cells. 

ARPC1 B is a key factor for the assembly and maintenance of the ARP2/3 complex that is 

involved in actin branching from an existing filament. Germline biallelic mutations in 

ARPC1 B have been recently described in 6 patients with clinical features of combined 

immunodeficiency (CID), whose neutrophils and platelets but not T lymphocytes were 

studied. We hypothesized that ARPC1 B deficiency may also lead to cytoskeleton and 

functional defects in T cells. We have identified biallelic mutations in ARPC1 B in 6 unrelated 

patients with early onset disease characterized by severe infections, autoimmune mani

festations, and thrombocytopenia. lmmunological features included T-cell lymphopenia, 

low numbers of naïve T ce lis, and hyper-immunoglobulin E. Alteration in ARPC1 B protein 

structure led to absent/low expression by flow cytometry and confocal microscopy. This 

molecular defect was associated with the inability of patient-derived T cells to extend an 

actin-rich lamellipodia upon T-cell receptor (TCR) stimulation and to assemble an immu-

nological synapse. ARPC1 B-deficient T cells additionally displayed impaired TCR-mediated 

proliferation and SDF1-a- directed migration. Gene transfer of ARPC1B in patients' T cells using a lentiviral vector 

restored both ARPC1 B expression and T-cell proliferation in vitro. ln 2 of the patients, in vivo somatic reversion 

restored ARPC1 B expression in a fraction of lymphocytes and was associated with a skewed TCR repertoire. ln 

1 revertant patient, memory CDS+ T cells expressing normal levels of ARPC1 B displayed improved T-cell migration. 

lnherited ARPC1 B deficiency therefore alters T-cell cytoskeletal dynamics and fonctions, contributing to the clinical 

features of CID. (Blood. 2018;132(22):2362-2374) 
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Introduction 
Actin cytoskeleton remodeling drives a number of dynamic pro
cesses, which are key to many aspects of cell biology. lt relies on the 
rapid turnover of filaments and the assembly of large-scale 
meshworks. These tightly regulated mechanisms are governed 
by a molecular machinery composed of a set of more than 
a hundred actin-binding proteins.1 These proteins are endowed 
with different actin remodeling activities likely nucleation, elon
gation, capping, severing, depolymerization, and cross-linking of 
actin filaments. Because of the key role of actin cytoskeleton 
remodel ing in immune cell function, its perturbation can result in 
autoimmunity or primary immunodeficiency (PID).24 ln particular, 
the ARP2/3 complex plays an important role in actin nucleation and 
polymerization in blood cells. Loss of ARP2/3 complex results in 
decreased lamellipodia formation, defective chemotaxis, and cell 
migration,5 leading to abnormalities of innate and adaptive im
munity and contributing to immune dysregulation. The ARP2/3 
complex is activated by the WASP/WIP/CDC42 axis to induce actin 
polymerization and generate new branched actin filament networks 
in the context of cell migration, endocytosis, vesicular trafficking, 
and cytokinesis.6·

11 Among its 7 subunits, ARPC1, a 13-propeller 
protein with 7 blades, acts as a potential contact between the 
complex and an actin subunit in either the mother or the 
daughter filament. Two isoforms of ARPC1 have been de
scribed in humans, sharing 68% sequence identity. ARPC1 B 
expression is restricted to hematopoietic ce lis, 12 where it exerts 
a regulatory role for the assembly and maintenance of the 
ARP2/ 3 complex1•8•13•14 in driving the generation of a new act in 
filament from a preexisting filament. 

Similarly to patients with loss-of-function mutations in the WAS 
gene, characterized by microthrombocytopenia, immunodefi
ciency, eczema, increased risk of malignancies and of autoim
mune manifestations, 15 dysfunctions and impaired regulation of 
ARPC1 B may lead to immune dysregulation , Recently, 6 un
related patients carrying distinct homozygous mutations in the 
ARPC1 B gene were described with symptoms of infections, 
immune dysregulation, vascular lesions, and variable degree of 
bleeding. 12

•
16

·
17 Platelets showed morphological and functional 

alterations because of impaired actin dynamics, 12
·
16 and defects 

in neutrophil motility and chemotaxis with leukocytosis and bleeding 
tendency were documented.16 Arpc1b- 1- mice display susceptibility 
to infections and mild vesse! inflammation 16 but no major T -cell 
alterations, and zebrafish mutants showed altered development of 
T cells and thrombocytes.17 Severa! open questions remain regarding 
the effects of mutations in the ARPC1 B gene and the mechanisms 
affecting T-cell development and function in ARPC1 B-mutated 
patients. We hypothesized that ARPC1 B deficiency may lead 
to cytoskeleton, developmental, and functional defects in 
T cells, contributing to the clinical manifestations of the condi
tion. Here we studied 6 patients of different ethnicities with com
bined immunodeficiency (CID) and immune dysregulation because 
of novel distinct homozygous mutations in the ARPC1 B gene. 

Methods 
Patients and cell lines 
Peripheral blood was obtained in accordance with the 1964 Helsinki 
declaration and its later amendments or ethical standards. 1 nformed 
consents were approved by the lnstitutional Ethical Committee 
of San Raffaele Hospital (TIGET06, TIGET09), Ospedale Gaslini 

T-CELL DEFECTS AND REVERSIO N IN ARPC1 B 

and Sheba Medical Center, National Institutes of Health ln
stitutional Review Board-approved protocol 16-I-N 139, and ln
stitutional Review Board-approved protocol 16-08-717 (CBE-SIU 
Universidad de Antioquia). See details of in vitro migration assay, 
T-cell proliferation, and transduction in the supplemental Methods 
(available on the Blood Web site). 

Next-generation sequencing (NGS) 
Targeted sequencing (Haloplex custom kit of 200 bp; Ag ilent, 
Santa Clara, CA) was performed on 630 genes among those 
described for PID and candidate genes18·19 in patient 1 (P1) and 
the family. Sequencing was performed with a MiSeq Reagent Kit 
v3 (600 cycles) on Illumina MiSeq machine. Whole exome se
quencing was performed in patients 2 to 6 (P2, P3, P4, PS, and 
P6) was sheared with a Covaris S2 Ultrasonicator (Covaris) . See 
supplemental Methods for bioinformatics analysis. 

Flow cytometry for ARPC1 B 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) or phytohemag
glutinin (PHA) T-cell blasts20 were stained fo r lymphocyte 
surface markers (BD Bioscience), and intracellular staining for 
ARPC1 B was performed after fixation and permeabilization 
according to described methods21

•
22 (see supplemental 

Methods) . DNA was extracted from sorted subpopulations 
and sequenced for ARPC1 B c.64+ 1 G> C mutation. Results were 
analyzed by 4Peaks Electropherogram analyzer tool (Mekentosj, 
Amsterdam, the Netherlands). See supplemental Methods for 
Vbeta repertoire and modeling of ARPC1 B protein mutants. 

Confocal microscopy and immunological synapse 
(IS) assembly 
Freshly isolated PBMCs were stained as described23 with ARPC1 B, 
phalloidin, and 4 ',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and ac
quired with a Leica TCS SP8 confocal microscope (supplemental 
Methods), For IS PHA T-cell blasts were seeded on si ides with 
preformed reaction wells (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, 
Germany), coated with 2 µg/ml recombinant ICAM-1 / Fe chi
mera (R&D Systems) and 10 µg/ml anti-CD3 antibody (Ab) 
(OKT3, eBioscience). SMIFH2 pan-formin inhibitor was used at 
a final concentration of 50 µM . SI ides were examined with LSM 
710 confocal microscope (X63-1 ,4 oil immersion Plan-Apochromat 
objective; Carl Zeiss AG, Jena, Germany). Images of randomly 
selected cells were acquired and analyzed by lmageJ software 
(supplemental Methods) . 

Conjugate formation 
PHA T-cell blasts were stained with CellTrace Violet (ThermoFischer 
Scientific) and tested for conjugate formation against anti-CD3 (OKT3, 
1 0µg/ml) coated/not P815 cells. The percentage of conjugates 
formation was analyzed by FlowJo software (supplemental Methods). 

Statistical analysis 
Data are expressed as mean ::!: standard error of the mean (SEM) 
or median and analyzed with Graph-Pad Prism 6.0 (Graph Pad 
Software, la Jolla). 

Results 
ARPC1 B mutations in patients with CID 
We carried out NGS in 6 patients from unrelated families from 
ltaly (P1 and P2), Canada (P3), Colombia (P4), Morocco (PS), and 
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Figure 1. Pedigree of ARPC1 B-deficient patients. (A) Genetics and pedigree of families included in the study with reported mutations. Squares: male subjects; circles: fema le 

subjects; black filled symbols: patients with mutation; crossed-out symbols: deceased subjects. Each generation is designated by a roman numeral (1-11). No genomic DNA was 

available for testing for siblings labeled " E?" . (B) Nucleotide positions of mutations identified in index patients and representation of amino acid change caused by the 

mutations. (C) Crystal structure of the ARP2/3 complex from Bos taurus (access protein data bank: 1 K8K), location of va ri ants in the ARPC1 B structure and modeling of c.64+ 

1G> C splice donor and p.Val208Phe missense variants in P1 (blue) and P2 (red). 

Turkey (P6) with CID. Clinical manifestations started in most I and enterocolitis (supplemental Figure 1 and supplemental 
patients within the first 2 months of life (supplemental Table 1) Methods). Ali patients show T-cell lymphopenia and reduced 
includ ing infections, eczema, vasculitis, hepatosplenomega ly, numbers of naïve T cells; reduced platelets counts were 
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Figure 2. Phenotypical characterization of ARPC1 B
deficient patients. (A) Histograms showing ARPC18 ex

pression in T, 8, NK cells, and monocytes in patients 

included in the study (blue lines) and their healthy contrais 
(HC; blue tinted lines) determined by flow cytometry. 

Red filled lines: negative controls of patients. Red dashed 

lines: negative controls of HC. Percentage of ARPC1 8+ in 
patients' cells is indicated. (8) Confocal microscopy of 

ARPC18, F-actin, merged with nuclei (DAPI) in a represen
tative field of HC, P1, P2, and P7 (ARPC1B-null patient) 

peripheral blood lymphocytes. Bar represents 10 µm. 

Arrows indicate positive staining for ARPC18 and F-actin . 
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Figure 3. Defective assembly of the IS in ARPC1B-deficient T lymphocytes. (A) Confocal images of T cells from a HC and P1, P2, and P7 adhering to ICAM1/anti -CD3 
Ab-coated slides and stained for F-actin, ARPC1 B, a-tubulin, and DAPI. Images representat ive from 1 out of 3 experiments. (B) Quantification of the area of individual 
cells interacting with ICAM1/anti-CD3 Ab. Median bar with minimum-maximum. Red lines: median average for HD and patients.%: Mean percentage of the medians between 
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present in 5 patients (supplemental Figure 2 and supplemental 
Tables 1-2). ln P1 and P2, platelets abnormalities included 
reduced platelet size (P2) and a severe defect in PAC1 upregu
lation upon stimulation with adenosine-5 ' -d iphosphate, 
thrombin , and collagen, whereas CD62P activation was nor
mal (supplemental Figures 3-4 and supplemental Methods). A 
comparison between clinical manifestations of the disease 
in our patients and previously reported works12·16·17 is summa
rized in supplemental Table 3. Patient 7 (P7) was recently de
scribed 17 and included as an ARPC18-null patient for 
comparisons. 

DNA was tested in the famili es by either targeted (P1) or whole 
exome sequencing (P2 to P6) . Variants were sorted according to 
models of inheritance (autosomal recessive, autosomal domi
nant, X-linked, or de novo mutations)24 and for their presence in 
well-known PID genes or in new candidate genes.19·25 Novel rare 
homozygous variants were found in the ARPC1 B gene that has 
been recently associated with CID and platelet defects.12·16·17 

P1 carries a homozygous spl ice donor variant c.64 + 1 G> C 
(rs111297226, minor allele frequency < 0.0001) predicted as 
damaging (combined annotation dependent depletion [CADD]: 
27.2),26-29 which inserted 21 nucleotides deriving from intron 2 
(Figure 1 A-B), leading to the usage of an alternative splice site 
with partial intron retention and maintenance of the reading 
frame. P2 carries a homozygous substitution at c.622G> T in 
exon 6, resulting in p.Val208Phe (rs371760619, minor allele 
frequency < 0.01), predicted as a novel damaging missense 
mutation (combined annotation dependent depletion [CADD]: 
28.9). P3 carries a private homozygous duplication in exon 10, 

c.1087dup predicted as p.Glu363Glyfs*95 (CADD:35) . ln P4, 
a nonsense mutation in exon 4 (c.258G> A) results in an early 
stop codon (p.Trp86*) predicted as damaging (CADD:37). PS 
carries a homozygous variant in exon 4 (c.318del) predicted as 
p.Asn107Thrfs*13 . P6 carries a rare homozygous splice donor 
variants c.64+ 1 G> A predicted as damaging (CADD:26.7). Ali 
variants were verified by Sanger, and we confirmed that both 
parents of the 6 cases were carriers of the respective mutations 
in heterozygous state, except for PS, where only the mother 
could be tested and no genetic material was available for the 
siblings. 

Structural modeling for the c.64+1G> C and the c.64+1G> A 
spicing site mutations on the crystal structure of ARP2/3 com
plex30 showed an insertion of 7 additional hydrophobie amino 
acids at the loop between the first 2 [3-strands in P1 and P6 
(Figure 1 C; supplemental Figure 5), which might be exposed 
to the solvent interfering with protein folding and changing 
protein aggregation with other subunits, leading to novel 
protein-protein interactions. An unpaired cysteine on the edge 
of the loop might be subjected to oxidation, leading to non
specific aggregation through the formation of a disu lfide bridge . 
The p.Val208Phe mutation (P2) is located in the tightly packed 
hydrophobie core of the protein and could destabilize the 
ARPC1 B structure, leading to an incorrect folding. 

Altered expression of ARPC1 B protein in PBMCs 
We next carried out detailed immunological investigations in 
patients, according to availability of blood samples. We first set 
up an intracellular flow cytometry staining in PBMCs31 to in
vestigate whether ARPC1 B mutations in these patients affect 
protein expression . As shown in Figure 2, we observed severely 
reduced levels of ARPC1 B in T, B, NK cells, and monocytes of 
ARPC1 B-mutated patients as compared with pediatric healthy 
contrais (HC) and to P7 , completely ARPC1 B negative. P1 had 
a subpopulation (21 %) of T cells expressing normal levels of 
ARPC1 B, which was clearly distinct from the ARPC1 B-negative 
population. ln P2, 13% ofT and NK cells expressed low levels of 
ARPC1 B. ln P4 and PS, the ARPC1 B expression was low in all 
subpopulations, whereas in P6 a subpopulation of T (22%) and 
NK (24%) cells express normal levels of ARPC1 B. Fresh PBMCs 
from available patients and contrais were stained for ARPC1 B 
and F-actin, nuclei counterstained with DAPI, and analyzed by 
confocal microscopy (Figure 2B). ln P1 , a normal ARPC1 B ex
pression was found in - 20% of leukocytes as compared with 
HC and P7, in which no detectable ARPC1 B was found. ln P2, 
some cells appear to express reduced levels of ARPC1 B that 
accumulates in larges patches around the cell periphery and 
does not distribute evenly along the actin cortex. 

ARPC1 B-deficient T cells emit aberrant filopodia 
and fail to spread radially 
We therefore investigated whether ARPC1 B mutations might 
affect the assembly or the structure of the IS. PHA T-cell blasts 
were deposited on stimulatory glass coverslips with adsorbed 
ICAM-1 and anti-CD3 Ab for IS assembly. ln HC, the IS formation 

over ICAM-1 /anti-CD3 involved a radial spreading, with distri
bution of F-actin into a wide peripheral lamellipodia that ex
tended well beyond the cell body (Figure 3A). Upon IS assembly, 
ARPC1 B polarized to the peripheral lamellipodia where it 
colocalized with F-actin . As expected, the microtubules con
verged toward the stimulatory surface in a rather central position 
of the synapse. ln contrast, ARPC1 B-deficient T ce lis in P1, P2, 
and P7 failed to spread radially. We observed a reduced sur
face over the stimulatory surface in ARPC1 B-deficient T cells by 
image quantification, confirming the inability in assembling the 
IS (Figure 3B). lnstead of disrupting the cortical actin to assemble 
a peripheral circular lamellipodia, ARPC1 B-deficient T cells from 
the 3 studied patients emitted thin filopodia that stemmed from 
the cell cortex (Figure 3A,C). lnterestingly, some T cells from P7 
displayed a partial disruption of cortica l actin with emission of 
erratic pseudopodia decorated with short filopodia . Whereas 
the remodeling of the actin cytoskeleton was profoundly af
fected in the patient's T cells, microtubules organization appeared 
normal (Figure 3A) . These observations are in agreement with 
previous experiments in Jurkat T cells inhibited for Arp2 or Arp3 
with short hairpin RNAs.32 

Because Arp2/3 inhibition in Jurkat T cel ls results in the emission 
of formin-dependent actin spikes,33 we reasoned that the ab
errant filamentous structures assembled at the periphery of 

Figure 3 (continued) patients and HDs. Results of 2 independent experiments. (C) Distribution of T-cell morphologies according to the indicated subtypes: cell without 

protrusion, emission of filopodia, or assembly of a circular lamellipodia. (D) Representative confocal images of control T ce lis or T cells from P1, P2, and P7 upon interaction with 

P815 that have been precoated or not with anti-CD3 Ab. Fixed conjugates were stained for F-actin, ARPC1 B, and DAPI. Representative images from 1 out of 2 experiments. 

(E) Quantification of the proportion of T ce lis engaged in conjugates with P815 targets precoated or not with anti-CD3 Ab. Conjugate formation was assessed at the indicated 

time points upon cell mixture. Results of 2 independent experiments. 
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ARPC1 B-deficient T cells might arise from an imbalanced actin 
remodeling in favor of formins. To test this hypothesis, T cells 
were treated with the pan-formin inhibitor SMIFH2 prier to and 
during interaction with coverslips with absorbed ICAM-1 /anti
CD3. We observed a collapse ofthe filopodia from the surface of 
patient-derived T cells (supplemental Figure 6A), indicating that 
the actin-rich filamentous structures emitted by patients' T cells 
are under the control of formins. However, formin inhibition 
did not allow the ARPC1 B-defective T cells to assemble 
a normal synapse, as indicated by lack of spreading (supple
mental Figure 6B), confirming the driver role of the Arp2/3 
complex in the formation of the IS. 

ARPC1 B-deficient T cells fail to assemble an IS 
T o further assess the consequence of ARPC 1 B deficiency 
in assembling the T-cell IS upon interaction with antigen
presenting cells, expanded T cells were incubated with anti
CD3-coated P81 S cells and examined.34 Upon contact with 
uncoated P81 S cells, control T cells established a narrow contact 
without major ARPC1 Bor F-actin enrichment. Upon interaction 
with anti-CD3-coated target cells, control T cells assembled an 
IS characterized by cell flattening and enlargement of the 
contact area, which accumulated polymerized actin (Figure 3D). 
ln agreement with previous data (Figure 3A), ARPC1 B polarized 
to the IS where it co localized with F-actin . As compared with the 
control T cells, ARPC1 B-deficient T cells displayed reduced 
spreading over the surface of the stimulatory P81 S cells and very 
limited enrichment of F-actin at the site of contact (Figure 3D). 
Although filopodia were detected at the surface of patients' 
T cells, these structures were less prominent than over ICAM-1 / 
anti-CD3 Ab. The defective actin remodeling at the IS was as
sociated with a reduced ability to stabilize contacts with the P81 S 
cells. lndeed, the ARPC1 B-deficient T cells displayed a reduced 
ability to form conjugates with the anti-CD3 Ab-coated P81 S 
cells, as measured in parallel by flow cytometry (Figure 3E). 
Together, T cells from ARPC1 B-deficient patients harbor a major 
defect in the organization of the IS, in agreement with the location 
of ARPC1 Bat the actin-rich synaptic lamellipodia in control cells. 

Functional defects in lymphocytes of 
ARPC1 B-mutated patients 
T o dissect the role of ARPC1 B in lymphocyte cytoskeleton 
remodeling, we tested freshly isolated PBMCs from P1 and P2 in 
an in vitro migration assay in response to SDF1 -a (CXCL 12)35 

(Figure 4A). Lymphocytes from ARPC1 B-mutated patients failed 
to migrate or responded poorly to increasing doses of SDF1-a. 
Moreover, spontaneous migration was 3.7- and 2.6-fold 
lower than the controls (Figure 4B). 

To assess T-cell receptor (TCR)-driven proliferation, total PBMCs 
from available samples were stained with CellTrace dye and 
stimulated for 3 days in the presence of increasing doses of 
plate-bound anti-CD3 Ab. T-cell proliferation was reduced at 
lower concentrations of anti-CD3 Ab (0.1 bµg/ml) but was 
normal at higher concentrations or after the addition of anti
CD28 Ab (Figure 4C-D). This might correlate with improved 
induction of actin rearrangement that is observed after TCR 
costimulation.36 To determine if the expression of a normal 
ARPC1 B corrects the proliferation defect observed in patients' 
cells, PHA T-cell blasts of P2 and a HC were transduced with 
lentiviral vectors encoding either ARPC1 a+ and mCherry or 
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GFP and mCherry. The percentage of ARPC1 B+mCherry+ T cells 
was 18% (supplemental Figure 7 A). Bulk T-cell lines were sorted 
according to mCherry expression and stimulated for proliferation . 
Only the mCherry+ T cells expressed ARPC1 B at higher levels 
(supplemental Figure 7B-C) and proliferated at similar levels 
than controls and mock-transduced sorted samples (Figure 4E). 

Altered T-cell repertoire and somatic reversion in 
CDS+ memory T cells 
We next asked if an ARPC1 B+ population in the T-cell com
partment of P1 and P6 could be because of a somatic reversion 
as observed frequently in WASP-deficient patients.37-39 High 
throughput sequencing on whole blood revealed 3.17 ::t: 
0.01374% of wild-type sequence in P1 and 1.96% ::t: 0.10684% 
in P6 (supplemental Table 4), and in both patients reversion of 
the variant could be observed. ARPC1 B was expressed in CD8+ 
T cells (34.7% in P1 and 30.6% in P6, respectively), whereas it was 
absent in CD4+ T cells and B cells. ln P6, 24% of NK cells were 
ARPC1 B+. ln P1, ARPC1 B+ cells were present only in TEMRA 
(T effector memory-RA + cell), effector memory (EM), and T memory 
stem cell (TSCM) compartments, but no ARPC1 B+ cells were 
detected in naïve and central memory T cells (Figure SA). TCRVl3 
repertoire was polyclonal, with some skewing in CD4 + and CD8+ 
T cells (supplemental Figure 8). lndeed, NGS of the immuno
globulin (IGH) and TCR-13 (TRB) and TCR--y (TRG) transcripts in 
circulating lymphocytes of P1 showed a significantly reduced 
Shannon's index and high junctional diversity levels, measured 
by the germline index40 (supplemental Methods and supple
mental Figure 9). We found 43% of P1 ARPC1 B+CD8+cells that is 
mainly represented by 2 V~ fa mi lies (V~ 16 and V~ 17). Among 
14% of ARPC1 B+CD8+ T cells in P6, the Vl313.1 was the main 
representative (Figure SB). 

To determine if the revertant CD8+ T cells restore normal gene 
sequence, P1-derived PHA T-cell blasts were sorted according 
to CD4, CD8, and ARPC1 B expression. Only ARPC1 B+CD8+ 
T cells were heterozygous at the site of donor splice site muta
tion, as a consequence of a secondary spontaneous mutational 
event. ln contrast, sorted ARPC1 B-CD8+ T cells and CD4 + T cells 
were homozygous for the c.64+ 1 G> C mutation (Figure 6A). 
Engraftment of maternai cells was excluded by HLA chimerism 
analysis (data not shown). We next tested if ARPC1 B+ T cells 
behaved differently than ARPC1 s- cells in a migration assay 
(Figure 6B). Unlike freshly isolated PBMCs, PHA T-cell blasts 
from P1 migrated to SDF1 -a, although at lower levels of controls 
(data not shown). lnterestingly, an enrichment for ARPC1 B+ 
CD8+ T cells in the migrating population was found, suggesting 
a preferential advantage for ARPC1 B+ expressing cells. 

Discussion 
We report herein that ARPC1 B is a key molecule driving cyto
skeletal dynamics in human T cells. Biallelic mutations in the 
ARPC1 B gene altering prote in structure result in complete 
autosomal recessive ARPC1 B deficiency characterized by CID 
and with impaired T-cell migration and proliferation . ARPC1 B 
gene transfer restored protein expression and T-cell proliferation 
in vitro . The occurrence of reversion in CD8+ T cells in 2 patients 
led to in vivo selection of ARPC1 B-expressing cells and pref
erential migration ability. 
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Figure 4. lmpaired migration and proliferation of peripheral blood lymphocytes. (A) Percentage of migrated freshly isolated lymphocytes after 3 hours of stimulat ion with 

increasing concentrations of SDF1 -0< in P1 and P2 as compared with HC (n = 6). Mean :!: SEM. (B) Spontaneous migration in P1 (red bar), P2 (blue bar), and HC (n = 6; green bar). 

Mean:!: SEM. (C-D) Percentage of proliferation determined bycell trace dilu tion in CD4+ and CDS+ T cells for HC (b lue, n = 3) and patients P1, P2, and P6with anti -CD3 alone or 

in combination with anti-CD28. Median (bar) and patients' symbols are indicated. Stimulation index: rat io between stimulated and unstimulated cells. (E) Restoration of 

proliferat ion in transduced PHA T-cell b lasts of P2 and a HC. T ce lis were stimulated with increasing doses of plate-bound anti-CD3. Graph summarizes the proliferation ofî ce lis 

sorted according to mCherry or GFP expression . Vectors used for transduction are indicated. Mean :!: SEM. cpm, counts per minute. 

NGS was a fundamental tool to identify the causative mutations 
in ARPC1B gene12

•
16

•
17 in 6 newly described patients from 

6 unrelated kindred with a variable phenotype ranging from 
a clinical picture clearly consistent with a Wiskott-Aldrich syn
drome 0/I/AS)15

•
41 to a predominant inflammatory picture 

dominated by severe flares of systemic inflammation and 
lymphoproliferation. Thrombocytopenia with low platelet volume, 
mild T-cell lymphopenia, vascu litis, and failure to thrive were 
common findings in ail patients. To our knowledge, 6 other cases 
of complete autosomal recessive ARPC1 B deficiency have been 
described12

•
16

•
17 and reported with variable degree of immune 

T-CELL DEFECTS AND REVERSION IN ARPC1 8 

dysregulation. lt is possible that several cases of ARPC1 B de
ficiency exist that are stil l unrecognized or incorrectly diagnosed 
with WAS-like disease or CI D, associated with p latelet dys
function, vasculitis, and systemic inflammation. lnterestingly, 
all ARCP1 B-mutated patients presented variably degrees of 
inflammation indicating the possible role of the ARP2/ 3 
complex in the regulation or activation of the inflammatory 
response. ln this regard, the impact of ARCP1 B mutations on 
monocyte and macrophage subsets wi ll shed light on the 
severe inflammatory phenotype observed in some patients, 
such as in P2 . 
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Figure 5. Characterization of revertant cos+ T cells. (A) Histograms showing the presence of a revertant ARPC1 B+ population in co4+ and COB+ compartments in freshly 

isolated PBMCs of Pl (red line) as compared with HC (dashed line). Blue line: negative control. Box represents the percentage of ARPC1 B+ cells in naïve, central memory (CM), 
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Figure 6. Preferential migration of revertant CDS+ 

T cells. (A) Electropherograms showing homozygous 
peaks in CD4+Co8- ARPC1 s - and CD4- CD8+ARPC1 s

and heterozygous peak in CD4- CD8+ ARPC1 s+ in sorted 
subpopulations in PHA T-cel l lines of P1 as compared 
with bulk population in a HC. The site of second mu
tation is indicated in red. (B) Ratio of migrated ARPC1 B+ 
CDS+ (red) and ARPC1 s - coa+ (blue) T cells at to SDF1 -
o. as compared with HC (n = 6, shaded area). Mean ::!: 

SEM. Input: percentage of T cel ls expressing ARPC1B 
before migrat ion. 
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Platelet abnormalities were reported in a single patient by 
Kuijpers et al 16 describing mild bleeding tendency, a very mild 
platelet dysfunction and aggregation defect, a nearly normal 
PAC1 expression, and slight reduction of CD62P and CD63. 
Kahr et al1 2 found defects in platelets size and morphology in 
3 ARPC18-mutated patients, with reduction of calcium-rich plate
lets dense granules and inability to form lamellipodia, for a pro
found loss of actin branching. No defects were observed in this work 
for aggregation and platelets spreading. We documented bleeding 
in 3 patients, restricted to the gastrointestinal tract (bloody diarrhea, 
2/3) or because of gingival bleeding (1 / 3). Patients reported here 
share some of the characteristic platelet abnormalities reported in 
WAS,41

•
42 including altered morphology, reduced dense granule 

content, and decreased surface expression of PAC1 especial ly after 
thrombin stimulation. Despite an increased activation of CD62P/ 
PAC1 was reported in a cohort of WAS patients,43 we observed 
reduced levels of PAC1 , similarly to patients with immune throm
bocytopenia and high bleeding score.44 

T-cell proliferation defects resemble what previously described 
in WAS and suggest that defects in cytoskeletal dynamics me
d iated by ARPC1 B deficiency may cause impaired signaling 
through the TCR and costimulatory molecules.21 •41 .45 lndeed, 
revertant T cells observed in P1 displayed normal TCR-driven 
proliferation even at low-dose anti-CD3, sustaining the hy
pothesis of a selective advantage for revertant T ce lls in vivo. T o 
our knowledge, no defects in B, NK, and monocytes were 
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described so far. We observed a residual ARPC1 B expression in 
NK cells. ln WAS patients, NK cells were defective in cytotoxic 
function and F-actin content at the IS.46 Recently, Carisey et al47 

showed that loss of the ARP2/3 complex related to impaired 
F-actin dynamism, as a critical component to secretory function 
needed for cytotoxicity. We cannot exclude that NK cells with 
residual expression of ARPC1 B might be affected, and this 
function may be further studied, especially in P6 where a high 
percentage of revertant cells has been found. 

We found that the ARPC1 B mutations cause altered cellular 
morphology and aberrant filopodia and fail to spread radially with 
defective IS and conjugates formation. The inhibition of formins in 
favor of ARP2/3 activation and formation of filopodia results in their 
collapse in patients' cells with decreased IS, which was also ob
served in contrais, demonstrating a driver raie of the ARP2/3 
complex in the formation of this cellular structure. Together, our 
data demonstrate that ARPC1 B-deficient T cells harbor a major 
defect in the organization of the IS, in agreement with the location 
of ARPC1 B at the actin-rich synaptic lamellipodia in contrai cells. 
Defective chemokine-induced T-cel l migration may be because of 
the impaired intracellular cytoskeletal machinery as the result of 
inability to activate the ARP2/3 complex. SDF1-a. signaling involves 
the CDC42-WASP pathway to induce chemotaxis and activation of 
the ARP2/3 complex.3 Defects of T-cell activation and migration 
have been described in other conditions because of mutations 
in genes interacting with the ARP2/3 complex or involved in 
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activation of this pathway. lndeed, in WAS patients defective 
chemotaxis was reported for T and B cells.3·48 ln WIPF1-deficient 
mice and patients, an aberrant F-actin rearrangement leads to 
impaired activation of T cells.49·50 DOCK2-deficient cells showed 
defects in chemokine-induced lymphocyte migration, an impaired 
RAC1 activation, and defects in actin polymerization.2 The finding 
of somatic revertant in P1 and P6 CDS+ T ce lls and P6 NK cells is 
intriguing and suggests a strong selective pressure for the ex
pansion of the revertant cells. Somatic revertant mosaicisms have 
been reported in other PID including WAS37-39 and can be because 
of true back mutations leading to restoration of wild-type 
sequences or to second site mutations resulting in compensa
tory changes. ln WAS, somatic mosaicism has been reported in up 
to 11 % of affected patients, especially in older patients, and is 
generally restricted to the T-cell subset.37·51 Memory T-cell and 
TSCM subsets constitute the majority of the T-cell pool in P1. 
TSCMs are a subpopulation with a high differentiation potential 
and self-renewal abilities and can rapidly generate antigen
experienced T-cell subsets with effector functions after stimula
tion.22 The presence of ARPC1 B+ cells predominantly among EM, 
TEMRA, and TSCM subsets suggests that part of the selective 
pressure may have occurred upon antigen stimulation or as a result 
of homeostatic proliferation in the setting of T-cell lymphopenia. lt 
is unclear whether ARPC1 B deficiency may impact TCR diversity 
by impacting thymie maturation. Somech et al 17 described a re
duction of the TCR repertoire only in 1 patient, as a secondary 
consequence of altered selection during T-cell development, 
differential survival in the periphery, and/or altered immune 
responses caused by loss of ARPC1 B function . Our patients 
showed a polyclonal repertoire, with some restriction of the TCR 
diversity and clonotypic expansion at immune phenotype and at 
NGS for TRB. Few ARPC1 B+ clones survive in the periphery, 
sustaining the hypothesis that somatic reversion might have oc
curred in a lymphoid T-cell progenitor priorto TCR rearrangement 
or could be because of in vivo selection of ARPC1 B+ clones after 
infectious events. Differently from RAG1/2 deficiency, where 
a poor TRB CDR3 diversity and an higher germline index are in
dicative of defective CDR3 junctional diversity,40 this was reduced 
in our patient, as indicative of higher junctional diversity level and 
most likely normal thymie maturation. The absence of detectable 
ARPC1 B+ naïve T cells may suggest that the revertant T-cell 
progenitor was exhausted in vivo whereas memory T cells per
sisted long-term. Finally, transduction of patients' T cells with 
a lentiviral vector encoding ARPC1 B restored protein expression 
and normal proliferation, further corroborating the pathogenet ic 
role of ARPC1 B in these patients. These results open the way for 
gene therapy strategies for the treatment of this novel PID as in the 
treatment of other PID.21 ,52,53 

ln conclusion, our data expand the spectrum of clinical manifestation 
in ARPC1 B deficiency and show that defects in ARPC1 B are as
sociated with altered cytoskeletal dynamics and functions in T cells. 
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Supplementary text 

Clinical presentation of patients. 

Pl (II.1, kindred A), a boy bom from unrelated ltalian parents, presented at 1 month 

of life with severe growth failure, eczema, recurring episodes of hemorrhagic 

enterocolitis with the isolation of Salmonella typhi in the stools in one occasion, lower 

limbs and abdomen leucocytoclastic vasculitis with concomitant elevation of 

inflammatory indexes. Blood tests showed lymphopenia, eosinophilia and 

thrombocytopenia (38.000-97.000/mmc) with reduced mean platelet volume (<7.7 fL) 

(Supplementary Tables 1-2). For suspected food allergy, several elimination diets 

were attempted in the first years of life, without success. Gastrointestinal biopsies did 

not show any major histological alteration. At 7 months, the patient underwent an 

staphylococcal upper right lobe pneumonia, with residual pneumatocele 

(Supplementary Figure lA), which was surgically removed at 5 years. Concomitantly, 

episodes of symptomatic thrombocytopenia occurred, requiring hospitalization and 

IVIG administration. At 8 and 11 years of age two episodes of pneumonia caused by 

Pseudomonas aeruginosa occurred. Since 10 years of age, warts at the hands and the 

face recurred (Supplementary Figure lB). Flow cytometry and molecular analysis 

excluded mutations in WAS, WIP and FOXP 3 genes. Since the age of 9 years, painful 

subcutaneous nodules in the upper limbs associated with arthromyalgia were reported 

and classified as panniculitis, requiring steroid and antibiotic therapy. Palpable 

purpura was resistant to azathioprine and managed with steroids. Mycophenolate 

Mofetil was temporarily administered, but soon stopped for the occurrence of 

hematochezia and vasculitis. Rapamycin was administered at 12 years resulting 

effective on the vasculitis, but stopped after 1 year due to an increased frequency and 

severity of respiratory infections and to a spread of the cutaneous warts. Failure to 
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thrive was approached with growth hormone replacement therapy at 10 years, but 

stopped after 2 years for inefficacy. Patient underwent TCRa-WCD 19 depleted 

mobilized peripheral blood stem cell transplantation (HSCT) from haploidentical 

related donor (mother). Immunological parameters are shown in Supplementary 

Tables l-2 1
-
2 and Supplementary Figure 2 summarize the clinical manifestations and 

the in depth immunological characterization of patients included in the study. 

P2 (II.1, kindred B), a boy from consanguineous ltalian parents, presented since the 

age of 2 months with fever, polymorphie vasculitic rash (Supplementary Figure 1 C) 

hepatosplenomegaly and hematochezia. Biochemical investigations showed 

cytopenia, thrombocytopenia (80.000-130.000/mmc) with reduced MPV (6.9-9 fL) 

(Supplementary Tables 1-2), hypertriglyceridemia and increased liver enzymes and 

supported the hypothesis of macrophage activation syndrome (MAS), but bone 

marrow aspirate resulted negative. High doses of steroids i. v. were efficacious in 

controlling the manifestations. For a prolonged CMV reactivation with high viremia, 

Ganciclovir was administered for 4 months, but at the drug withdrawal a second 

episode of MAS occurred, requiring to restart antiviral and steroidal treatment for the 

following 4 months. In the following year the patient presented failure to thrive ( < the 

3rd centile), persistent hepatosplenomegaly, recurrent pustular vasculitic skin les ions 

and recurrent infections (i.e. Pseudomonas-caused otitis ). Persistent lymphopenia, 

requiring anti-PCP prophylaxis, with increased CD4/CD8 double negative population 

and y/8 T cell expansion was reported. Mutations in RMRP, PSTPJPJ and RAG genes 

were excluded. Progressive lymphoadenomegaly appeared at 2 years of age, with any 

sign of malignancy in the lymph node biopsy and bone marrow aspirate. Recombinant 

growth hormone (GH) was not effective in improving the growth parameters. From 3 

years of age recurrent episodes of fever with inflammatory systemic status were 
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evident. At 4 years of age, an acute fever episode with elevation of inflammatory 

indexes, cervical lymphadenopathy and a painful and harsh mass at the right 

abdominal wall with macrophage muscular infiltrate at biopsy (Supplementary Figure 

1D) was registered. Malignancies were excluded and the episode was responsive to 

steroids and, later, to rapamycin. For the recurrence of the severe autoinflammatory 

episodes, TCRa-~/CD19 depleted mobilized peripheral blood stem cells transplant 

from haploidentical related donor (father) was performed at 5 years of age. 

P3 (11.1, kindred C) clinical history was reported in 20053 before the molecular 

diagnosis. The patient was bom from consanguineous Canadian parents. He showed 

lifelong recurrent bacterial infection at cutaneous and mucosal sites. Along with 

dysregulation of oxidative burst response in neutrophils, a T cell lymphopenia and 

disappearance of naïve T lymphocytes was reported. Repeated infections, variable 

eosinophilia associate with seborrheic dermatitis, eczema and warts were observed. 

He <lied at 24 years of age due to pneumonia. 

P4 (11.4, kindred D) is a 3.5 years-old male bom from first-degree consanguineous 

Colombian parents. Two brothers died for severe anemia, pneumonia and 

gastrointestinal bleeding, but no material for genetic analysis was available. At 23 

days of age, he presented a gluteal abscess treated by antibiotics and surgery. At 4 

months of age, the patient was hospitalized for a pulmonary abscess affecting left lung 

and requiring mechanical ventilation. A history of thrombocytopenia (91.000/mmc) 

with low MPV, chronic anemia, recurrent respiratory infections (pneumonia by 

Pseudomonas aeruginosa, bronchiolitis ), early-onset severe chronic eczema 

(Supplementary Figure lE-F), hepatosplenomegaly, lymphadenopathies, and 

inflammatory colitis with gastrointestinal bleeding was reported. At 11 months, he 

underwent sepsis by Staphylococcus pettenkoferi. Blood analyses showed persistent 

6 



171 | P a g e  
 
 

Brigida et al. 2018 T cell defects and reversion in ARPCJ B 

chronic anemia, with persistent gingival and occasional GI bleeding that required 

hospitalization. Lymphopenia with expansion of y/8 T cells was reported 

(Supplementary Tables 1-2). Proliferation to PHA was severely impaired requiring 

anti-infective prophylaxis. Flow cytometric WASP expression was normal. HCST is 

currently planned. 

PS (IL 1, kindred E) is a girl born from consanguineous parents from Morocco. Two 

siblings with recurrent respiratory infections, cold abscesses and diarrhea <lied in 

infancy, but no material was available for genetic testing. P5 presented history of cold 

abscess in lung and recurrent pneumonia with evidence of bronchiectasis, requiring 

hospitalizations, bloody diarrhea, oral thrush and eczema (Supplementary Figure 1 G

J). Blood tests showed lymphopenia, anemia, hypereosinophilia (1.700 cells/mmc) 

and normal number of platelets (Supplementary Tables 1-2). Immunological 

screening for PID was performed. Proliferation to PHA was poorly impaired. Nitro 

Blue Tetrazolium Reduction Test was normal. 

P6 (II.1, kindred F) is an 11-year-old girl, born to Turkish non-consanguineous 

parents. Syndromic features, as fine and brittle hair and keratotic haïr lesions, a 

peculiar face, big thumb and hallux, dysplastic teeth, delay of dental eruption, and 

early release of the upper gums were evident since birth. Microcephaly (-2SD) and 

psychomotor retardation (i.e. independent walking at 3 years ), delay of language 

acquisition and learning difficulties were observed. At 15 days of life, she presented 

with S. aureus positive lung and joint abscesses, bloody diarrhea and bacterial 

meningitis. After the acute episode, severe eczema, persistent diarrhea with poor 

growth (not improving on enterai and parenteral nutrition) and oral, perianal and 

vulvar necrotizing ulcerations, evolving in lichenoid lesions, were reported. Skin 

biopsy showed HPV-positive epidermodysplasia verruciformis. Blood tests showed 
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thrombocytopenia (37.000 to maximum 112.000/mmc), aregenerative anemia, 

eosinophilia, and no lymphopenia (Supplementary Tables 1-2). Systemic 

inflammation was reported. GI endoscopy showed inflammatory infiltrates, total 

villous atrophy, and apoptosis in jejunum and colon, without any improvement on 

steroid and azathioprine. GH deficiency was ruled out. Recurrent infections included 

frequent S.aureus skin infections, submandibular adenitis, recurrent otorrhea, 

pansinusitis with osteolysis, bronchopulmonary infections and CMV pulmonary 

infection requiring Gancyclovir. Anti-infectious prophylaxis was started. A 

pneumatocele was detected at 5 years and required surgical excision at the age of 8 

years (Supplementary Figure K-N). Specific antibody testing to vaccines showed no 

response to polio 1/2/3 and only weak response to diphtheria, tetanus, Haemophilus 

influenzae type B and S. pneumoniae. Subsequently, she presented recurrent 

cutaneous infections by Actinomyces, evolving in abscesses requiring drainage. Brain 

CT scan performed at 2.5 years showed aneurysm of left carotid sinus without 

calcification. A subsequent MRI one year later showed a dysplastic lesion of both 

internai carotid arteries, requiring artery embolization at the age of 9 years. At the age 

of 7 years lower extremities purpura and right knee arthritis appeared without 

histological signs of vasculitis. Persistent hepatosplenomegaly and intermittent 

cervical and mediastinal adenopathies were evident, but lymph-node biopsy only 

showed follicular hyperplasia. Genetie testing by karyotype, FISH 22q 11 and CGH 

array were normal. Sequencing of coding regions for RMRP, STK4, STAT3, STAT5B 

and IGF ALS were wild type. NGS of 270 genes implicated in known primary 

immunodeficiencies revealed two missense variants in DOCKS, which were predicted 

to be benign. 

8 
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Platelets dysfonctions in ARPClB-deficient patients. Intermittent 

thrombocytopenia was often observed in Pl, P2, P4 and P6. Thin section transmission 

electron microscopy (TEM) on platelet sections of P 1, P2 and healthy controls was 

performed to investigate a possible alteration of the morphology in patients' platelets 

(Supplementary Figure 3A). The platelet size resulted different in the two patients. 

Indeed the area was nearly normal for Pl, as confirmed by flow cytometry analysis, 

but the perimeter was significantly smaller in P2 platelets (Supplementary Figure 3B 

and data not shown). Immunoblot analysis on total platelets lysate from P 1 showed 

complete absence of ARPC 1B while this protein was detectable in family members 

and healthy controls (Supplementary Figure 3C). Based on these data, we speculate 

that lack of the ARPC 1B protein and inability to upregulate P AC 1 may contribute to 

the increased bleeding observed in this patient. To investigate potential platelet 

dysfunctions in ARPC 1B deficient patients, we studied the surface membrane 

expression of activation marker CD62P and PACl membrane integrin by flow 

cytometry after platelet activation with different stimuli (ADP, thrombin and 

collagen). CD62P, expressed on platelet surface after a-granules release, resulted 

expressed at normal levels in both patients and controls (Supplementary Figure 4A

C). PACl recognizes an activation dependent epitope of the GPIIb-IIIa complex, a 

phenomenon dependent from the inside-out integrin signaling in the platelets. After 

ADP stimulation, a marked reduction of PACl expression was observed on Pl 's 

platelets, and a more modest decrease was also observed on P2's platelets 

(Supplementary Figure 4D,G). Thrombin and collagen stimulation were unable to 

upregulate PACl on cell surface in both patients (Supplementary Figure 4E-F and H-

I). 
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Altered TCR diversity in ARPClB revertant patient. It is unclear whether 

ARPC 1B deficiency may impact TCR diversity by impacting thymie maturation. 

NGS of the immunoglobulin (IGH), and TCR-beta (TRB) and -gamma (TRG) 

transcripts expressed by circulating lymphocytes in P 1 showed an overall reduction in 

repertoire diversity (Supplementary Figure 9A), with a significantly reduced 

Shannon 's H index in the TRB and TRG repertoires (Supplementary Figure 9B-C). 

The germ line index (GI)4 measures the level of sequences that are lacking junctional 

diversity. We observed a profound reduction in Pl at total- and unique- TRB 

sequence levels (Supplementary Figure 9D), indicative of higher junctional diversity 

level (nongermline sequences) and most likely normal thymie maturation. Differently 

from patients with mutations in RA G 1 /2 genes where a poor TRB CDR3 diversity and 

an higher germline index are indicative of defective CDR3 junctional diversity4, we 

observed a reduction of germline index, indicative of higher junctional diversity level 

and most likely normal thymie maturation. The reduction of Shannon's H diversity 

index in Pl is likely due to a reduced number ofT cells coming into the periphery. 

Supplementary methods. 

Library design and targeted exome sequencing. A Haloplex custom kit of 200bp 

(Agilent, Santa Clara, CA) was used to test 630 genes among those described for PID 

and candidate genes5
'
6 in patient 1 (Pl) and the family. Probe design was performed 

by Agilent SureDesign online tool. Indexed paired-end Illumina sequencing libraries 

were generated according to Haloplex manufacturer's protocol. Sequencing was 

performed with a MiSeq Reagent Kit v3 ( 600 Cycles) on Illumina MiSeq machine. 

For bioinformatics analysis FastQ reads were aligned to human reference genome 

(UCSC hgl9, GRCh37) by bwa-mem7
. Picard HsMetrics was applied to analyze the 
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target-capture sequencing experiments (http:/ /picard.sourceforge.net/). Raw variants 

were called by Freebayes variant caller8 and filtered for QUAL> 1, QUAL/AO> 10, 

SAF>0, SAR>0, RPR>l, RPL>l. Variants were annotated for dbSNP-146 database, 

Clin Var database, dbNSFP v2.9 database and SnpEft9 and filtered for Common Allele 

Frequencies (CAF) < 5%, variant effects (missense, frame shift, splice 

acceptor/donor, start lost, stop lost, stop gained) and concordance between 4 

prediction tools: Mutation Taster10
, LRT 11

, PolyPhen-2 12 and SIFT13. 

Massively parallel sequencing. For whole exome sequencing genomic DNA (3 µg) 

extracted from the peripheral blood cells of patients 2 to 6 (P2, P3, P4, P5, P6) was 

sheared with a Covaris S2 Ultrasonicator (Covaris). An adapter-ligated library was 

prepared with the Paired-End Sample Prep kit Vl (Illumina). Exome capture was 

performed with the SureSelect Human V4+UTR kit (Agilent Technologies). Paired

end sequencing was performed on a HiSeq 2500, generating 100-base reads. Sequence 

alignment, variant calling and annotation: The sequences were aligned with the 

human genome reference sequence (hg 19 build), using BW A aligner14
. Downstream 

processing was carried out with the Genome analysis toolkit (GATK) 15
, SAMtools 16 

and Picard Tools (http://picard.sourceforge.net). Substitution calls were made with a 

GATK UnifiedGenotyper, whereas indel calls were made with a GATK 

IndelGenotyperV2. All calls with a read coverage :::;2x and a Phred-scaled SNP 

quality of :::;20 were filtered out. All variants were annotated with the GA TK Genomic 

Annotator. 

Revertant high-throughput sequencing: gDNA from whole blood from Pl and P6 was 

amplified with primers specific for the segment around the localization of the 

mutation ARPClB c.64+1 reported for Pl and P6 (F: 5' 

TACCACAGCTTCCTGGTGGA 3', R: 5' CCCATCCCAGGAGGTGGAA 3'), 
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including an anchor sequence (MRl-APRCIB _F 

acactctttccctacacgacgctcttccgatctT ACCACAGCTTCCTGGTGGA and MR2-

APRCIB _ R gtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctCCCATCCCAGGAGGTGGAA) for 

subsequent NGS sequencing on the PGM (IonTorrent, Life Technologies, South San 

Francisco, Calif), as previously described17
. PCR bands were gel purified and re

amplified with PGM sequencing primers targeting the anchor sequences (P5-MR1 _F 

5' ATGATACGGCGACCACCGAGATCTacactctttccctacacgacgctcttcc 3' and P7-

BCx-MR2 R 5' 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATxxxxxxxxgtgactggagttcagacgtg 3 '), where 

xxx represents the barcode (BCx) sequence. Sequencing on the PGM was performed 

according to the manufacturer's recommendations. Fastq files were analyzed and 

revertant frequencies were quantified by measuring the number of reads containing 

the reported mutations (ARPC 1B c.64+ 1 G>C for patient 1 and c.64+ 1 G> A for patient 

6) and WT reads (+SD). 

Sequencing of ARPCJB mutations. DNA (50 ng) from whole blood was amplified 

for ARPC 1B genomic exon 2 region by PCR reactions (94 °C for 3 minutes, followed 

by 35 three-step amplification cycles consisting of 30 seconds denaturation at 94°C, 

30 seconds annealing at 59.2°C and 60 seconds extension at 72°C) with ex.gDNA.2F 

(AACTGCTGCCCCTCTAAACT), ex.gDNA.2R (CTGGCCCATTCCCTCCTTAA), 

ex.gDNA.9-lOF: CGCCAGCACAGGTTGAAT, 

GCAGCTAGGATGAAGGCAAC, 

5'GGCAGATACAGCTTCCACCTG'3, 

ex.gDNA. 9-1 OR: 

ex.gDNA.4F: 

ex.gDNA.4R: 

5'GTCCTGACATCCCATTTGGTG'3 primers and GoTaq Polimerase (Promega or 

Invitrogen). cDNA analysis on ARPC 1B coding exon 1-4 was performed by PCR 

reactions (94°C for 3 minutes, followed by 40 amplification cycles - 94°C for 30 

12 
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seconds, annealing at 62°C for 30 seconds, second extension at 72°C for 1 minutes) 

with ex.cDNA.lF (GTCGACTGCCCAGAGTCC), ex.cDNA.4R 

(ACCCACCAGTCATTCTCCTG) primers and GoTaq Polimerase (Promega). Direct 

sequencing was performed on purified PCR products by QIAquick PCR purification 

kit (QIAGEN, Hilden, Germany). Both strands were sequenced with the ABI 3730xl 

DNA Analyzer system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and analyzed on 

4Peaks Electropherogram analyzer tool (Mekentosj , Amsterdam). 

Next generation sequencing of T-cell receptor b and g (TRB, TRG) repertoire 

and Immune repertoire analysis. DNA from whole blood of P 1 and age-matched 

HC (150ng per reaction) was analyzed for NGS on T cell receptor beta (TRB), 

gamma (TRG) and Immunoglobulin H chain (IGH) repertoire according to previously 

described methods 18•19. For the TRB repertoire, Adaptive Immunoseq survey level of 

service sequencing was used (Adaptive biotechnologies, USA). For the TRG and IGH 

repertoires, primers for conserved regions of V and J genes were used to generate 

TRG and IGH libraries according to manufacturer's protocol (LymphoTrack, 

Invivoscribe Technologies, France and USA) and sequenced using Mi-Seq Illumnia 

technology (Illumina Inc, USA). Briefly, raw sequences were filtered for PCR errors, 

a hierarchical tree map was generated from the total complementary determining 

region (CDR)-3 sequences to analyze relative distribution of distinct rearrangements 

in IGH, TRB and TRG (Macrofocus Gmbh, Switzerland). The top 100 frequencies of 

most abundant CDR3 and the Shannon 's H diversity index for entropy were analyzed 

for TRB, TRG and IGH. 

Modeling of ARPClB insertion mutant. The structure of the ARPC l B protein was 

taken from the crystal structure of the bovine seven-protein ARP2/3 complex ( chain C 

from PDB, code 1 K8K)20 . P 1 insertion mutant was modeled with !-TASSER 21, after 
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alignment of the mutated amino acid sequence with the wild type protein with 

TCoffee22
. The model obtained was refined by FG-MD23 and visualized with PyMOL 

(http://www.pymol.org). 

In silico analysis of the V208F mutant. The effect of the missense p.Val208Phe 

substitution of P2 on the stability of ARPClB was assessed by FoldX program24
. The 

isolated ARPC lB structure was subjected to an energy minimization to rem ove any 

steric clashes that involved side chain atoms. Val208 residue was mutated to Phe and 

the associated ~~G was computed. The procedure was repeated for 65 times to ensure 

that the model of the mutated protein was not caught in a local minimum. The 

evaluation of the energetic gain/loss due to amino acid substitution determined a 

L'IL'IG= l0.5±0.8 kcal moi-1 corresponding to a major disruption of the protein structure, 

because of major steric clashes with residues Alal 58, Cys 166 and Val217. 

Immune phenotype of ARPClB deficient patients. Peripheral blood lymphocytes 

were stained for CD45, CD19, CD3, CD56, CD4, CD8, CD45RA, CD31, CCR7 and 

CD27 (BD Bioscience) according to manufacturer's instructions. 

Flow cytometry for ARPClB. Total PBMCs (300.000 per tube) were stained for 

CD3, CD4, CD8, CD19, CD14, CD56 lymphocytes surface markers (all from BD 

Bioscience) and intracellular staining for ARPClB was performed after fixation and 

permeabilization (Cytofix/Cytoperm kit, BD Biosciences) according to described 

method25
. Polyclonal rabbit anti human-ARPClB antibody (Abcam, ab99314) was 

used at 1 :50. After 30 min of incubation at room temperature cells were washed 3 

times, stained with goat-anti-Rabbit Alexa 488 in permeabilization buffer and 

incubated for 30 min at 4°C. An additional incubation in PBS-FACS for 30 min at 

4 °C was done to avoid any aspecific staining. Surface staining was performed for 20 

min at 4 °C. The TCR VB repertoire was analyzed by F ACS accordingly to 

14 
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manufacturer' s instructions (IOTest Beta Mark kit; Immunotech, France). For the 

intracellular detection of ARPC 1B with the Vbeta repertoire in the CD4 or CDS gate, 

a donkey-anti-Rabbit Alexa 647 was used as secondary antibody. 30.000 events were 

acquired in the lymphogate using a BD FACS Cantoll and analyzed with FlowJo 

software version 9.3.2 (TreeStar Inc, Ashland, Ore). The percentage of ARPClB+ 

cells was calculated by positioning the gate on up to 90% of positivity in the healthy 

control. 

T memory cell subsets were determined according to Biasco et a/26 in combination 

with the intracellular staining for ARPC lB. Cell sorting was performed on PHA T

cell blasts of P 1 after 2 weeks of stimulation. Bulk population ( 6x 106
) was stained for 

intracellular ARPC 1B and CD4 and CDS surface markers. Subpopulations were 

sorted according to ARPC 1B expression. 

Vector production. VSV-G pseudotyped third generation bidirectional lentiviral 

vector encoding for ARPClB (hPGK.ARPClB.WPRE.minhCMV.mCherry) or mock 

transduction vector (hPGK.GFP.WPRE.minhCMV.mCherry) were produced by 

transient cotransfection of four plasmids in HEK293T cells and concentrated by 

ultracentrifugation as previously described27
•
28

. Vector titers were of 3.7x109TU/ml 

for the first and of 1.6x 109TU/ml for the second vector. lnfectivity (ratio between titer 

and particle content) was of 3.Sx104 transfer units/ng of p24 and of 1.4x104 transfer 

units/ng of p24 respectively. 

In vitro migration assays. Total PBMCs were seeded on a transwell chamber in 

presence of scalar dilutions of SDFl-a (Peprotech) and migration capacity was 

assessed after 3 hours29
• PHA T-cell blasts used for the detection of ARPClB before 

and after migration were plated at the concentration of lx106 T cells/condition. T cell 

blasts were stained for ARPC lB expression before migration as a quantification of 
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input of ARPC 1 B+ cells. After migration, migrated cells were harvested, counted and 

stained for ARPCIB and CDS as reported. 30.000 events were acquired in the 

lymphogate and analyzed by FlowJo software. Absolute numbers of ARPC1B+CD8+ 

and ARPC 1B-CD8+ were calculated with the following formula: 

[(%ARPCIB+CD8+ or %ARPCIB-CD8+/100)*(n° migrated CDS+ cells)]. 

T cell proliferation and transduction. Total PBMCs (lx106) were incubated with 

CellTrace violet dye at 5µM (CellTrace™, Invitrogen) according to manufacturer's 

instructions. Stained cells were stimulated with 0.1-lµg/ml of plate-bound anti-CD3 

(Miltenyi Biotec) and 1 µg/ml of anti-CD28 (BD-Pharmingen) for 3 days. The 

percentage of proliferation was calculated within the CD4+ and CDS+ gate. 

PHA T-cell blasts were seeded at 0.25x106 cells/ml and prestimulated for 18 hours 

with lµg/ml of plate-bound anti-CD3 (Miltenyi Biotec) and l0µg/ml of anti-CD28 

(BD-Pharmingen). Cells were transduced with a bidirectional lentiviral vector 

encoding for ARPCJB (hPGK.ARPClB.WPRE.minhCMV.mCherry indicated as 

PGK.ARPC 1B _ mCherry) or with mock transduction vector 

(hPGK.GFP.WPRE.minhCMV.mCherry indicated as PGK.GFP _mCherry) at 50 

multiplicity of infection (MOI:50) for 1-hit of transduction. Bulk cell lines were 

analyzed for mCherry and ARPCIB expression, PACS sorted according to mCherry, 

tested for proliferation after anti-CD3 stimulation and for ARPCIB expression by 

flow cytometry. Proliferation was evaluated by 3H-thymidine (Amersham 

Biosciences) incorporation. 

Confocal microscopy. Analysis of ARPClB expression and localization was 

performed on freshly isolated PBMCs as described29
. Samples were incubated on 

poly-L-Omithine-coated glass-bottom dishes (1.5 H 13mm, Marienfield-Superior), 

fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized with 0.3% Triton-XlO0 (Sigma) 
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followed by staining for ARPClB (1 :50), Phalloidin Texas-Red (1 :40) and DAPI 

(1 :2000). Four fields per sample were acquired with a Leica TCS SP8 confocal 

microscope (x63-l .4 oil immersion objective). 

lmmunological synapse assembly. For immunological synapse formation expanded 

PHA T-cell lines were seeded for 10 min on slides with preformed reaction wells 

(Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Germany), coated with 2µg/ml recombinant ICAM-

1/Fc chimera (R&D Systems) and l0µg/ml anti-CD3 Ab (OKT3, eBioscience). 

Where indicated, T cells were treated with a pan-formin inhibitor (SMIFH2, 50µM, 

Sigma Aldrich) and plated on the ICAM1/OKT3 coated slides. Altematively, 

expanded T cells were conjugated with P815 cells coated or not with anti-CD3 at 2: 1 

ratio for 10 min and deposited on poly-L-lysine coated slides. Cells were stained with 

phalloidin-AF488 (Life Technology), ARPClB and a-tubulin mouse monoclonal Ab 

(Sigma, T9026) in permeabilization buffer. ARPC 1B and a-tubulin were revealed by 

AF555- and AF647-coupled secondary Ab (Life Technology). Slides were examined 

with a LSM 710 confocal microscope (x63-1.4 oil immersion Plan-Apochromat 

objective, Carl Zeiss AG, Jena, Germany). Images of randomly selected cells were 

acquired and analyzed by ImageJ software. 

Conjugate formation. Expanded PHA T-cell blasts were stained with CellTrace™ 

Violet (ThermoFischer Scientific) for 20'. P815 cells were coated with anti-CD3 Ab 

(OKT3, l0µg/ml) for lhour at 37°C and stained with CellTracker™ Green CMFDA 

Dye (2µM, ThermoFischer Scientific) for 30'. T cells were conjugated with either 

uncoated or OKT3-coated P815 cells at a 1: 1 ratio at indicated time points. 

Conjugates were fixed with 1% PFA for 30' at 37°C prior to analysis on 

MACSQuantl O or MACSQuantVyb (Miltenyi Biotec) flow cytometers. The 
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percentage of conjugates was analyzed by FlowJo software and defined as the 

proportion of CMFDA +cTv+ events within the CTV+ gate. 

Immunoblot for ARPClB 

For qualitative analysis of ARPC 1B protein, platelets lysates as well as internai 

positive control (Hela cell line) were obtained by lysis in a in-house Laemly Buffer 

preparation with phosphatase (PhosSTOP phosphatase inhibitor cocktail tables, 

Roche) and proteases inhibitors (Protease inhibitor cocktail tables; Roche). Lysates 

were separated on 12% Mini-Protean TOX Gels (BioRad) with TRIS buffer and 

transferred into Trans-Blot Turbo Transfer membranes (BioRad). Membranes were 

blocked for 4 hours with Blocking Buffer (TBS 0.05 % Tween 20 and 5% low fat 

milk) and incubated with polyclonal rabbit anti-human ARPClB antibody (Abcam, 

ab99314, 1 :500) overnight at 4°C, while the detection of the housekeeping protein 

(mouse anti-human tubulin, 1 :3000 from Sigma) was performed after incubation for 1 

hour at room temperature. After extensive washing of the membranes, these were 

incubated with horseradish peroxidase-linked secondary antibody (goat anti-mouse or 

anti-rabbit immunoglobulins/HRP, 1 :3000, Dako Denmark AIS) for 1 hour at room 

temperature. Detection was performed using Peroxidase substrates (GE healthcare life 

sciences). 

Transmission electron microscopy (TEM) analysis. PRP pellets were fixed in 4% 

paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde and embedded in Epon. Sample sections 

were stained and examined at LEO 912AB transmission electron microscope. TEM 

images were analysed with ImageJ software for area and perimeter. 

Platelet functionality test. Peripheral blood from patients and healthy donors was 

collected in citrated blood collection tubes (Sodium Citrate Tube, 105M/3.2% - BD 

Vacutainer - 1.8 ml) and Platelet Rich Plasma (PRP) was obtained after centrifugation 

18 
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at 700 rpm for 10 min. PRP was measured and counted at the haemocytometer 

Sysmex KX-21N (Dasit). 200.000 Platelets/sample was stained for CD61 (VI-PL2, 

Biolegend, San Diego, CA), CD62P (Psel.KO2.3 , Invitrogen, MA) and PACl (PAC-

1, BD Pharmingen, San Diego, CA) for 10 min at room temperature in FACS buffer 

(Phosphate-buffer saline, PBS, 0.3% Bovin Serum album in, BSA, 0.1 ¾NaN 3 ). Five 

microliters of stimuli (ADP and Thrombin purchased from Sigma, Collagen kindly 

given from M. Brunelli) were added and incubated for 15 minutes (ADP and 

Collagen) and 2 minutes (Thrombin). PLTs were fixed and acquired in a BD F ACS 

Canton and analyzed with FlowJo software 9.3.2 (TreeStar Inc, Ashland, Ore). The 

percentage of platelets CD62P+ or P AC 1 + and the MFI of P AC l/CD61 were 

calculated according to 30 in order to normalize the activation markers expression for 

the PLT volume, assigning to the HC unstimulated sample a theoretical value of 100. 

Statistical analysis. Data are expressed as Mean ± SE/SD. Mann-Whitney test was 

applied to test difference between the means of two or more independent groups. Data 

were analyzed with Graph-Pad Prism 6.0 (Graph Pad Software, la Jolla) with a p

value < 0.05 as significant. 
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Supplementary Figures 

Supplementary Figure 1. Clinical symptoms observed in ARPClB deficient 

patients. A) Pneumatocele secondary to Staphylococcal pneumonia in the upper right 

lobe presented at the age of 10 months in Pl. B) Warts on hand in Pl. C) Polymorphie 

vasculitic rash presented by P2 at 2 months of age. D) CT scan showing large 

inflammatory pseudotumor at right hemi-abdomen presented by P2 at 4 years of age. 

E-F) Eczema in P4. G) Cold abscess in legs of P5. H) Cutaneous scarring secondary 

to the infections in P5. I-J) Multiple cutaneous lesions in abdomen, type of achromie 

papules in P5. K-N) Chest CT scan of P6 at 7 years of age showing a massive 

pneumatocele, presumably consequent to Staphylococcal infection(s) at the upper 

right lung side. 

Supplementary Figure 2. Immunological characterization of ARPClB deficient 

patients. Peripheral blood lymphocytes were stained for CD45, CD19, CD3, CD56, 

CD4, CD8, CD45RA, CD3 l, CCR 7 and CD27. Percentage of each subpopulation and 

gate are indicated. 

Supplementary Figure 3. Transmission electron microscopy of platelets. A) 

Representative electron micrographs of fixed platelets in HC, P 1 and P2. B) Area and 

perimeter in HC (30 sections), Pl (18 sections) and P2 (43 sections). Mann-Whitney 

test, *p<0.05. Red bar: median value. C) Immunoblot analysis of ARPClB in PLT 

lysates from Pl, the family, an HC and Hela cell line with respect to the housekeeping 

protein Tubulin. 

Supplementary Figure 4. Platelets are defective in ARPClB patients after 

stimulation. A-C) Percentage of CD62P on platelets of HC (square), Pl (circle) and 

P2 (triangle) after stimulation with different concentrations of ADP, Thrombin and 

Collagen. D-F) Percentage of PACl on platelets in the two patients and the control. 
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G-1) Ratio of PAC1/CD61 MFI normalized to HC unstimulated sample, which has an 

assigned value of 100. Mean±SEM. 

Supplementary Figure 5. Characterization of c.64+1G>C splice donor variant in 

cDNA from total PBMC of the revertant patient. Electropherograms show cDNA 

sequencing at the mutation c.64+ 1 G>C in Pl and his family as compared to healthy 

control. cDNA sequencing at the mutation c.64+ lG>A in P6 was performed on 8-

EBV cell line. 

Supplementary Figure 6. Formin inhibition in ARPClB-deficient T lymphocytes. 

A) Confocal images of T cells from a normal donor and patients 1, 2 and 7 treated 

with the formin inhibitor SMIFH2. Cells were incubated on ICAM1/anti-CD3 Ab 

coated slides and stained for F-actin, ARPC IB, a-tubulin and DAPI. B) 

Quantification of the area of individual cells interacting with ICAM1/anti-CD3 Ab. 

Supplementary Figure 7. Restoration of ARPClB expression in transduced T 

cell lines. A) Representative dot plots of untransduced (UT) and transduced PHA-T 

cell blasts in P2 and a HC. The percentage of ARPC IB+ mCherry+ cells is indicated. 

MOI: multiplicity of infection. B) Percentage of ARPCIB+mCherry+ in sorted cells 

T cells. C) Percentage of mCherry+GFP+ in mock transduced T cells. 

Supplementary Figure 8. VJ3 repertoire of T cell subsets in Pl. Analysis of TCR 

vp chains in CD3+ (A), CD4+ (B) and CD8+ (C) T cells of Pl (white bars) and P6 

(grey bars) as compared to range of vp expression in HC (black bars, n=84). 

Mean±SD. Arrows indicate relative expansion of V~ chains. 

Supplementary Figure 9. Immune repertoire determined by NGS in Pl. A) Tree 

map representing the diversity and clonality of IGH, TRB and TRG in Pl and age

matched HC. Each dot represents the relative frequency of the rearrangement in the 

population. B) Shannon's H diversity index for the quantification of immune 
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repertoire diversity. C) Frequency of the Top 100 most abundant clones in B and T 

cell subpopulations. *depicts control samples previously published18
•
31

• D) Average 

germline (GI) index in TRB total- and unique- sequences in Pl as compared to 

controls and ratio between the average frequency for germline clones and the average 

frequency of non-germline clones. 
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Supplementary Table 1. Characteristics of patients 

Patient Nationality Age at diagnosis Gender Disease Onset Current status 

Pl Italy 15y M 1 month Alive after HSCT 

P2 Italy 5y M 2 months Alive after HSCT 

P3* Canada 24y (after death) M 2 months Died 

P4 Colombia 3.5y M 23 days Alive 

P5 Morocco 3y F 3 years Alive 

P6 Turkey lly F 15 days Alive 

P7** Israel 0.1 M 1 month Died after HSCT 
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Supplementary Table 2. Immunological features§ 

CD3+ CD3+CD4+ CD3+CDS+ CD19+ 
CD3- CD4+ CD4+ CDS+ CDS+ 

CD56+ CD45RA+ CD45RO+ CD45RA+ CD45RO+ 

795 
(N:1000-

308 237 286 45 99.5 345 235 
(N:530- (N:330- (N:110- (N:70- (N:230- (N:240- (N:240- 136 

2200) 
1300) 1300) 570) 480) 770) 700) 710) (N:60-310) 

1160 446 304 1073 348 2 15 174 225 
22 

(N :1400- (N :700- (N:490- (N:390- (N:130- (N:420- (N:220- (N:260-
(N:90-440) 

3700) 2200) 1300) 1400) 720) 1500) 660) 850) 
_ ,_ - -

300 200 100 800 16 172 
(N:1400- (N: 700- (N:490- (N:390- (N:420- (N:220-

3700) 2200) 1300) 1400) NA 1500) 660) NA NA - - ,-

1042 470 380 1440 943 38 889 55 
(N: 1400- (N:700- (N :490- (N:390- (N:130- (N:420- (N:220- (N:260- 1027 

3700) 2200) 1300) 1400) 720) 1500) 660) 850) (N:90-440) 

968 760 220 2332 20.52 732.6 38.7 
(N: 1400- (N:700- (N:490- (N:390- (N:420- (N:220- (N:260- 132.7 

3700) 2200) 1300) 1400) NA 1500) 660) 850) (N:90-440) 

1518 667 690 667 69 26.7 489 7 
(N:1200- (N:650- (N:370- (N:270- (N:100- (N:320- (N:240- (N:240- 285.6 

1600) 1500) 1100) 860) 480) 1000) 700) 710) (N:60-310) 

2600 1700 500 3020 360 
(N:2500- (N:1600- (N:560- (N:300- (N:170-

5500) 4000) 1700) 2000) 1100) NA NA NA NA 

NA:not available. N :normal. 
* reported in Yan et al. , Clin. Immunol. 2005 ;11 7(1):36--47. 
** P7 included in this study is reported as P2 in Somech et al. , J. Immunol. 
2017;199(12):4036-4045 ." 
§ normal values according to Shearer et al, Journal Of Allergy And Clinical 
Immunology 2009; Comans-Bitter et al, Journal of Pediatrics 1997. 
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Supplementary Table 3. Clinical manifestations of the disease. 

Kuijpers et al Kahr et al Somech et al 

Pl P2 P3* P4 PS P6 Pl Pl P2 P3 Pl P7** 

Growth failure YES YES YES YES YES YES 

Thrombocytopenia 
YES YES YES YES YES YES YES YES YES YES 

(from neonatal age) 

YES YES YES YES YES YES YES YES YES YES YES YES 
Hypereosinophilia 

Recurrent infections 
YES YES YES YES YES YES YES YES YES YES 

(bacterial, viral) 
-

Allergy YES YES 
--

Eczema YES YES YES YES YES YES YES YES YES 

Leucocytoclastic 
YES YES YES YES YES 

vasculitis 
- -

Macrophage 
YES 

activating syndrome 

Hepatosplenomegaly YES YES 
YES 

YES 
(mild) 

---

Hemorragic enteritis YES YES YES YES COLITIS 

Lymphoadenopathy YES YES YES YES 
---

GI bleeding YES YES YES YES 

* reported in Yan et al. , Clin. Immunol. 2005;11 7(1):36-47. 
** P7 included in this study is reported as P2 in Somech et al. , J. Immunol. 
2017;199(12):4036-4045 . 
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Supplementary Figure 2 Brigida et al. 
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Supplementary Figure 3 Brigida et al. 
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Supplementary Figure 4 Brigida et al. 
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Su pplementaiy Figure 6 Brigida et al. 
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Supplementary Figure 7 Brigida et al. 
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Supplementary Figure 8 

A 

50 

;f;' 40 
a 
u 
'.§, 30 

~ 
~ 20 

~ 
10 

4 5. 1 5.2 5.3 7. 1 7.2 8 

B 
50 

+ 
Ô 40 
u 
+ 
8 30 
u 
<;-. 

,.S. 20 
~ 
..0 

> 10 
~ 

4 5.1 5.2 5.3 7.1 7.2 8 

C 
50 

+ 00 
0 40 u 
+ 
8 30 u 
<;-. 

-$ 20 
~ 
..0 

> 
::R 

10 

4 5.1 5.2 5.3 7. 1 7.2 

Brigida et al. 

D Pl 

P6 

• Range of 
healthy controls 

11 12 13 . 1 13.2 13.6 14 16 17 18 20 21.3 22 23 

Il 12 13.1 13 .2 13 .6 14 16 17 18 20 21.3 22 23 

Il 12 13 .113.213 .6 14 16 17 18 20 21.3 22 23 



 

202 | P a g e  
 
 

 

  

Supplementary Figure 9 
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Papier #3:  « Mutations affecting the actin regulator WD repeat-containing protein 1 lead to aberrant 

lymphoid immunity » - 1er auteur 

Article original, publié dans « Journal of Allergy and Clinical Immunology », 2018 

 

Résumé 

 La protéine WDR1 permet le recyclage des filaments d’actine à l’aide de la protéine cofiline. Des 

mutations dans le gène de WDR1 sont associées à une immunodéficience ainsi qu’un syndrome auto 

inflammatoire notamment dus à une morphologie aberrante et des défauts fonctionnels des cellules 

myéloïdes. En tenant compte de l’expression ubiquitaire de la protéine WDR1, nous avons alors étudié 

dans quelles proportions le système immunitaire adaptatif était touché par ces mutations. 

 Pour élucider le rôle de WDR1 dans le développement et les fonctions des lymphocytes T et B, 

nous avons étudié 6 patients porteurs de mutations WDR1 biallélique. Grâce à la méthode de 

séquençage de l’exome, nous avons identifiés de nouvelles mutations faux-sens homozygotes ainsi 

qu’hétérozygote composé, dans 6 patients provenant de 3 groupes familiaux distincts. La déficience en 

WDR1 est associée avec une aberration de l’activation des lymphocytes T et un défaut de 

développement des lymphocytes B. Parmi les lymphocytes T, uniquement le sous-groupe des 

lymphocytes T « follicular helper » (TFH) est réduit chez les patients. Cependant, les lymphocytes T 

provenant du sang périphérique forment des structures atypiques d’actine dans le cadre de la 

formation de la synapse immunologique, et montrent une diminution du flux calcique induit après 

l’engagement du TCR. La déficience en WDR1 est associée à des défauts beaucoup plus importants 

dans le compartiment B des patients. Cela inclut une lymphopénie sévère, une diminution voire 

absence des précurseurs lymphoïdes B dans la moelle osseuse, un défaut de la recombinaison de classe 

des lymphocytes B mémoires, et un étalement anormalement élevé après stimulation du BCR/TLR.  

 En conclusion, nous avons identifié de nouveau rôle de WDR1 dans l’immunité adaptative, en 

surlignant le rôle central de WDR1 comme régulateur du turnover de l’actine durant la formation des 

synapses immunologiques des lymphocytes T et B. 
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Contribution à l’article 

J’ai pris part à l’élaboration du projet, son exécution expérimentale ainsi qu’au travail de réflexion 

et d’écriture de l’article. J’ai en outre coordonné et centralisé l’ensemble des données des différents 

collaborateurs cliniques et scientifiques.  

Concernant le travail expérimental, J’ai pris soin de générer et de cultiver l’ensemble des modèles 

cellulaires (lymphocytes T primaires, lymphocytes B-EBV). Concernant les données présentées 

dans les figures, j’ai généré les données suivantes : 

Figure 1 :  

Western Blot de l’expression protéine de WDR1 (K) 

Figure 2 :  

Analyse des expériences de microscopie sur les neutrophiles et les monocytes (A-C, E,F) 

Figure 3 :  

Exécution et analyse de l’immunophénotypage du compartiment T (A,B) 

Exécution et analyse de l’expérience de la synapse immunologique des lymphocytes T (C, 

D) 

Figure 4 : 

Exécution et analyse de l’immunophénotypage du compartiment B (A et B) 

Figures annexes : 

Exécution et analyse des expériences d’immunophénotypage, de régulation de l’expression 

du TCR, de migration et de cytotoxicité (respectivement E2 - B,C,E et F). 

Exécution et analyse de l’immunophénotypage (E4 - A) 
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Background: The actin-interacting protein WD repeat
containing protein 1 (WDRl) promotes cofilin-dependent actin 
filament turnover. Biallelic WDRJ mutations have been identified 
recently in an immunodeficiency/autoinflammatory syndrome 
with aberrant morphology and function of myeloid cells. 
Objective: Given the pleiotropie expression of WDRl, here we 
investigated to what extent it might control the lymphoid arm of 
the immune system in human subjects. 
Methods: Histologie and detailed immunologie analyses were 
performed to elucidate the role of WDRl in the development 
and function of B and T lymphocytes. 
Results: Here we identified novel homozygous and compound 
heterozygous WDRJ missense mutations in 6 patients belonging 
to 3 kindreds who presented with respiratory tract infections, 
skin ulceration, and stomatitis. In addition to defective adhesion 
and motility of neutrophils and monocytes, WDRl deficiency 
was associated with aberrant T-cell activation and B-cell 
development. T lymphocytes appeared to develop normally in 
the patients, except for the follicular helper T-cell subset. 
However, peripheral T cells from the patients accumulated 
atypieal actin structures at the immunologie synapse and 
displayed reduced calcium flux and mildly impaired 
proliferation on T-cell receptor stimulation. WDRl deficiency 
was associated with even more severe abnormalities of the B-cell 
compartment, including peripheral B-cell lymphopenia, paucity 
of B-cell progenitors in the bone marrow, Jack of switched 
memory B cells, reduced clona) diversity, abnormal B-cell 
spreading, and increased apoptosis on B-cell receptor/Toll-like 
receptor stimulation. 
Conclusion: Our study identifies a nove) role for WDRl in adaptive 
immunity, highlighting WDRl as a central regulator of actin 
turnover during formation of the B-cell and T-cell immunologie 
synapses. (J Allergy Clin Immunol 2018;142:1589-604.) 

Key words: WD repeat-containing protein 1, actin cytoskeleton, 
immunode.ficiency, lymphocytes, immunologie synapse 

Actin cytoskeletal dynamics drive a wide array of cellular 
processes, such as morphogenesis, polarity, and motility. 1 Actin 
regulators work in concert to tune the assembly and turnover of 
actin filament meshworks at different cellular locations.2 Immune 
cell fonction relies on finely tuned actin cytoskeletal dynamics. 
Indeed, both myeloid and lymphoid cells are highly motile and 
need to establish dynamic cell-to-cell contacts to execute their 
fonction. The pivotal role of the actin cytoskeleton in driving 
immune cell function in human subjects is being revealed by the 
characterization of a growing number of inherited defects of the 
immune system (primary immunodeficiencies [PIDs]) caused by 
deficiency or molecular alteration of actin cytoskeleton
remodeling proteins.3 
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B-LCL: EBV-immortalized B-lymphoblastic cell line 
CADD: Combined annotation-dependent depletion 

CDR: Complementarity-determining region 
FITC: Fluorescein isothiocyanate 

fMLP: N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 
ICAM-1: Intercellula.r adhesion molecule 1 

IRM: Interference reflection microscopy 
PE: Phycoeryth.rin 

PID: Prima.ry immunodeficiency 
SHM: Somatic hypermutation 
SLB: Supported lipid bi layer 
TCR: T-cell receptor 

Tth: Follicular helper T 
TIRF: Total internai reflection fluorescence 
TLR: Toll-like receptor 
WAS : Wiskott-Aldrich syndrome 

WASP: Wiskott-Aldrich syndrome protein 
WDR 1: WD repeat-containing protein 1 

A very recently discovered actin-related PID is caused by 
biallelic loss-of-function mutations in the gene encoding 
actm-mteracting protein 1 (AIPl)/WD repeat-contarnmg 
protein 1 (WDRl).4

•
5 WDRl is part of a large farnily of WD 

(tryptophan-aspartic acid) repeat domain-containing proteins 
that actas molecular scaffolds through a 7-bladed beta-propeller.6 

WDRl is expressed ubiquitously and promotes actin filament 
disassembly through cofilin.7-

12 More precisely, actin filament 
disassembly relies on sequential recruitment of coronin, cofilin, 
and WDRl , which act in concert to sever actin filaments. 13

-
15 

WDR 1 activity is enhanced further by interaction with the 
immunomodulatory protease caspase-11. 16 

In human subjects defective expression of WDRl has been 
shown recently to affect in particular the innate arm of the immune 
system. A first study reported 4 children carrying WDRJ biallelic 
mutations resulting in severe immunodeficiency associated with a 
prominent defect in neutrophils, which emitted nuclear herniations 
and were defective in migrating toward the bacterial chemotactic 
peptide N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP).4 

A second study reported 2 siblings carrying a WDRJ biallelic mu
tation associated with autoinflammation, immunodeficiency, and 
thrombocytopenia.5 Expression of rnisfolded WDRl in 
monocyte-derived dendritic cells from those patients led to 
enlarged actin-rich podosomes and excessive amounts of IL-18 
caused by abnormal inflammasome activation. This phenotype is 
in line with a previous study showing that a hypomorphic mutation 
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of Wdrl in mice results in macrothrombocytopenia and autoinflam
matory disease characterized by excessive neutrophil recruitment 
to sites of inflammation. 17 In these mice neutrophils show increased 
levels of F-actin and cofilin, resulting in mislocalization and 
reduced rnigration.17 Additional studies have linked aberrant 
expression of WDRl in human subjects to gout, 18 pancreatitis, 19 

and primary glioblastoma.20 The extent to which naturally occur
ring WDRJ mutations also affect the adaptive arm of the human im
mune system has not been investigated. 

Here we identified the largest cohort of patients with biallelic 
WDRJ mutations to date and set out to systematically dissect the 
consequences on different leukocyte subsets, with a particular 
focus on lymphocytes. 

METHODS 
Study oversight 

The studies, including immunologie diagnostic procedures and genetic 
analyses, were performed in accordance with guidelines of good clinical 
practice, the current version of the Declaration of Helsinki, written informed 
consent from the patients or patient's legal representatives, and approval from 
the relevant institutional review boards. 

Whole-exome sequencing 
For whole-exome sequencing, a TrueSeq Rapid Exome kit, as well as the 

Illumina HiSeq3000 system and cBot Cluster Generation instruments 
(Ill umina, San Diego, Calif), were used, as previously described,2 1.zz with 
minor changes. Briefly, reads were aligned to the human genome version 19 
by using the Bmrnws-Wheeler Aligner. Variant Effect Predictor was used 
for annotating single nucleotide variants and insertion/deletion lists. The 
obtained list was then filtered , excluding variants with a minor allele fre
quency of greater than 0.01 in the 1000 Genomes, Exome Aggregation Con
sortium, or dbSNP build 149 databases. After further filtering steps for 
nonsense, missense, and splice-site variants, an internai database was used 
to fil ter for recurrent variants. Moreover, variants are prioritized by using tools, 
such as SIFT, Polyphen-2, and the combined annotation-dependent depletion 
(CADD) score,23 that predict the deleteriousness of a present variant. 

Homozygosity mapping 
Homozygous sections are mapped with H3M2 (Homozygosity 

Heterogeneous Hidden Markov Mode!) software,24 allowing screening for 
variants segregating with patient phenotype. 

Sanger sequencing 
Sanger sequencing was used to validate the WDRJ variants c.C435G 

(H145Q) in exon 5 and c.A l7l5T (D572V) in exon 15 obtained from 
whole-exome sequencing in the affected family members. Variants in fami ly 
3 (D572V in exon 15 and 0501 S in exon 13) were obtained from direct Sanger 
sequencing. This was done by designing specific primers for ail the 
variants found: for Hl 45Q in introns 4 and 5 and exon 5/introns 5 and 6, 5 ' -
GTTCTTGGGTCCTTTGGAC -3' (F I) and 5' - CACTTACGCCAATTGT
GAACT -3' (Rl) ; for D572V in introns 14 and 15 and the 3' untranslated 
region, 5'- CTAGTCCCTGATTCGGTCCA -3' (F2) and 5'- CAGGAGTGT 
CACGTGGAGAA -3' (R2); and for c.G I501A (G50 1S) in introns 12 and 
13 and introns 13 and 14, 5'- AGGATGGGTGTGGTGTGTG -3' (F3) and 
5'- ACAGATAACCTCCCACTGCC-3' (R2). 

WDR1 expression 
Patient and healthy donor PBMCs were lysed in 100 µL RIPA buffer 

(150 mmol/L NaCl, l % Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 
and 50 mmol/L TRIS [pH 8.0]), run on a 10% acrylamide gel at 120 V, and 
blotted overnight at 120 mA at 4°C on a polyinylidene difluoride membrane. 

PFAJ FER ET AL 1591 

Membranes were incubated with anti-human WDR 1 (Novus Biologicals, 
Littleton, Colo) polyclonal antibody at a di lution of 1 :600 in Tris-buffered 
saline with 0.5% Tween and 5% milk ovemight at 4°C and a secondary 
anti-rabbit antibody at room temperature for 2 hours. As a control , 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (clone 86C5; Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, Tex) at a dilution of 1: 1000 in combination with a 
secondary horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse antibody 
di luted 1 :30,000 was used. Blots were developed with ECL (GE Healthcare, 
Fairfield, Conn) . 

lmmunophenotyping 
Healthy donor and patient PBMCs were obtained by using Ficoll density 

centrifugation and stained for 30 minutes at 4°C with the fo llowing mouse 
anti-human antibodies: CXCR5-allophycocyanin (APC; 51505) from R&D 
Systems (Minneapoli s, Minn) ; CCR7- phycoerythrin (PE)-CF594 (150503), 
CD27 Y450 (M-T27 1), CD27 Brilliant Violet (M-T271), CD38- PE-Cy7 
(HIT2), CD21-PE (B-ly4), CD3-APC-H7 (SK7), CDS-Alexa Fluor 700 
(UCHT), CD4-APC (RPA-T4), CD4-Brilliant Violet 605 (RPA-T4), 
CD45RA-Alexa Fluor 700 (HII00), CD8-Y500 (RPA-T8), CD8-fluorescein 
isothiocyanate (FITC; HIT8a), lgM-APC (020-1273), lgD-FITC (IA6-2), 
and CD95- PE-Cy7 (DX2) from BD PharMingen (San Jose, Calif) ; 
CD 19-peridinin-chlorophyll -protein complex-Cy5 .5 (HIB 19), CDl 0-APC 
(CB-CALLA), and CD3 l -APC (WM59) from eBioscience (San Diego, 
Calif); CD l4- PE-Cy7 (RM052), CD56-PE (N901), CD4-PE (13B8.2), 
T-cell receptor (TCR)-Vf3 11 -FITC (C21), and TCR-Vct24-PC-7 (C l5) 
from Beckman Coulter; and CD8-V450 (RPA-T8) from BD Horizon (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Stained cells were analyzed on a BD LSR 
Fortessa cytometer. Data were processed with FlowJo X software (TreeStar, 
Ashland, Ore) and sketched with Prism 6.0 software (GraphPad Software, 
La Jolla, Calit). 

Confocal microscopy 
On isolation from peripheral blood samples, neutrophils, monocytes, and 

T cells were transferred onto glass si ides precoated with 2 µg/mL fibronectin 
(ail cells) or 10 µg/mL anti-CD3 mAbs (T cells) . Neutrophils were stimulated 
in parallel with 10 nmol/L fMLP, whereas monocytes were treated with 
50 ng/mL LPS. After I hour of incubation at 37°C, cells were fixed with PFA 
3% and stained with Phalloidin-Alexa Fluor 488 ( 1 :40 dilution) for I hour in 
permeabilization buffer (eBioscience) at room temperature in the dark. Slides 
were imaged with a Zeiss LSM700 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, 
Germany). The acqu ired images were analyzed with the ImageJ software 
(National Institutes of Health, Bethesda, Md). 

Histologie and immunohistologic bone marrow 
examination 

Histologie staining of paraffin-embedded tissue sections of 2 decalcified 
bone marrow biopsy specimens was pe1formed, as previously described.25 

Immunohistologic staining was done with a panel of antibodies against 
CD 10, CD22, CD3, and CDS from Novocastra (Newcastle upon Tyne, United 
Kingdom) ; CD 19, CD20, CD 117, CD79a, paired box 5 (PAX-5), and terminal 
deoxynucleotidyl transferase (TdT) from DAKO (Glostrup, Denmark); and 
CD71, CD34, CD6 1, CD l4, and tryptase from Cel! Marque (Rocklin, Calif) 
on an automated Leica BOND III immunohistological stainer (Leica, Wetzlar, 
Germany). Total bone marrow cellularity and representation of individual 
lineages were estimated by comparing the individual cellular compartments 
with age-matched control tissue. 

Neutrophil migration 
Ninety-six-well transwell plates containing a 5-µm pore size membrane 

(Coming, Corning, NY) were used to assess cell migration toward 
chemoattractants. Freshly isolated neutroph il s (5 X 104 cells in 50 µL) 
were loaded on the top of the transwell filter, and 150 µL offMLP was added 
at the indicated concentrations to the lower chamber. After 30 minutes 
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TABLE 1. Cl inic al characteristics o f t h e pat ients 

Family A B C 

Pat ient 4 6 

Sex Male Female Male Male Female Female 
Ethnie origin Turkish Turkish Turkish Turkish Syrian Syrian 
Current age (y) 11 12 21 24 26 7 
Age at onset (y) 2.5 9 I l 14 NA NA 
Consanguinity Yes Yes Yes Yes No Yes 
Cl inical presentation 

General Recurrent fever No recurrent fever No recurrent fever No recurrent fever No recurrent Recurrent fever 
(4- to 6-mo Facial dysmorphy Facial dysmorphy Facial dysmorphy fever (1 -to 2-mo 
intervals) (frontal bossing, (frontal bossing, (frontal bossing, No obvious intervals) 

No dysmorphy minimal minimal minimal facial dysmorphy No obvious 
obvious facial hypertelorism, hypertelorism, hypertelorism, No gastrointestinal facial 

Diarrhea and wide nasal wide nasal nostri ls) wide nasal manifestations dysmorphy 
vomiting nostrils) Diarrhea nostrils) Weight and No gastrointestinal 

Weight and height: No gastrointestinal Weight and height: Diarrhea height: 75 kg manifestations 
27 kg (0 SDS, manifestations 43 kg [-3.8 SDS, Weight and height: (+1.2 SDS, Weight and 
50th-75th Weight and height: <3rd percentile] and 50 kg ( - 2.5 SDS, 90th percenti le) height: 20 kg 
percentile) 16.7 kg (-3.9 162 cm (-2 SDS, <3rd percentile) and 160 cm (25th percenti le) 
and 128 cm (0.2 SDS, <3rd <3rd percentile) and 168 cm (- 0.5 SDS, and 116 cm 
SDS, 50th-75th percentile) ( - 1.2 SDS, 25th-50th (10th-25th 
percentile) at time and 112 cm 10th-25th percentile) percentile) 
of admission (-3 .6 SDS, percenti le) 
(8 y) <3rd percenti le) 

Neurological Mental impairment Learning difficulty Learning difficulty Learning difficulty Learning difficulty Learning difficulty 
(WISC-R test; in school , in school , in school, no in school, no in school, no 
Verbal IQ: 72, no formai no formai formai test formai test forma i test 
Performance test performed test performed performed performed performed 
IQ: 84 

Total IQ: 75) 
Infections Pneumonia Pneumonia Pneumonia Bronchitis Aphthous Pneumonia 

Aphthous stomatitis Bronchiectasia Bronchiectasia Bronchiectasia stomatitis Aphthous 
Oral candidiasis Aphthous Nodulocystic acne Nodulocystic Otitis media stomatitis 

stomatitis Skin ulcers acne Sinusitis Vesicu lar lesion 
Otitis Pyoderma Abscesses Pharyngitis Subcorneal 
Encephalitis gangrenosum Skin ulcers Abscesses pustular 

(suspected from HBV carrier Lymphadenopathy dermatosis 
viral infection; Staphylococcus Pyoderma 
responsible agent aureus infection gangrenosum 
not isolated) HBV carrier 

Lymphadenopathy Staphylococcus 
Abscesses aureus infection 
Varicella infection 
Burkholderia 

gladioli isolated 
from skin abscess 

Autoinflammation Autoimmune Fluctuating Splenomegaly 
and thyroiditis thrombocytopenia Fluctuating 
autoimmunity Chronic thrombocytopenia 

thrombocytopenia 
Noninflammatory 

myopathy 
Treatment IVIG IVIG IVIG IVIG None IVIG 

Fluconazole and Fluconazole and Trimethoprim- Trimethoprim- Fluconazole and 
trimethoprim- trimethoprim- sulfamethoxazole sulfamethoxazole trimethoprim-
su lfamethoxazole sulfamethoxazole prophy laxis + prophylaxis + sulfamethoxazole 
prophylaxis prophylaxis Colchicum-Dispert Colchicum- prophylaxis 

Inhaler steroid and Dispert 
salbutamol 

!VIC , Intravenous immunoglobul in replacement; NA , not available/applicable; SDS, Standard deviation score; WISC-R, Wechsler Intelligence Scale for Children- Revised. 
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TABLE Il. Immunologie characteri zation of t he patients 

Family A 

Patient 

Age at 
evaluation 
(y) 

Hemoglobin I l 10.6 12.2 
(g/dl ) 

Lymphocyte 2,300 (1 ,500- 830 ( 1,500- 1,9 !0 

I l Il 

10.3 9.5 10.3 

1,920 3,8 10 4,540 (1 ,700-

B 
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12 18 

5.83 

2,630 ( 1,700- 3,000 (1,700-
count 7,600) 7,600) (1,500-7,600) ( 1,700-5 ,700) ( 1,500-7,600) 5,700) 5,700) 5,700) 
(cell s/µ,L) 

Neutrophil 4,600 18,020 2,200 3,8 10 16, 160 19,370 4,580 10,900 
count 
(cells/µ,L) 

Platelet count 63,000 27,000 55,000 54,000 389,000 440,000 (150,000- 277,000 422,000 
(cells/µ,L ) (150,000- ( 150,000- (150,000- (150,000- (150,000- 450,000) (150,000- (150,000-

450,000) 450,000) 450,000) 450,000) 450,000) 450,000) 450,000) 

MPV (fL) 10.1 10.9 13.7 12.2 8.2 8.3 9. 1 8. 17 
lgG (g/L) 5.72 (without 3.7 1 (without 7.06 (IVIG 10.40 (IYIG 13.3 (without 8. 1 (IYIG 13.6 (IYIG 11.2 (without 

substitution) substitution) substitution) substitution) substitution) substitution) substitution) substitution) 
(4. 11 - 14.35) (4. 11 - 14.35) (6.54-15.94) (6.54- 15.94) (6.54- 15.94) (6.54- 15.94) (6.98- 11.94) (5.84- 14.86) 

lgA (g/L) 1.95 (0.34-2. 14) 1.09 (0.34-2. 14) 0.31 (0. 11-2.5 1) 0.99 (0.11-2.51 ) 1.57 (0.11-2.5 1) 1.49 (0.1 1-2.5 1) 1.1 9 (0.22-2.74) 0.98 (0.9 1-3.93) 
lgM (g/L) 0.72 (0.15-1. 15) 0.29 (0.15- 1.15) 0.27 (0. 13- 1 .45) 0.53 (0.13-1.45) 0.26 (0.13-1 .45) 0.34 (0 .1 3- 1 .45) 0.39 (O. 19-0.99) 0.37 (0.32-2.23) 
Response Lo Anti -rubella: 52 IU/mL (positive, N: > 10 IU/mL) Anli -letanus <0. 1 IU/mL (negative, N: >0. 1 IU/mL) 

vaccination Anti-tetanus: 5 IU/mL (posi ti ve, N: >0. 1 IU/mL) Anti-HBsAg: 5 mlU/mL (negative, N: > 10 mlU/mL) 
antigens Anti -diphtheria: 1.6 1 IU/mL (pos itive, N: > I IU/mL) 

Anti-HBsAg: <5 mIU/mL (negati ve, N: > 10 mIU/mL) 

CDI 9+ B cells NA 100 (200-2,200) 170 (200-2,200) 190 (200- 1,400) 60 (200-2,200) 164 (200- 1,400) 1 12 (200-1,400) 5 (200- 1,400) 
(cells/µ,L) 

CD3 + T cells NA 570 ( 1,000- 1,490 1,474 ( 1, 100- 3,090 (1,000- 2,670 (1, 100- 3, 196 ( 1, 100- 1,743 (1,100-
(cells/µ,L ) 4,900) (1,000-4,900) 4, lO0) 4,900) 4, lO0) 4, 100) 4,100) 

CD4+ T cells NA 340 (500-2,700) 760 (500-2,700) 705 (600-2,400) 1,780 (500-2,700) 1,596 (600-2,400) 1,838 976 (600-2,400) 
(cell s/µ,L) (600-2,400) 

CDS+ T cells NA 240 (300-2, 100) 650 (300-2, 100) 648 ( 400-1,500) 1,220 (300-2, 100) 98 1 ( 400-1 ,500) 1,226 ( 400-1,500) 7 44 ( 400- 1,500) 
(cells/µ,L ) 

NK cells NA 120 (200-900) 220 (200-900) 223 (200- 1,000) 290 (200-900) 337 (200- 1,000) 595 (200-1 ,000) 302 (200- 1,000) 
(cells/µ,L) 

Neutrophil Normal NA Normal 
function 
(BURST 
test) 

Other Anli -thyroglobulin and anli -TPO autoantibodies: positive Parahormone and growth hormone stimulation tests: 
Cranial MRI: normal normal 

Nom1al ranges are shown in parentheses. Normal range for cell types in children is according to Ikinc iogullari et al,29 normal range for cell types in adu lts is according to 
Coman-Bitter et al,30 normal range for immunoglobulins in children is according to Stiehm and Fudenberg,31 and normal range for immunoglobulins in adults is according to 
Puissant-Lubrano et aI. 32 

I VIG, lntravenous immunoglobulin replacement ; MPV. mean plate let vo lume; MRI , magnetic resonance imaging; NA , nol available/applicable; NK, natura l killer; TPO, 
thyroperox_idase. 

of incubation at 37°C, transmigrating cells were collected, transferred into a 
U-bottom 96-well plate, and counted with a Fortessa flow cytometer 
(BD Biosciences). The proportion of migrating cells was normalized to the 
initial input cell number. 

Expansion of T and B cells 
Patient and healthy donor T cells were expanded by using a feeder cell 

mixture, as previously described,26 and maintained in RPMI 1640 medium 
containing L-glutamine (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY) 
supplemented with 1 % penicillin/streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, Calif) 
and 10% heat-inactivated human serum (ail from Gibco). Culturing conditions 
were 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere. EBV-immortalized 
B-lymphoblastic cell lines (B-LCLs) were generated by adding EBV viral 
supernatant onto fresh ly isolated PBMCs. The following day, 1 µ g/mL 

cyclosporin A was added to the cell s, which were cultured in RPMI 1640 
medium with L-glutamine supplemented with 1 % penicillin/streptomycin 
(lnvitrogen) and 10% heat-inactivated FCS (Gibco, Life Technologies). 

Morphology and apoptosis of B-LCLs 
The morphology and F-actin content ofB-LCLs was assessed on combined 

B-cell receptor (BCR)/Toll-like receptor (TLR) stimulation. Eight-well slides 
(ibidi , Martinsried, Germany) were coated with anti-IgNigG/IgM 
( 10 µL/mL ; Abcam, Cambridge, United Kingdom) overnight at 4°C. After 
washing, cells were seeded in the presence of 5 µmol/L CpG ODN 2006 
(lnvivoGen, San Diego, Cal if) and 1 µmol/L SiR-Actin (Tebu-bio, Le Perray
en-Yvelines, France). After 3 hours, bright-field, total internai reflection 
fluorescence (TIRF), and interference reflection microscopy (IRM) images of 
live cells were acquired with a Nikon inverted spinning disk confocal 
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TABLE Il. (Co ntinued) 

3 

20 21 

12 13.7 

2,480 (1,600- 2,780 (1 ,600-
2,500) 2,500) 

9,310 29,700 

108,000 125,000 
(150,000- (150,000-
450,000) 450,000) 

10.2 9.79 
10.3 (IYIG 8.5 (TVIG 

substitution) substitution) 

(5.84-14.86) (5.84- 14.86) 

0.97 (0.9 1-3.93) 0.69 (0.9 1-3.93) 
0.33 (0.32-2.23) 0.24 (0.32-2.23) 
Anti-tetanus: 0.15 IU/mL (positive, 

N: >0.1 IU/mL) 
Anti-pneumococcus: 4 mg/L 

(positive, N: >1.3 mg/L) 

25 (130-260) 28 (130-260) 

1,959 (700- 2, 113 (700-
2,100) 2, 100) 

967 (300- 1,400) 1,029 (300-
1,400) 

794 (200-900) 945 (200-900) 

99 (90-600) 278 (90-600) 

Normal 

4 

21 23 23 

10.5 12.5 14 

1,170 (1,600- 1,400 (1,600- 1,180 (1,600-
2,500) 2,500) 2,500) 

8,000 7,600 2, 110 

120,000 105,000 49,000 
(150,000- (150,000- (150,000-
450,000) 450,000) 450,000) 

9.6 8.32 9.03 
6.96 (wi thout 10.0 (TVTG 9.27 (IYIG 

substitution) substitution) substitution) 

(5.84- 14.86) (5.84- l 4.86) (5.84-14.86) 

2. 18 (0.9 1-3 .93) 2. 18 (0.91-3.93) 2.01 (0.91-3.93) 
0.23 (0.32-2.23) 0.42 (0.32-2.23) 0.36 (0.32-2.23~ 

Anti-tetanus: 0.5 IU/mL (positive, N: >0.1) 
Anti-pneumococcus: 16 mg/L (positive, 

N: > 1.3 mg/L) 

7 (130-260) 14 (130-260) 12 ( 130-260) 

506 (700-2, 100) 882 (700-2, 100) 732 (700-2, LOO) 

484 (300- l ,400J 312 (300- 1,400) 588 (300- 1,400) 

213 (200-900) 364 (200-900) 295 (200-900) 

77 (90-600) 224 (90-600) 260 (90-600) 

Normal 
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5 6 

26 5 6 7 

NA 9.6 NA 9.1 

1,500 (1,900- 1,360 (1,500- NA 1,600 (1,500-
2,800) 5,200) 7,600) 

8,770 11 ,670 NA 14,830 

174,000 2 13,000 NA 191 ,000 
( 150,000- (150,000- (150,000-
450,000) 450,000) 450,000) 

9.2 8.8 NA 9.2 
15.3 (without 5.45 (without NA 9.65 (wi thout 

substitution) substi tution) substitution) 

(5.84- 14.86) (4.73-13.85) (4. 11-14.35) 

2.50 (0.9 1-3.93) 6.25 (0.39- 1.47) NA 9.65 (0.34-2. 14) 
2.20 (0.50-2.60) 0.53 (0.20-0.92) NA 0.37 (0.15-1. 15) 

NA Anti-tetanus: >5 IU/mL (positive, N: >0.1 IU/mL) 

Anti-rubella: 15 IU/mL (Positive, N: 10- 15 IU/mL) 
Anti-HBsAg: 45 mTU/mL (positive, N: > 10 mIU/mL) 

41 (170-270) 53 (300- 1,200) 89 (200-2,200) 60 (200-2,200) 

1,35 1 (700- 1, 168 (1,900- 1,355 (1,000- 1,194 ( 1,000-
2, 100) 3,600) 4,900) 4,900) 

576 (300- 1,400) 582 (600-2,000) 648 (500-2,700) 5 11 (500-2,700) 

699 (200-900) 560 (300- 1,300) 633 (300-2, 100) 581 (300-2, 100) 

72 (90-600) 1 19 (200- 1,200) 159 (200-900) 200 (200-900) 

NA Normal 

microscope (Nikon, Tokyo, Japan) equipped with a back-thinned charge
coupled device camera (Evolve, 512 X 512 pixel s; Photometrics, Tucson, 
Ariz), a temperature- and CO2-controlled chamber, and an oil immersion 
X 100/ 1.49 NA objective. The morphologie parameters of the acquired ce lis 
were quantified with lmageJ software, applying masks to the bright-field im
ages. Apoptosis of B-LCLs was measured on stimulation with 1.5 µ,L/mL 
anti-IgA/JgG/JgM and 5 µ,mol/L CpG ODN 2006. At the indicated time 
points, cells were stained on ice with Annexin V- APC (3 µ,L per 100 µ,L; 
BD Biosciences) and propidium iodide (1.5 µ,L per 100 µ,L ; BioLegend, 
San Diego, Calif) in Annexin V binding buffer (eBioscience) for 5 minutes, 
topped up with an additional 200 µ,L of binding buffer, and kept on ice for 
acquiring by using flow cytometry. Gates were defined by means of 
compa.rison with apoptotic contrai samples treated at 65°C for 10 minutes. 

B-cell somatic hypermutation and class-switch 
recombination 

PBMCs were collected for patients and healthy donors, as described above. 
RNA extraction was carried out according to the RNeasy Kit protocol 
(Qiagen, Hilden , Germany). Elution was done twice with 25 µ,L ofRNase-free 
water. Two independent multiplex PCR reactions were performed by using 
VH 1-6 FR I forward primers and IGHA or IGHG reverse primers, 
respectively. The obtained PCR fragments were cloned into pGEM-t Easy 
Vector (Promega, Madison, Wis), and sequencing of single clones was 
performed on an ABI Prism 3 l 30XL (Applied Biosystems, Foster City, Calif). 
After demultiplexing the raw data, FASTA files were uploaded into the IMGT 
High-V-Quest database, and the resulting files were analyzed by using the 
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somatic hypermutation (SHM) and class-switch recombination pipeline in 
ARGalaxy. The clonality of the complementarity-determining region (CDR) 
1-CDR3 region was analyzed by using Change-O. SHM analysis was done, as 
previously described.27 

Calcium flux experiments on supported lipid 
bilayers 

Calcium flux was assessed in expanded T cells confronted with stimulatory 
glass-supported lipid bil ayers (SLBs), as described previously,2 1 with the 
modifications described below. Briefly, T cells (0.5- 1 X 106

) were loaded 
with 5 µ,mol/L Fura-2 AM (lnvitrogen) in complete RPMI 1640 medium for 
30 minutes at 25°C and then washed twice with 10 mL of imaging buffer 
( 1 X HBSS [Gibco] supplemented with 1 % FCS [Sigma, St Louis, Mo], 
l mmol/L MgCl2 and l mmol/L CaCl2) . For imaging, cells were spotted 
onto SLBs functionalized with OKT3-derived single-chain variable 
fragments at indicated densities and intercellular adhesion molecule 1 
(ICAM-1 ; 50 ng/well or approximately 100 ng/mL). SLB protein density 
determination was performed, as previously described.28 Image acquisi tion 
was performed with a DMI4000B microscope (Leica Microsystems) equipped 
with a X20 objective (Leica X20 PH2) and an Andor iXon Ultra-8871 
EM-CCD camera (Andor Technology, Belfast, United Kingdom) controlled 
by Metamorph lmaging software (Molecular Devices, Eugene, Ore). Imaging 
of Fura-2 (excitation, 340 nm and 380 nm; emission, 510 nm) was achieved 
with the use of a fast external excitation filter wheel equipped with band 
pass filters at 340 and 380 nm (Leica FLLra EX) and a filter cube consisting 
an emission band pass filter at 520 nm (Fura-2 Leica EM520/36, DC:409). 
Fura-2 images were collected at intervals of 30 seconds over approximately 
10 minutes. Intracellular calcium dynamics were determined ratiometrically 
from Fura-2 emissions acquired through 340 and 380 nm of excitation by 
using the open-source Fiji software package. Ratios of Fura-2 emissions 

were normalized with regard to the first acquired Fura-2 emission ratio 
determined for nonactivated T cells, which had not yet established productive 
contacts with the SLB. T cells contacting SLBs featuring ICAM-1 atone were 
recorded for each healthy donor and patient and served as negative controls. 

Statistical analysis 
Statistical analyses were performed with GraphPad software. Statistical 

significance was determined by performing 2-tailed nonparametric t tests. 
Resulting P values are indicated as follows : ns, P > .05, *.Ol < P < .05, 
**.00 1 < P <.0 1, and ***P < .001. 

RESULTS 
Clinical characteristics of the patients 

Here we studied 6 patients from 3 consanguineous pedigrees 
experiencing skin ulcerations, multiple respiratory tract and other 
infections, intellectual impairment, and in 3 cases stomatitis 
inflammation (Fig 1, A-F, and Tables I and 11).29

-
32 A detailed case 

report is provided in a separate document (see the Methods 
section and Tables E l and E2 in this article's Online Repository 
at www.jacionline.org). 

Identification of novel WDR1 gene mutations in 3 
families, resulting in reduced WDR1 expression 

Given the consanguineous background of the 3 families, the 
shared phenotypic traits within the patients, and the absence of 
clinical signs of immunodeficiency in the unaffected siblings and 
parents (with the exception offamily C), we suspected a common 
autosomal recessive disease trait. We performed whole-exome 
sequencing to identify the underlying genetic disease cause. 
Patient PI (family A) was found to carry a homozygous missense 
variant on chromosome 4, 10099458: G>C (hg19 build 137; 
NM_017491.3: c.C435G, p.Hisl45Gln) in WDRJ (Fig 1, G). 
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Patient P2 (family B), as well as patients P3 and P4, were 
found to carry a homozygous rnissense variant (c.Al 715T, 
p.Asp572Val) in WDRJ (Fig 1, H). Patient P6 (family C) was 
found to carry the same mutation as identified in family B 
(c.A1715T, p.Asp572Yal), and patient P5, the mother of P6, 
was found to be a heterozygous carrier of the p.Asp572Val 
mutation together with another heterozygous variant 
(c.G1501A, p.Gly501Ser; Fig 1, [). These WDRJ gene variants 
have not been observed in heterozygous or homozygous form in 
several human genetic variation databases, including the 1000 
Genomes Project and the Exome Aggregation Consortium. In 
addition, the heterozygous carriers did not show any symptoms. 
The variant found in family A (H145Q) was predicted to be 
benign and tolerated, with a CADD score of 13.3. The variant 
identified in families B and C (D572V) was predicted to be 
damaging and deleterious based on PolyPhen-2 and SIFT 
predictors for the corresponding protein fonction , with a CADD 
score of 28. The heterozygous variant identified in patient P5 
(G501S) was predicted to be damaging and deleterious, with a 
CADD score of 26.7. 

The WDRJ gene variants found in the 3 families segregated 
perfectly with the disease under the assumption of autosomal 
recessive inheritance (see Fig El in this article's Online 
Repository at www.jacionline.org). Although variants in 
additional genes also segregated within the individual 
families (see Table E3 in this article's Online Repository at 
www.jacionline.org), they were disregarded as being causative 
because they could not be related to the immunodeficiency status 
of the patients. Additionally, the striking similarities between the 
clinical phenotypes in the 3 families pointed to the WDRJ variants 
as the common cause of the immunopathology. The 3 identified 
mutations are located in coils between antiparallel 13-sheet 
repeats, which might affect the 3-dimensional blade structure of 
WDRl and its overall stability (Fig 1, J). 

We analyzed WDRl expression in the patients' PBMCs by 
using Western blotting. The newly identified mutations 
were associated with near-absent levels of WDRl expression 
(Fig 1, K). However, we observed variable residual WDRl 
expression in both expanded T cells from the patients, suggesting 
that lymphocyte activation might stimulate or stabilize expression 
of the WDRl variants (see Fig E2, A, in this article's Online 
Repository at www.jacionline.org). 

Together, our data demonstrate that the newly identified WDRJ 
mutations lead to a marked WDRl expression defect in peripheral 
blood cells from the patients, reinforcing the link of causality 
between the WDRJ mutations and the immunopathology 
affecting the patients. 

Neutrophil and monocyte defects associated with 
WDR1 mutations 

On blood smear examination, we detected abnormal herniation 
of neutrophil nuclear lobes (data not shown). This characteristic 
observation is in line with the recent identification of WDRJ mu
tations in immunodeficient patients for whom neutrophil nuclear 
herniation and associated defects were identified as a hallmark of 
the disease.4 Neutrophils were purified and stained with Phalloi
din and 4' -6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride to 
further characterize the morphologie defects associated with 
mutant WDRl. Approximately half of the neutrophils from the 
patients with WDRJ mutations had aberrant morphology (Fig 2, 
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FIG 2. Effect of WDR1 variants on neutrophils and monocytes. A, Representative picture of neutrophils from 
a healthy donor and patient P3 deposited on fibronectin or fibronectin plus fMLP. Morphologies of 
fMLP-stimulated neutrophils (36 from a healthy donor and 55 from patient 3) classified as normal (light 
gray), nuclear herniations (dark gray), or complex aberrations (black). B, Five-year longitudinal analysis 
of neutrophil absolute counts in patients P1 to P4. The normal range is indicated in gray. C, Migration of 
neutrophils from 2 healthy donors and patients P1 to P5 in response to indicated concentrations of fMLP. 
Data correspond to 1 experiment of 2 performed. D, Representative picture of monocytes from a healthy 
donor and patient P3 on spreading over fibronectin or fibronectin plus LPS. E, Number of actin dots 
quantified in 30 monocytes from a healthy donor and patient P3. Data correspond to 1 experiment of 2 
performed. F, The surface covered by monocytes spreading over fibronectin (gray and light red dots) or 
fibronectin plus LPS (black and red dots) was quantified in 60 monocytes from 2 healthy don ors and patients 
P1 to P4. Data pertaining to morphologie aberrations in neutrophils were confirmed in independent 
experiments performed on a second blood sampling from patients P1 to P4. HD, Healthy donor. 
** .001 < P< .01, and *** P< .001 . 

A). They displayed either nuclear hemiation with 1 or more nu
clear lobes protruding from the cell body or a loss of nuclear 
integrity, as revealed by spread 4' -6-diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride staining. These morphologie aberrations were 
associated with dissolution of cortical actin and abnormal accu
mulation of filamentous actin toward the cell center, as deter
mined based on F-actin staining. Therefore our 
immunofluorescence data suggest that loss-of-function mutations 
in WDRJ affect actin turnover, thereby leading to both a weak
ening of the cell cortex and accumulation of cytoplasmic actin 
structures. This process either pushes nuclear lobes out of the 
cell body or more profoundly disrupts nuclear integrity. These 
morphologie defects were not associated with reduced numbers 
of circulating neutrophils. On the contrary, patients had normal 
to increased neutrophil counts in peripheral blood (Fig 2, B). 
We further explored how such morphologie aberration might 
affect the capacity of neutrophils to survive and migrate. 

Neutrophils from the patients with WDRJ mutations did not 
consistently display accelerated loss of mitochondrial membrane 
potential (see Fig E3 , A, in this article's Online Repository at 
www.jacionline.org) or increased apoptosis (see Fig E3, B and 
C). However, a transwell assay revealed impaired migration of 
neutrophil s from the patients with WDRJ mutations in response 
to fMLP (Fig 2, C). Therefore our data reinforce the notion that 
biallelic WDRI mutations in human subjects are associated 
with a characteristic phenomenon of neutrophil herniation, with 
defective migration toward fMLP. 

We next investigated whether morphologie aberrations would 
apply to monocytes. On blood isolation and seeding over 
fibronectin-coated slides, monocytes from the patients with 
WDRI mutations emitted actin dots oriented toward the substrate, 
which were not detectable in normal monocytes (Fig 2, D) . These 
structures are reminiscent of actin-rich podosomes, which are 
assembled in macrophages and monocyte-derived dendritic 
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FIG 3. Effect of WDR1 variants on T-cell activation and function . A, Representative flow cytometric analysis 
of T-cell subsets in PBMCs from a healthy donor and patients P1 and P2. B, Flow cytometry- based 
quantification of the indicated T-cell subsets in PBMCs from 3 healthy donors and the 6 patients. Data 
correspond to 1 experiment of 2 performed for patients P5 and P6 and of 1 experiment for patients P1 to 
P4. C, Representative images of F-actin staining in primary T cells from a healthy donor and patients P2 
(upper panels) and P3 (lower panels) spreading over coated anti-CD3 antibody. Comparable morphologie 
aberrations were observed in an experiment performed on a second blood sampling from patients P1 to 
P4. D, T-cell surface on spreading over fibronectin (gray and light red dots) or anti-CD3 antibody (black 
and red dots) in 2 healthy donors and patients P1 to P4. Ten to 60 T cells were analyzed per condition. 
Data correspond to 1 experiment of 2 performed. E, Calcium influx in expanded T cells from 2 healthy 
donors and patients P1 to P4 stimulated over a lipid bilayer presenting ICAM-1 and anti-CD3 antibodies. 
Data correspond to 1 experiment of 2 performed. HD, Healthy donor. * .01 < P< .05, **.001 < P< .01, and 
*** P< .001 . 

cells. 33 Similar structures were observed in normal monocytes on 
LPS stimulation. Evidently, patients' monocytes emitted a signif
icantly higher number of actin dots when compared with control 
monocytes on LPS stimulation (Fig 2, E). These observations are 
in agreement with previous findings of increased podosome as
sembly in dendritic cells from patients with WDRJ mutations.5 

In parallel, we measured an increased ability of patients ' mono
cytes to spread over fibronectin spontaneously or on LPS stimula
tion (Fig 2, F) . In conclusion, monocytes isolated from the blood 
of patients with WDRJ mutations displayed increased basal and 
LPS-driven spreading associated with podosome-like F-actin 
structures. 

TCR activation in WDR1-mutated T lymphocytes 
In view of the pleiotropic expression of WDRl , we reasoned 

that WDRJ mutations might also affect functional integrity of 
lymphoid cells. We first investigated the T-cell compartment of 
patients through phenotypic characterization of peripheral blood 
T-cell subsets. Although normal proportions of T cells belonging 
to the CD4 +, CDS+, naive, central memory, effector memory, and 
stem memory subsets were detected, follicular helper T (Tfh) 
cells were present in a reduced proportion in all 6 patients 
(Fig 3, A and B, and see Fig E2, B). We then investigated actin 
cytoskeletal organization in T cells from patients Pl to P4 on 
interaction with anti-CD3 antibody-coated slides. Somewhat 
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reminiscent of what we observed in the monocytes, the tested 
T cells from patients displayed aberrant actin meshwork 
organization and increased spreading (Fig 3, C and D). The 
abnormal actin structures identified in WDRJ-mutant 
lymphocytes included actin arcs, actin spikes, and filopodia, 
which were described to be dependent on formin activity.34 

This suggests that the defect in actin turnover associated with 
WDRl deficiency results in increased assembly of structures 
that might depend on formin rather than Arp2/3 activity. 

We then tested which aspects of TCR-mediated activation 
might be controlled by WDRl. T cells derived from ail tested 
patients (Pl-P4) displayed a diminished calcium response, which 
was reduced in amplitude at intermediate and high densities of 
stimulatory anti-CD3 antibodies (Fig 3, E). This indicates a role 
for WDRl in tuning TCR-proximal signaling. Differently, the 
later event of TCR internalization was not affected in WDRJ 
mutant T cells from patients Pl to P4 (see Fig E2, C). A recent 
study reported a defect in anti-CD3 antibody-evoked T-cell 
proliferation in a patient carrying a WDRJ mutation.5 Our 
analysis of T-cell proliferation from peripheral blood 
collected at different time points showed inconsistent anti-CD3 
antibody-evoked proliferation rates, varying from reduced to 
normal values (see Fig E2, D). In addition, the WDRJ mutations 
affected neither the ability of T cells expanded from the blood 
of patients Pl to P4 to migrate in response to CXCL12 (see 
Fig E2, E) nor the capacity of purified CDS + T cells to kill target 
cells (see Fig E2, F). Together, our data suggest that WDRl 
deficiency only mildly affects the development and TCR 
activation of T lymphocytes. 

Abnormal B-cell development in patients with 
WDR1 mutations 

Although WDRJ mutations had only a lirnited effect on 
production of mature T cells in the periphery, we observed a 
marked phenotype in the B-cell compartment. Indeed, low 
B-cell counts were detected in the peripheral blood in ail patients 
reported here (Fig 4, A and B, and see Fig E4, A, in this article's 
Online Repository at www.jacionline.org). Residual peripheral 
B cells were abnormally skewed toward the transitional B-cell 
stage in ail 6 patients. Except for patient 5, the proportions of 
IgM nonswitched (CD27 +IgD+) and IgG class-switched memory 
(IgD- CD27+) cells among the B-cell subset were significantly 
reduced. This phenotype points toward a defect in B-cell 
development. Indeed, there was a large accumulation of 
peripheral blood B cells with a CD10+CD38+ phenotype, which 
is consistent with them being transitional B cells (ie, recent bone 
marrow emigrants; Fig 4, A and B, and see Fig E4, A). 

The paucity of memory B cells might reflect a defect during the 
steps of class-switch recombination or SHM. 

To explore this possibility, we sequenced the CDR1-CDR3 
region and analyzed the clonality of the IGHA or IGHG regions. 
The BCR repertoire of the 4 tested patients with WDRJ mutations 
was of a restricted size, with P3 and P4 harboring an extremely 
clonai repertoire (Fig 4, C). These 2 patients are the oldest 
(21 and 24 years compared with 11 and 12 years for Pl and 
P2), which might indicate that the size of the BCR repertoire 
diminished with age. We further detected decreased SHM in 
B cells from the patients with WDRJ mutations (Fig 4, C). 
The mechanisms underlying this observation could include 
CD4 + T-cell Iymphopenia, especially Tfh cells, impaired T-cell 
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proliferation, or an intrinsic B-cell defect. However, SHM target
ing (AID and Pol 11 motifs) and repair (transition/transversion 
mutation at the AT or GC locations) were normal (see Fig E4, 
B). This suggests no defect in the error-prone repair of mismatch 
repair or base excision repair that is used during SHM. The 
median CDR3 length was higher, but this is probably not caused 
by an increase in JH6 (the longest JH gene) or an increase in the 
number of N-nucleotides, but the number of deletions is lower in 
the patients (see Fig E4, C). The median CDR3 length in the 
switched memory B cells is higher in patients compared with 
control subjects, suggesting that selection for B cells with shorter 
CDR3 length might be impaired. The abnormal peripheral B-cell 
compartment might originate from an early bone marrow defect. 
Bone marrow biopsy specimens were available from patients Pl 
and P2, which allowed us to perform histologie analysis. In 
both patients the marrow was normocellular, with a usual 
topographie arrangement of slightly di srupted erythropoietic 
(Fig 4, D and E, and see Fig ES , A and B, in this article's Online 
Repository at www.jacionline.org) and myeloid precursor cells. 
Megakaryocytes were regularly di stributed and inconspicuous. 
Only a few lymphocytes were discerned morphologically. 

Immunohistologically, most lymphocytes were CD3+ T cells 
with only singular CD20+/CD79a+/PAX-5 +/CD22+ B cells 
intermingled. However, the few B cells were mostly mature, given 
the fact that they were terminal deoxynucleotidyl transferase and 
CD I O negative. Compared with the frequency of normal B cells in 
age-matched control bone marrow biopsy specimens, the very 
low frequency of CD20+ cells points to a severe reduction of 
bone marrow B-cell precursors. 

We then reasoned that the paucity of B-cell precursors in the 
bone marrow and the reduced abi lity of the B cells that reach the 
periphery to differentiate and generate a diversified BCR 
repertoire could result either from intrinsic BCR signaling 
defects, motility defects affecting tissue localization and homing, 
or reduced survival. To test these possibilities, we used B-LCLs 
generated from the few B cells collected from the peripheral 
blood of the patients. After stimulation with anti-IgA/IgG/IgM 
and CpG, B cells from patients with WDRJ mutations displayed 
increased adhesion, as determined based on the proportion of 
cells spreading (Fig 5, A). Strikingly, the morphology of the 
patients' B cells spreading over anti-IgA/IgG/IgM and CpG was 
characterized by an increased emission of multiple thin 
protrusions. In agreement with the role of WDRl in actin 
turnover, exarnination of the actin cytoskeleton by using TIRF 
microscopy of cells prestained with SiR-actin revealed an 
increased densi ty of polymerized actin at the ventral plane of 
the cells. Accordingly, the cells carrying WDRJ mutations 
displayed a very tight adhesion to the substratum, as observed 
by using IRM. This propensity of the WDRJ -mutated B cells to 
spread resulted in a much wider surface and perimeter than 
control cells and a reduced circularity (Fig 5, B). 

We then assessed the ability of the B-LCLs from patients with 
WDRJ mutations to migrate directionally. When exposed to a 
CCL19 gradient, the WDRJ-mutated B cells migrated normally 
along the gradient, as assessed by using the forward migration 
index (see Fig E6 in this article's Online Repository at 
www.jacionline.org). This suggests that the WDRl-related defect 
of B cells is restricted to the BCR. 

We next investigated whether these B cells might be 
abnormally prone to apoptosis on BCR/TLR stimulation. 
B-LCLs from patients P2 and P3 displayed spontaneous 
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apoptosis, as highlighted by the high proportion of late apoptotic 
cells (propidium iodide- positive Annexin V+) before stimulation 
(Fig 5, C). The proportion of late apoptotic cells further increased 
on BCR/TLR stimulation. Although B cells from patient Pl 
appeared less affected, we noted an increased rate of both early 
and late apoptotic cells after 24 hours of stimulation. 

Collectively, these data highlight the key role of WDRl in the 
development and activation of B cells. They further indicate that 
WDRl is required for BCR-mediated activation and survival. 

DISCUSSION 
Here we identified 6 patients from 3 consanguineous families 

carrying nove! WDRJ biallelic missense mutations leading to 
defective expression of WDRl in immune cells. In addition to 
recently described alteration of myeloid cell morphology and 
fonction in the context of WDRl deficiency,4

•
5 our study unravels 

a previously unappreciated role of WDRI in lymphocyte 
activation and development. 

The discovery of a number of PIDs caused by deficiency or 
molecular alteration of actin cytoskeletal remodeling proteins has 
allowed us to gain insight into the key role of actin cytoskeletal 
dynarnics in supporting immune cell function. 3 In this context the 
characterization of patients carrying WDRJ mutations provides a 
unique insight into a yet poorly studied facet of actin cytoskeletal dy
namics in control of leukocyte development, activation, and function . 

A hallmark of WDRJ-mutated leukocytes appears to be the 
assembly of aberrant actin structures. This applied to T- and 
B-cell immunologie synapses, as well as to neutrophils and 
monocytes. Of interest, these structures were specific to each 
cell subset and were interfering with distinct cellular processes. 
WDRl-mutated lymphocytes displayed defective activation or 
survival on antigen receptor triggering, which appeared to be 
related to abnormal actin turnover at the synapse. Monocytes 
displayed aberrant spreading in relationship with the assembly 
of numerous podosome-like structures. Neutrophils appeared to 
be affected predominantly in their migratory capacity as a 
probable consequence of the loss of their morphologie integrity. 
These observations point to a rather selective role of WDRl in 
sustaining specific actin-related processes in di stinct leukocytes. 

The most severe cellular defect identified in our cohort of 
patients with WDRJ mutations was a profound B-cell 
lymphopenia mirrored by low B-cell precursor counts in the 
bone marrow. In apparent contrast, the few B cells detected in 
bone marrow were mature B cells, whereas the peripheral 
B-cell compartment was skewed toward an immature transitional 
B-cell stage. This might result from a premature release of 
immature B cells from the bone marrow, as shown in patients 
with Wiskott-Aldrich syndrome (WAS), another disorder of the 
actin cytoskeleton. 35 Therefore, for the first time, our study 
identifies WDRl as a key actin regulator required for B-cell 
differentiation. Applying TIRF and IRM microscopy to patient
derived B cell lines, we forther observed aberrant activation on 
BCR/TLR stimulation, leading to multiple actin-rich filopodia 
associated with elongated B-cell synapse morphology. This is 
in line with previous studies showing that BCR stimulation 
depends on actin depolymerization36 and that cofilin-evoked actin 
severing is key to BCR-induced synapse formation. 37 The 
prominent effect of WDR 1 deficiency on development of the 
B-cell compartment might be explained by a role in tonie BCR 
signaling, a process that depends on actin dynamics and is crucial 
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for the survival of developing B cells.38 Indeed, we identified an 
increased apoptosis rate in B-LCLs derived from patients with 
WDRJ mutations on BCR stimulation. We suspect that the 
B-lymphocyte defects associated with WDRl deficiency might 
underlie some of the clinical manifestations, in particular the 
recurrent infections. 

The consequences of the identified WDRJ mutations on 
generation of the T-cell compartment appeared less prominent 
than on generation of the B-cell compartment. Thus, with the 
exception of Tfh cells, normal proportions of the main T-cell 
subsets were present in the peripheral blood of the patients 
from our cohort. The selective reduction in numbers of Tfh cells 
is likely a consequence of the B-cell deficiency because Tfh cells 
require B cells for their differentiation and survival.39 On 
stimulation with immobilized anti-CD3 antibodies, mature T 
cells from the patients displayed increased spreading and aberrant 
actin-rich structures that most probably result from a defect in 
actin turnover. Such a defect might affect predominantly 
Arp2/3-driven actin branching and lamellipodia assembly by 
limiting the availability of actin monomers and capped actin 
oligomers. In contrast, formin-driven actin filament elongation 
might be affected to a lesser extent, and its activity would become 
dominant over that of Arp2/3. 

In agreement with this hypothesis, we observed aberrant 
assembly of long actin filaments, either organized radially and 
pointing outward or organized as arcs forming a circular belt 
around the synapse. In agreement with those observations, 
activation of patients' T cells over a membrane bilayer presenting 
recombinant ICAM-1 and anti-CD3 antibodies resulted in reduced 
calcium influx. However, WDRl deficiency was not consistently 
associated with reduced anti-CD3-evoked T-cell proliferation, 
pointing to a rather mild role in TCR-driven activation compared 
with other PID-associated actin regulators, such as Wiskott
Aldrich syndrome protein (WASP) or dedicator of cytokinesis 
8.40

•
41 Coronin lA-mediated actin depolymerization has been 

shown to facilitate lytic granule delivery in natural killer cells.42 

In our study, however, the identified WDRJ mutations did not 
appear to cause a def ect in T cell-mediated cytotoxicity in 
expanded peripheral blood T cells. These observations call for a 
further exploration of the molecular mechanisms controlling actin 
depolymerization in the context of the cytotoxic activity of natural 
killer and CD8+ T cells. 

Our report expands the phenotypic spectrum of WDRl 
deficiency, which comprises marked defects of both innate and 
adaptive immunity, resulting in severe autoinflammation, 
predisposition to autoimmunity, and compromised B-cell 
function. Different from WASP deficiency,43 the prototypical 
actin-related PID, thrombocytopenia was inconsistent and 
platelet volume was normal in patients with WDRJ mutations. 
Eczema, a typical manifestation of WAS, was also absent in these 
patients. However, the recurrent skin infections were reminiscent 
of those observed in patients with WAS. The characteristic auto
inflammatory manifestations of the patients with WDRJ 
mutations are distinct from those of patients with WAS, whereas 
the autoimmune clinical presentation overlaps between the 2 
disease entities. Although this has not been reported yet, it 
appears likely that WDRl deficiency is also associated with a 
greater risk of malignancy, given dysregulated actin 
polymerization reminiscent of the relatively high risk of 
myelodysplasia/acute myeloid leukemia in X-linked neutropenia 
caused by gain-of-fonction mutations in patients with WAS,44 and 
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the impaired immune surveillance for viral and other triggers in 
general.45 On that basis, at least for the more severely affected 
patients, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation might 
be a feasible and rational approach. 

Another clinical feature consistently observed in the patients 
with WDRJ mutations was mild-to-moderate intellectual 
disability. Gene variant analysis did not reveal any additional 
variant that would be shared by the patients presenting with 
intellectual disability and that might be related to such a clinical 
presentation. Chronic inflammation or repeated hospitalization 
periods might have contributed to intellectual disability. Given 
the pleiotropic expression of WDR 1, its deficiency in the central 
nervous system might also result in neuronal defects. The 
potential role of WDRl in neuronal tissues will deserve further 
investigation in the future . 
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and Cecilia Domfnguez Conde from LBI-RUD, Vienna, Austria, for technical 
advice and discussion . 

Key messages 

• Deficiency of the actin regulator WDRI in human 
subjects is associated with a paucity of B-cell progenitors 
in the bone marrow and Jack of switched memory B cells 
in the periphery. 

• WDRJ missense mutations lead to aberrant assembly of 
both T- and B-cell immunologie synapses. 
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METHODS 
Case reports 

Patient Pl (8 years old, male sex) born to con anguineous parents was 
admjtted to the ho pital with fever, diarrhea, aphthous stomatitis, and 
pneumonia at 8 years of age. Past medical history revealed that he had 
recurrent fever with vomiting, diarrhea, aphthous stomatitis, and hypokalemia 
occurring every 4 to 6 months, and although anti-thrombocyte antibodies were 
not studied, he was given a diagnosis of chronic idiopathie thrombocytopenic 
purpura at 2.5 years of age. On physical exarnination, mild intellectual 
disabi lity and muscle weakness with positive Gowers sign were noted. 
Laboratory investigations showed chronic thrombocytopenia and an acute 
decrease in lymphocyte counts with increased neutrophil counts and 
acute-phase reactants during febrile episodes, which were triggered by 
infections every 4 to 6 months. Candida albicans was isolated from his 
aphthous lesions. Low IgG levels with B-cell lymphopenia were observed 
(Table II). Anti-rubella, anti-tetanus, and anti-diphtheria antibodies 
were positive, and results for anti-HB antibodies were negative. 
Anti-thyroglobulin and anti-TPO autoantibody results were also positive. At 
age 8 years, the Wechsler Intelligence Scale for Chi ldren- Revised test 
performed for evaluation of mental development and revealed a verbal IQ 
score of 72, a performance IQ score of 84, and a total IQ score of 75. Cranial 
magnetic resonance imaging results were normal, and results of muscle biopsy 
was consistent with noninflammatory myopathy. During follow-up, he 
responded well to fluconazole and trimethoprim-sulfamethoxazole 
prophylaxis with intravenous immunoglobulin replacement. The patient is 
currently stable and is being evaluated for bone marrow transplantation. 

Patient P2 ( 12 years old, female sex) was admitted to the hospital with 
fever, growth retardation , and finger abscess at age 8 years. Past medical 
history was significant for recurrent pneumonia, bronchiectasis, aphthous 
stomatitis, and viral encephalitis. Having consanguineous parents, her family 
history revealed that she had 2 brothers with the same symptoms (Fig 1, E). 

She exhibited dysmorphie facial features, including fronta l bossing, 
hypertelorism, and wide nostri ls. Severe growth retardation was noted on 
physical examination, but growth hormone levels were normal. 
Leukocytosis and anemia were detected by using a complete blood count. 
Immunophenotyping revealed B-cell lymphopenia. The immunoglobulin 
levels were within age references (Table II). Prophylactic antibiotics and 
intravenous immunoglobulin replacement were initiated because she had 
severe recurrent infections at age 9 years. During follow-up, she had multiple 
episodes of hospitalizations and hepatosplenomegaly and Iymphadenopathies 
with increased acute-phase reactant levels (see Table E2). A corresponding 
biopsy revealed reactive lymphoproliferation. Currently, she receives 
intravenous immunoglobulin and prophylactic antibiotics with apparently 
mi lder symptoms with growing age. 

Patients P3 (21 years old, male sex) and P4 (24 years old, male sex) are 
brothers of P2. P3 was evaluated at age 18 years at the dermatology unit 
because of disseminated ulcerated lesions in the lower extremities that 
appeared 7 years previously after an episode of trauma. He had facial cystic 
acnes, a short stature, and difficulty in communication. Skin biopsy was 
compatible with pyoderma, but results of pustule cultures were negative. 
Laboratory assessment showed low lgM levels, B-cell lymphoperua, 
persistent leukocytosis with neutrophilia, high C-reactive protein and serum 
amy loid A level s (see Table E2), and ftuctuating thrombocytopenia (Tab le II). 
Thorax computed tomography revealed bronchiectasis (data not shown). After 
starting regu lar intravenous immunoglobulin and Colchicum-Dispert, skin 
lesions improved, as did facial acne. P4 was admitted to the dermatology 
department at age 22 years with disseminated ulcerating purple-colored 
lesions causing pruritus developing on the tibial area 7 years before after 
trauma. Multiple cystic acne was also present on the face. Biopsy from the 
lesions revealed Pyoderma gangrenosum, and cultures were negative for 
bacteria and fungi. Bronchiectasis was detected on thorax computed 
tomography. He had the same laboratory abnormalities as his younger brother, 
lymphopenia, and persistent leukocytosis with polymorphonuclear 
leukocyte increase. Fluctuating thrombocytopenia with large platelet volume 
was recorded. Immunologie assessment revealed low B-cell numbers. Low 
lgM and lgG2 levels were detected (Tab le Il). He had persistent C-reactive 
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protein and serum amyloid A increases (see Table E2). Mu ltiple antibiotic 
courses and dressings with intravenous immunoglobulin were admini stered. 
After beginning regular intravenous immunoglobulin (500 mg/kg) and 
Colchicum-Dispert, lesions were alleviated. 

Patient P6 (7 years old, female sex) was born to consanguineous parents. 
She presented with recurrent febrile episodes every I to 2 months after a 
respiratory tract infection, together with generalized vesiculopustular lesions. 
Dermatologie evaluation and subsequent biopsy revealed subcorneal pustular 
dermatosis. She also had recu1Tent aphthous stomatitis and pneumonia, during 
which levels of acute-phase reactants remained high. Immunologie evaluation 
was significant for high lgA levels and low B-cell counts. She had generalized 
necrotic dermal lesions during the disease course. We lately discovered that 
her mother (patient P5 [26 years old, female sex]) had similar symptoms as her 
daughter. She experienced recurrent aphthous stomatitis, skin abscesses, and 
pneumonia. 

Neutrophil mitochondrial membrane potential 
Neutrophils were isolated from peripheral blood and cultured at low 

density in complete RPMI medium. As a measure of mitochondrial fitness, 
dissipation of its membrane potential was monitored by loss of JC- 1 
mitochondrial aggregates (red channel ; excitation/emission, 535/590 nm) 
and a shift toward its monomeric cytosolic form (green channel; 
excitation/emission, 485/530 nm). Neutrophi ls were loaded with JC-1 dye 
(3.5 µmol/L; Life Technologies) at 37°C for 15 minutes, washed with PBS , 
and analyzed by using flow cytometry at the indicated time points. Gates were 
applied on intact and single cells based on forward- and side-scatter featmes. 

Neutrophil apoptosis 
Apoptosis was measured in neutrophi ls on spontaneous progression of 

cell death. At the indicated time points, cell s were stained on ice with Annexin 
V- APC (3 µL per 100 µL; BD Biosciences) and propidium iodide ( 1.5 µL per 
100 µL; BioLegend) in Annexin V binding buffer (eBioscience) for 5 minutes, 
topped up with an additional 200 µL of binding buffer, and kept on ice for 
acquiring by means of flow cytometry. Gates were defined by comparing with 
apoptotic control samples treated at 65°C for lO minutes. 

WDR1 expression in expanded T cells 
Expanded T cells from patients and healthy donors were lysed in 100 µLof 

RIPA buffer. WDR 1 expression was analyzed as described in the main 
Methods section. 

TCR downregulation 
P8 l 5 cells were coated wi th OKT3 at the indicated concentrations. CDS+ T 

cell s were purified with immunomagnetic beads and incubated with P8 l 5 cells 
at a 1 :2 ratio for 4 hours. Cells were then stained with APC-H7-conjugated 
anti-CD3 and FITC-conjugated anti-TCR antibodies (BD Biosciences) for 
30 minutes at 4°C. Expression of TCR at the CDS + T-cell surface was 
analyzed by using a Fortessa ftow cytometer (BD Biosciences) and FlowJo 
software. 

T-cell proliferation 
PBMCs were labeled with eFluor 450 violet proliferation dye (BD 

Biosciences), according to the manufacturer's instructions. T-cell proliferation 
was assessed after 72 hours of stimulation with either soluble anti-CD3 
antibody (] µg/mL , clone OKT3; eBioscience) plus anti-CD28 antibody 
(1 µg/mL , clone CD28.2; eBioscience) or anti-CD3/CD28 antibody-coated 
Dynabeads (Sigma-Aldrich). Dilution of the proliferation dye was recorded on 
a BD Fortessa cytometer and analyzed with FlowJo X software. 

T-cell migration 
Ninety-six-well transwell plates (5-µm pore size; Corning) were used to 

assess T-cell migration in response to CXCLl2. Expanded T cells were 
harvested and resuspended in serum-free RPMI 0.5% BSA medium at 
0.5 X 106 cells/mL. Fifty mjcroliters of cell suspension was loaded on the 
top of the transwell filter, whereas 150 µLof CXCLI 2 (PeproTech, Rocky 
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Hills, NJ) solution was added to the lower chamber at the indicated 
concentrations. After 4 hours of incubation at 37°C, transmigrating cells 
were collected and analyzed as described in the main Methods section. 

T cell-mediated cytotoxicity 
Green fluorescent protein-expressing PS 15 target cells pretreated with 

aphidicolin (Sigma-Aldrich) to prevent proliferation were coated with OKT3 
at the indicated concentrations to assess CDS + T-cell cytotoxic function . 
CDS + T cells purified with immunomagnetic beads (MagniSort 
Human CDS+ T-cell Enrichment Kit) were added to the green fluorescent 
protein-PS 15 target cells at a ratio of 1: I for 4 or 24 hours, as indicated. After 
incubation, 150 µL of the respective cell suspensions was transferred to a 
96-well plate, and 50 µ,L of a 10% 7-aminoactinomycin D solution 
(BD PharMingen) was added to each well. Analysis of residual target cell 
numbers was performed by using a Fortessa flow cytometer equipped with 
an automated plate reader device (BD Biosciences). 

Chemotaxis of B-LCLs 
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Cells ( 105 B-LCLs in 6 µLof culture medium) were loaded into the central 
transversal channel of Ibitreat 3D Chemotaxis µ- slides (ibidi), coated with 
5 µg/mL fibronectin, and incubated at 37°C for 30 minutes to allow cell 
attachment. A CCL19 gradient (0-200 ng/ml) was created, according to the 
manufacturer's instructions. Additional slides were prepared in parallel with a 
10% dextran-FITC solution to verify gradient linearity and stability. Analysis 
of fluorescence intensity profiles showed that linear gradients were established 
within 3 hours and were stable over 24 hours. Slides were positioned in an 
Apotome microscope (Zeiss) equipped with a X5/0.15 NA objective and with 
controlled temperature and CO2 conditions. Recording of cell migration was 
initiated 5 hours after seeding and lasted for 14 hours at a rate of I image every 
minute. Obtained images were treated and binaiized by using Image J software, 
and migration tracks were obtained by using the TrackMate plugin of the Fin 
software. Only tracks lasting more than 20 minutes were considered. 
Chemotaxis plots and Forward Migration Index (FMI-Y) were obtained with 
the Chemotaxis and Migration tool from ibidi. 
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FIG E1 . Segregation of WDR1 variants in core pedigrees. A, Pedigree offamily A and Sanger sequencing of 
WDR1 at position 145-147. DNA sequences correspond to the antisense strand. B, Pedigree of family Band 
Sanger sequencing of WDR1 at position 572-574. DNA sequences correspond to the antisense strand. C, 
Pedigree of family C and Sanger sequencing of WDR1 at positions 500-502 and 572-574. DNA sequences 
correspond to the sense strand. 
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FIG E2. T-cell parameters in patients carrying WDR1 variants. A, Representative Western blot analysis of 
WDR1 expression in lysates from expanded T cells derived from 2 healthy donors, patients P1 to P5, and 
parents of patients P2 to P4. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is shown as a loading 
contrai. B, Flow cytometry-based quantification of the proportion of the stem memory T-ce ll subset in 
PBMCs from healthy donors and patients. C, TCR downregulation assessed by using flow cytometry after 
stimulation with the indicated concentrations of anti -CD3 antibody for 1 hour. D, Analysis of T-cell 
proliferation after 72 hours of stimulation of PBMCs with soluble anti-C03/C02S antibody or bead-coated 
anti -CD3/C02S antibody. E, Proportion of expanded T cells that migrated in 4 hours across a transwell 
membrane in response to the indicated concentrations of CXCL 12. F, Residual number of PS15 target cells 
after 24 hours of incubation with purified cos+ T cells from a healthy donor and patients P1 to P4 at a 1:1 
ratio. PS15 cells had been coated previously with the indicated concentrations of anti-C03 antibody to 
stimulate cos+ T-cell lytic activity. HD, Healthy donor. 
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FIG E3. Mitochondrial membrane potential and apoptosis in neutrophils from patients carrying WDR1 
variants. A, Mitochondrial membrane potential monitored by using flow cytometric staining of JC-1 in 
neutrophils from 2 healthy donors and patients P2 to P4 on isolation and after 4.5 hours in complete 
RPMI medium. B, Apoptosis in neutrophils from 2 healthy donors and patients P1 to P4, as determined 
by staining for Annexin V and propidium iodide, after 0, 7, or 16 hours of incubation in complete medium. 
C, Quantification of apoptosis determined by staining for Annexin V and propidium iodide. HD, Healthy 
donor. 
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FIG E4. SHM patterns in B cel ls from patients carrying WDR1 variants. A, Representative flow cytometric dot 
plots of the ana lysis of 8-cell subsets in PBMCs from 4 healthy donors and patients P3 to P6. Data stem from 
2 distinct experiments {experiment 1: HD2, P3, and P4; experiment 2: HD3 to HD5 and P5 to P6). B, Relat ive 
frequen cies of transitions and transversions at GC and mutations at AT are shown as mean values for 4 
healthy donors and patients P1 to P4. C, CDR3 length and proportions of antigen -se lected sequences, 
deletions, and N-nucleotide rearrangements are shown fo r 4 hea lthy donors and patients P1 to P4. 
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FIG ES. Bone marrow histology. A, lmmunohistology staining for hematoxylin and eosin (H&E), CD71, CD79a, 
or terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) in the bone marrow from patient P2. B, lmmunohistology 
staining for reticulin (Ret), Pax5, CD117, CD61, CD22, and CD3 in bone marrow from patients Pl and P2. 
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FIG E6. Migration toward CCL 19 in 8-LCLs from patients carrying WDR1 variants. A, Tracks of 8-LCLs from 2 
healthy donors and patients P1 and P3 exposed to a gradient of CCL 19. B, Directional migration of individual 
cells assessed as the forward migration index along the axis coïncident with orientation of the CCL 19 
gradient. 
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TABLE E1. Hematolog ic va lues pe rtain ing to anemia 

Family A B C 

Pat ient 4 5 6 

Date 8/2014 3/20 17 9/2014 8/2016 8/20 14 3/2017 8/2014 3/2017
1 

2/2016 12/2017 1/20 16 12/2016 
Hemoglobin (g/dL) 8.7 11.5 8.0 7.9 5.83 13.7 9.61 13.8 9.6 11.8 9.6 9.7 
MCV (fL) 71.6 78.5 49 47.9 50.9 78.3 65.6 84.2 71.l 72.5 66 66.2 
RDW (%) 13.8 15 24.6 23 . 1 20 13.9 18.5 13 16 15.5 19.9 18.9 
Reticulocyte (%) 0.8 0.95 2.4 2 NA NA NA NA NA NA 1.8 2 
Direct coombs Negative Negative Negative Negative NA Negative NA NA NA NA Negative Negative 
Ferritin (ng/mL) NA 37.5 11.8 13.l 6.23 66.11 22 83 NA NA 28.9 NA 
Total iron (µ,g/dL) 16 5 1 6 8 12 47 13 24 NA NA 12 NA 
Total iron-binding 169 398 264 303 395 380 273 304 NA NA 295 NA 

capacity (µ,g/mL) 
Transferrin saturation (%) NA NA 2 2 12.3 4.7 7.8 NA NA 4 NA 

NA , Not avai lable/applicable; RDW, red cell di stribution width . 
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TABLE E2. Febrile ep isodes a nd concomitant b io log ical param eters in patients 1, 2, a nd 6 

Family A 

Patient 
Date 2/20 14 1/20 17 9/20 14 12/20 16 1/201 6 12/20 16 
Body temperature 38.5 38.8 38.0 39.0 38.5 38.2 

during 
representative 
febrile episodes (°C) 

Leukocyte COU nl (cell s/µ, L) 20,330 ( 4,500- 10,500) 18,460 ( 4,500- 10,500) 15,4 10 (4,500-10,500) 13,910 ( 4,500- 10,500) 13,910 (4,500- 10,500) 24,820 ( 4,500- 10,500) 
Lymphocyte COUnl (cells/µ,L) 830 ( 1,500-7 ,000) 1,250 (1,500-7,000) 4,230 ( 1,500-7,000) 1,360 (1,500-7,000) 1,360 ( 1,500-7,000) 1,420 ( 1,500-7,000) 
Neutrophi l count (cell s/µ,L) 18,020 ( 1 ,500-8,000) 15,8 10 ( 1,500-8,000) 9,860 ( 1,500-8,000) 1 1,670 ( 1,500-8,000) 1 1,670 ( 1,500-8,000) 22,470 (1,500-8,000) 
Hemoglobin 9.7 ( 11-16) 13 ( 11- 16) 8.6 ( 11- 16) 7.6 ( 11-16) 9.6 ( 11-16) 11.3 (11-16) 
Thrombocyte count 27,000 ( 15,000-400,000) 47,000 (15,000-400,000) 284,000 ( 15,000-400,000) 406,000 ( 15,000-400,000) 2 13,000 (15,000-400,000) 1 17,000 ( 15,000-400,000) 
(cells/µ,L ) 
Ferrit in (ng/mL) 236 (7- 140) 347 (7-140) 11.8 (7- 140) 20. 1 (7- 140) 28.9 (7- 140) NA 
Fibrinogen (mg/dL) 575 (200-400) NA NA 405 (200-400) 28 1 (200-400) A 
SAA (mg/L} 140 (0-6) >2 16 (0-6) NA 190 (0-6) 12.8 (0-6) 190 (0-6) 
CRP (mg/dL) 12 (<0.5) 5.5 (<0.5) 8.23 (<0.5) 14.9 (<0.5) 10.24 (<0.5) 14.09 ( <0.5) 
Erythrocyte sedimentat ion 55 100 39 28 67 9 1 

rate (mm/h) 
Specific clinical features Aphthous stomatilis, Aphthous stomatitis, Pneumonia, oti tis media, Pneumonia, oti tis media, Bullous skin lesions, Bullous skin lesions, 

accompanying diarrhea diarrhea, common skin abscess typhlitis, aphthous stomatilis pneumonia aphthous stomatilis, 
febrile episodes vomiting pneurnonia 

Val ues in parentheses indîcate normal ranges. Patients 3, 4, and 5 did not present with febrile episodes durîng the current clinîc follow-up. Data pen.aining to the occurrence of previous episodes are not avaîl able. 
CRP, C-rcactivc protcin; NA , not available/applicable; SAA, serum amyloid A. 

TABLE E3. Homozygous genetic varia nts s egrega t ing with in fami lies 1 a nd 2 togethe r w it h WDR1 mutat ions 

Gene Chromosome Genomic position SNP ID R A AA CADO Biological lunction/ phenotypic ellect 

Family A 
WORI 
WFSI 

MTMRI 

CLDN25 

BL/0 

OTOPI 

CPSFI 

Family B 
WORJ 
TM4SF/ 9 

X 

Il 

Il 

10099458 
63028 16 

149895690 

1136506 13 

12 1986544 

G C Hl 45Q 
rs35031397 C G L432V 

13.3 
23.7 

rs376319087 A G K l 19R 22. 1 

G T Q32 H 10,15 

T C 129M 0.008 

Wolfram syndrome- 1 is a rare and severe autosomal 
recessive neurodegenerat ive disease characterized by 
diabetes mellitus, optic atrophy, diabetes insipidus, 
and deafness (DIDMOA D). Additional clinical 
features can include renal abnorrnalities, atax ia, 
dementia or mental reLardation, and diverse 
psychiatrie illnesses. 

MTMR I might play a role in muscle formation and 
mi gh1 represent ano1her target for abnormal mRNA 
splicing in myotonic dystrophy. 

This gene encodes a member of the claudin family. 
Claudins are integral membrane proteins and 
components of tight junction strands. Tight j unction 
strands serve as a physical barrier to prevent solutes 
and water from passing freely through the 
paracell ular space between epithelial or endo1heli al 
cell sheets and also play critical roles in maintaining 
cell polarity and signal transductions. 

BLLD fonctions as a proapoptotic molecule 1hrough the 
caspase-depcndent mitochondrial path way of cell 
demh. 

4 199758 rs l45349079 T C Y268C 23.8 This gene encodes a transmembrane prolein that 
belongs to the otopetrin domain protein family and is 
required for formation of otoconia and otoliths, 
calcium carbonate biominerals wi th in the inner car of 
mammals that are required for detection of linear 

acceleration and gravity. 
145624679 G C T460S 8.967 Cleavage and polyadenylation specificity factor (CPSF) 

10077 108 T A 0572V 28 

is a mult isubuni t complex that plays a cent ra l role in 
3-prime processing of pre-mRNAs. 

196054442 rs 188688 105 G A TIM 2.304 The protein encoded by thi gene is a member of the 4-
transmembrane L6 superfa mily. Members of this 
fami ly function in various cellular processes, 
incl uding cell pro li fera tion, mo1i lity, and adhesion 
through their interactions with integrins. ln human 
brain tissue this gene is expressed al high levels in the 
parietal lobe, occipi tal lobe, hippocampus, pons, 
white malter, corpus callosum, and cerebellum. 

A. Alternati ve base; AA , amino acid substitution; R, reference base; SNP ID, reference single nucleotîde polyrnorphisrn number. 
* Domcncch et al, Eur J Hum Genet 2002;10:42 1-6. 

Variant in previous reports 

Variant found in heterozygosity in patients with diabctes 
and deafness (WFSI mutations in Spanish patients 
wi th diabetes melli tus and deafness)* 
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Projet #4 - InflamAct : Étude de la relation moléculaire entre le cytosquelette d’actine et l’activation 

des inflammasomes 

 

Données préliminaires 

 

Nous avons pu voir par l’étude de la déficience en WDR1, mais également avec les déficiences en 

WASP, PSTPIP1 et ARPC1B, que l’absence ou la non-fonctionnalité des régulateurs du cytosquelette 

d’actine peuvent induire des désordres inflammatoires333,334,439,450,508,509. Outre les études démontrant 

que l’actine séquestre la caspase 1 par interaction avec d’autres protéines338, certains régulateurs 

comme PSTPIP1 ou WDR1 peuvent également interagir avec des composants des inflammasomes450,510. 

L’existence de telles interactions entre régulateurs d’actine et composants des inflammasomes ouvre 

de nouvelles possibilités d’étude pour comprendre le lien moléculaire entre les régulateurs d’actine et 

la formation et l’activation des inflammasomes.  

Comment les cellules telles les monocytes/macrophages coordonnent remodelage du cytosquelette 

et mise en place de la réponse inflammatoire n’a pas encore été étudié. Afin de tester cette hypothèse, 

nous étudions l’impact des régulateurs d’actine sur l’activation des inflammasomes NLRP3 et pyrine, 

qui sont à ce jour les deux inflammasomes impactés chez les patients PID. Pour évaluer l’activation des 

inflammasomes, nous avons mesuré la proportion de cellules ayant formé ce que l’on nomme un 

« speck ASC ». En effet, la détection de la protéine ASC nous permet d’étudier les différents 

inflammasomes facilement, puisque cette protéine est partagée dans les différents inflammasomes. 

Par ailleurs, un seul speck ASC peut être formé par cellule. Pour cela nous utilisons des cellules THP1, 

modèle cellulaire des monocytes, modifiées génétiquement pour exprimer la protéine ASC avec un tag 

GFP. En effet, cela nous permet de nous libérer de l’utilisation d’un anticorps pouvant induire une 

variabilité de marquage entre les échantillons. C’est pour cela que nous avons utilisé une expertise 

expérimentale passant par l’utilisation de l’operetta, microscope à haut débit, permettant un screening 

de différentes drogues et cellules modifiées génétiquement. Par ailleurs, en parallèle de la formation 

des speck ASC, nous avons effectué un marquage de l’actine filamentaire grâce à la phalloïdine. Ainsi, 

nous pourrons visualiser l’organisation du cytosquelette d’actine dans les cellules ayant formé 

l’inflammasome. 
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Figure 1. Validation de la méthode d'observation des speck ASC par microscopie à haut débit.  (A, B) 
Analyse cinétique de la formation des speck ASC. Les cellules THP1 ont été pré-traitées pendant 4h avec 
0,5µg/mL LPS. Elles ont ensuite été stimulé ou non pendant différents temps d’incubation avec une 
concentration de 10µM de nigéricine. Les cellules ont ensuite été fixé, marqué avec la phalloidine puis 
analyse par microscopie OPERETTA. (C,D) Quantification du nombre de cellules analysées 

 

Les données présentées ci-contre ont été effectuées dans le but d’étudier l’inflammasome NLRP3. 

Pour ce fait, la stimulation des cellules nécessite deux signaux : un premier signal d’activation TLR4 

(LPS) et un second signal provenant de PAMPs, DAMPs ou cristaux (dans notre cas, nous avons utilisé 

la nigéricine). Dans un premier temps, nous avons étudié la cinétique d’activation de l’inflammasome 

NLRP3 au cours de 24h (figure 1), après activation de cellules THP1-ASC-GFP avec différentes 

concentrations de nigéricine (activateur des flux potassique). Comme nous pouvons le voir, la 

stimulation avec le LPS uniquement n’induit que peu d’activation de l’inflammasome NLRP3 au cours 

du temps (fig. 1A). D’un autre côté, l’ajout de la nigéricine après 4h de pré-traitement avec le LPS, induit 

la formation de speck d’ASC au cours du temps (fig. 1B). L’observation de cette analyse cinétique nous 

indique un pic de pourcentage d’ASC speck après 5h de stimulation (jusqu’à 40% de cellules ayant formé 

l’inflammasome NLRP3. Nous avons pu observer une diminution de la quantité de speck ASC après 7h 

de stimulation avec la nigéricine, jusqu’à atteindre un pourcentage de cellules positive similaire au 

traitement LPS seul. Nous avons pensé que cela pourrait être dû à une diminution de la quantité de 
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cellule au cours du temps, due à la mort cellulaire. Nous avons donc quantifié le nombre de cellule 

analysée pour chaque condition (fig. 1C, D). Bien que le nombre de cellule après 1h de stimulation 

diffère entre les deux conditions, nous n’observons qu’une légère diminution du nombre de cellules 

analysées au cours du temps, ce qui n’expliquerait pas l’absence de détection de speck ASC après 13h 

de stimulation. 

 

Par la suite, nous avons voulu évaluer l’impact du cytosquelette d’actine sur la formation des specks 

ASC. La stimulation au LPS (inducteur du premier signal activateur de l’inflammasome NLRP3) induit 

une augmentation de l’étalement cellulaire sur la fibronectine ainsi que l’expression de la protéine ASC 

(figure 2A ligne 1). L’induction du deuxième signal induit une rétractation des protrusions cellulaires 

ainsi que la formation de speck ASC. Lorsque les cellules sont traitées avec la wiskostatine (inhibiteur 

spécifique de WASP), une diminution de l’intensité d’actine est observée, ainsi qu’une absence 

d’étalement cellulaire (figure 2A ligne 2). Le même phénomène est observable sur les cellules traitées 

avec la latrunculine B (figure 2A ligne 4), bien que la diminution de l’intensité d’actine semble moins 

forte. Le traitement a la cytochalasine D perturbe le réseau d’actine et augmente la quantité de filament 

d’actine (figure 2A ligne 3), comme il l’a précédemment été montré511. Quant à l’effet des drogues sur le 

pourcentage de cellules ayant formé un speck ASC, nous pouvons observer une augmentation de ce 

pourcentage en présence des différentes drogues (figure 2B). Cela est en accord avec les précédentes 

études ayant démontré que le traitement avec la latrunculine B induisait une augmentation de la 

sécrétion d’IL-1β331, quant à la cytochalasine D, celle-ci induit une augmentation du pourcentage de 

speck ASC512. Outre l’importance de la dynamique du cytosquelette d’actine dans la régulation négative 

de la formation des specks ASC, le traitement à la wiskostatine révèle l’importance de la protéine WASP 

dans la régulation négative de l’activation de NLRP3. 
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Figure 2. Observation du lien entre cytosquelette d’actine et la formation de l’inflammasome 
NLRP3. A) Images de l’OPERETTA de cellules THP1 traitées avec des inhibiteurs du cytosquelette 
d’actine (latruculine B, cytochalasine) ou l’inhibiteur de WASP (wiskostatine). Les cellules THP1 ont été 
traitées pendant 4h avec 0,5µg/mL de LPS, puis stimulées pendant 4h avec 10µM/mL de nigéricine en 
présence ou non des drogues à différentes concentrations (low, medium et high). B) Quantification du 
pourcentage de cellule ayant formant un speck ASC en présence des drogues ciblant le cytosquelette 
d’actine. C) Quantification du pourcentage de cellule ayant formé des speck ASC dans les cellules THP1 
CRISPR Renilla ou WASP. 
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Pour confirmer l’effet de la wiskostatine sur l’activation de l’inflammasome NLRP3, nous avons 

effectué un knock-out de la protéine WASP dans la lignée THP1-ASC-GFP, puis stimulé les cellules 4h 

avec du LPS puis 4h avec différentes concentrations de nigéricine (figure 2C). Nous pouvons observer 

une augmentation du pourcentage de cellules ayant formé un speck ASC par rapport au contrôle 

renilla, ce qui est en accord avec notre précédent résultat avec la wiskostatine. Par ailleurs, ce résultat 

est en accord avec l’observation faite dans les monocytes de patients WAS (e.g. augmentation de 

l’activation de NLRP3 dans les monocytes WAS déficients)333. 

 

 

Figure 3. Organisation du cytosquelette d’actine lors de la formation de l’inflammasome NLRP3. (A, 
B) Cinétique et analyse de l’intensité de l’actine et de la formation du speck ASC par vidéo microscopie 
des cellules THP1-ASC-GFP LifeAct-RFP. Chaque image est séparée de 3 secondes 

 

La dynamique de l’activation de l’inflammasome et son lien avec la dynamique des microfilaments 

est un sujet qui n’a pas encore été exploré. C’est pour cela que nous avons voulu effectuer une 

observation par vidéo microscopie de la cinétique d’activation de l’inflammasome NLRP3 avec la 

structure du réseau d’actine en parallèle (figure 3A, B). De manière intéressante, l’observation par 

microscopie a démontré une diminution drastique de la quantité de F-actine peu de temps après la 

formation du speck ASC. Par ailleurs, la formation du speck ASC est un évènement rapide (~5 sec). De 

plus, nous avons pu observer avant la formation du speck ASC des structures d’actine très 

spécifique, semblables à des points focaux d’adhésions. De manière générale, le réseau d’actine se 

désassemble directement après la formation du speck ASC dans les cellules stimulées. 
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L’ensemble de ces résultats préliminaires montre que le cytosquelette d’actine, notamment via la 

protéine WASP, est fortement remodelé en amont et en aval de la formation de l’inflammasome. Dans 

notre étude, nous n’avons étudié que l’inflammasome NLRP3, activé par le LPS et la nigéricine. 

L’inflammasome NLRP3 possède de multiples voies d’activation et est régulé par différentes protéines 

mais également des modifications post-traductionnelles513,514. La toxine nigéricine induit une déplétion 

du potassium cytosolique, nécessaire à l’activation de NLRP3, puisque qu’une forte concentration de 

potassium dans le cytoplasme bloque son activation515,516. De manière générale, la concentration de 

plusieurs ions est vital à l’activation de NLRP3, que ce soient les ions K+, Ca2+, Cl- ou encore Na+ et les 

flux ioniques sont interconnectés : ainsi s’il y a une augmentation de la concentration en sodium (par 

l’utilisation de cristaux d’acide urique), cela va induire une diminution de la quantité cytosolique de 

potassium et ainsi activer l’inflammasome NLRP3517. Une autre possibilité d’activation de NLRP3 est 

via des particules (cristaux d’acide urique, de la silice, de l’alun, amyloïde β, ou encore des cristaux 

calciques)517. Ces particules vont endommager les lysosomes après avoir été phagocytés, induisant un 

relargage du contenu lysosomal dans le cytoplasme. Cependant, le mécanisme d’activation via la 

dégradation des lysosomes reste encore méconnu.  

Compte tenu des différentes voies d’activation de NLRP3 et des différents activateurs 

extracellulaires, il sera intéressant d’effectuer une analyse du rôle de WASP lorsque l’inflammasome 

NLRP3 est activé par d’autre ligands. Certains régulateurs du cytosquelette d’actine pourraient alors 

être impliqués dans certaines voies de signalisation d’activation. Pour cela, nous pourrions effectuer 

les mêmes expériences que celles précédemment citées en modifiant le ligand activateur du second 

signal (cristaux, alun, ATP). De même, la validation de l’implication des régulateurs d’actine par d’autre 

expérience (tel que la sécrétion d’IL-1β ou IL-18) viendrait nous conforter dans l’idée que WASP, et 

surement d’autre régulateurs d’actine, régulent les inflammasomes négativement. 

Dans la même direction, puisque notre modèle cellulaire nous le permet, nous pouvons étudier 

l’impact du cytosquelette au cours de l’activation d’autre inflammasomes (inflammasome pyrine ou 

NLRP1). Ainsi par l’utilisation des activateurs spécifiques de ces inflammasomes, nous pourrions 

évaluer si certains régulateurs ne modulent que certains inflammasomes, ou s’ils sont impliqués dans 

un mécanisme commun.  
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D’un point de vue cellulaire, nous allons également pousser l’étude de la cinétique d’activation par 

vidéo microscopie de NLRP3 en présence des inhibiteurs du cytosquelette d’actine et de la 

wiskostatine. Par ailleurs, il a été observé au cours de ces expériences que certaines cellules ayant 

formée l’inflammasome contactaient d’autre cellules encore inactivées via l’émission de protrusions 

cellulaire fine (données non montrées). Les cellules inactivées formaient alors un speck ASC peu de 

temps après le contact cellulaire. Compte tenu de la capacité des macrophages à pouvoir échanger des 

informations via la formation de pores cellulaires518–520, il est très probable qu’un macrophage puisse 

passer l’information d’activation de l’inflammasome par ces mêmes pores.  

 

Nous n’avons étudié ici que la protéine WASP dans le cadre de l’activation de l’inflammasome 

NLRP3. D’autres gènes sont en cours d’étude pour permettre de comprendre comment et pourquoi 

certains régulateurs peuvent réguler les inflammasomes. Pour cela, des protéines régulant le 

cytosquelette d’actine ont été sélectionnées pour que leur expression protéique soit inhibée dans la 

lignée THP1-ASC-GFP. Dans le cas où nous identifierons un nœud moléculaire regroupant des 

régulateurs d’actine proches ou impliqués dans les mêmes processus moléculaire, nous pourrions 

effectuer une analyse de l’interactome de ces régulateurs. Ces interactomes pourraient servir à 

connaître par quelle voie de signalisation les régulateurs d’actine pourraient être connectés avec les 

différentes composés protéiques des inflammasomes. Outre les interactomes, dans le cadre du projet 

InflamAct, les voies de signalisation n’ont pas été étudié jusqu’à présent. Dans le cas de 

l’inflammasome NLRP3, le premier signal correspond à l’activation du TLR4 par le LPS, activant ainsi 

la voie NF-κB.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
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I) Vers une meilleure compréhension des rôles spécifiques et multiples des régulateurs du 

cytosquelette d’actine au sein des cellules immunitaires 

 

Comme nous avons pu le voir au fur et à mesure de cette thèse, le cytosquelette est une structure 

cellulaire primordiale. De manière générale, l’observation du cytosquelette d’actine par microscopie 

me semble nécessaire pour détecter les subtilités morphologiques induites par des défauts dans la 

régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine. Au fil des décennies, et de l’avancée 

technologique (voir figure 13), nous avons été capable d’observer de manière fine le réseau d’actine dans 

différents types cellulaires. Dans les trois études de cette thèse, l’observation par microscopie du 

réseau d’actine a permis d’observer les structures fines et le rôle des protéines WIP, ARPC1B et WDR1 

dans l’assemblage de ce réseau complexe, et quelles structures étaient plus impactés par les mutations 

génétiques. 

Cependant il semble nécessaire d’aller plus loin dans l’observation systématique des défauts 

morphologiques. En effet, la plupart des études, y compris celles présentées dans cette thèse, évaluent 

les structures d’actines dans des conditions spécifiques. Il est rare de retrouver une consistance 

expérimentale entre les publications scientifiques, dans le domaine de l’étude du cytosquelette d’actine 

de patient PID (variabilité dans les conditions d’évaluation de la migration, activité cytotoxique, type 

cellulaire étudié, etc.). Or conduire une étude systématique de l’analyse des cellules de patients par 

microscopie quantitative serait une source d’information importante autant d’un point de vue 

fondamental que d’un point de vue clinique. Il est évidemment que les modèles cellules et murins sont 

une source capitale et importante pour la compréhension des rôles cellulaires des régulateurs du 

cytosquelette d’actine. Cependant, ces modèles possèdent leur limite en ce qui concerne les 

conséquences in vivo de ces mutations. En effet, le cas de WDR1 est un parfait exemple de dissonance 

phénotypique entre la souris et l’homme. Les modèles murins existants n’ont pas révélé de déficience 

dans le compartiment lymphoïde B, présente chez les patients déficients en WDR1. C’est pour cela que 

l’utilisation de cellules de patients de manière optimale semble importante pour collecter des 

informations permettant une meilleure compréhension du rôle des régulateurs d’actine chez l’humain. 

Pour cela, nous pourrions nous aider de la microscopie à haut débit, déjà utilisée pour effectuer des 

screening de drogues pour étudier de nouvelle pistes thérapeutiques pour la lutte contre le cancer, ou 

encore l’étude de la résistance bactérienne521. L’utilisation de cette technique de microscopie, qui ne 
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nécessite pas beaucoup de matériel cellulaire, nous permettrait alors d’étudier les différents types 

cellulaires de patient, dans des conditions que l’on pourrait systématiser. 

Cette systématisation de l’étude des cellules de patients nous permettrait alors d’étudier les 

régulateurs du cytosquelette d’actine dans les mêmes conditions, et de pouvoir comparer les différents 

défauts morphologiques entre les différentes PIDs, ce qui est à ce jour impossible à faire, du fait de la 

diversité expérimentale. Les informations que l’on pourrait recueillir permettraient alors d’identifier 

des gènes, ou des groupes de gènes impliqués dans le même processus morphologique (e.g. formation 

des filopodes, de la synapse immunologique, etc.). Par la suite, ces informations pourraient servir de 

références pour l’étude de nouvelles pathologiques.   

 

Figure 13. Évolution des techniques de microscopie 

 

En effet, la microscopie à haut débit comme l’OPERA ou l’OPERETTA est une technique 

permettant d’étudier en parallèle plusieurs sous-types cellulaires dans des conditions similaires, ou au 

contraire étudier en parallèle différentes conditions de stimulation. De plus, l’utilisation de logiciels 

d’apprentissage permet une analyse automatisée des échantillons de patients. Cela pourrait permettre 
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la création d’une banque de données importante pour la clinique et la communauté scientifique. 

L’étude menée par German et collaborateur a d’ailleurs permis grâce à cette technique pour 

caractériser les propriété morphologiques de la synapse immunologique dans les lymphocytes T 

primaires humains522.  

 

Nous avons pu apprécier par l’étude des différentes PID que des carences en protéines contrôlant 

un même processus de remodelage de l’actine (polymérisation des microfilaments) induisaient des 

phénotypes cliniques et cellulaires distincts. Les études des déficiences en WIP, WASP et ARPC1B ont 

montré que les degrés de sévérité sont variables selon les fonctions cellulaires étudiées. Cela nous 

permet de supposer que, outre leur rôle dans le remodelage du cytosquelette d’actine, ces régulateurs 

agissent sur d’autres voies cellulaires. Les protéines WIP et WASP dont d’ailleurs de très bons exemples 

en matière de protéines ayant des actions sur le cytosquelette d’actine mais également sur d’autres 

actions cellulaires et nucléaires.  

En effet, il a déjà été fait mention dans cette thèse du rôle de WASP dans le noyau des lymphocytes 

T et dans son implication vers la polarisation des LT (TH0 vers TH1)355. WIP possède également d’autre 

fonctions que de celles de stabiliser la protéine WASP dans le milieu intracellulaire523. D’une part, WIP 

possèdent plusieurs rôles en association avec la protéine (N-)WASP, comme l’induction de filopodes, 

induction de la nucléation de l’actine, ou encore la sécrétion de l’IL2 dans les LTs. D’autre part WIP 

possède des fonctions cellulaires indépendantes de WASP, comme son interaction avec la cortactine, 

la profiline ou encore Nck, ou sa capacité à lier elle-même l’actine globulaire et filamentaire permettant 

la stabilisation du cytosquelette d’actine dans la cellule. Tout comme WASP, WIP possède une activité 

transcriptionnelle, plus spécifiquement sur la voie NF-AT/AP1, en association avec Vav524,525. Bien que 

la liaison de WIP avec WASP soit nécessaire, celle-ci n’est pas suffisante pour permettre à WIP de 

réguler l’activité de NF-AT/AP1. Cette régulation de l’activation de la voie NF-AT/AP1 implique une 

région protéique de WIP, située entre les acides aminés 121 et 237. La perte de WIP dans les LTs de 

patients pourrait logiquement perturber la voie NF-AT/AP1, importante pour différentes fonctions 

effectrices des LTs. En effet, NF-AT/AP1, en coopération avec d’autres facteurs de transcription, vont 

réguler l’activation de gènes clefs des LTs comme l’IL-2, NFAT2 ou encore CD25526. Bien que ces voies 

de régulation n’aient pas été exploré chez les patients, il semble tout légitime d’emmètre l’hypothèse 



 

242 | P a g e  
 
 

que les défauts d’activation des LTs déficient en WIP peuvent également provenir de l’incapacité des 

protéines NF-AT et AP1 à exercer leurs fonctions. 

 

II) Adaptation du remodelage du cytosquelette d’actine aux fonctions particulières des différentes 

cellulaires immunitaires 

 

Nous avons pu voir que dans le contexte de la déficience en WDR1, différents sous-types cellulaires 

étaient affectés de manière différentielle par les mutations génétiques. En effet les fonctions des 

neutrophiles et des lymphocytes B étaient beaucoup plus impactées par les mutations que les 

lymphocytes T, dont les fonctions cellulaires ne semblaient que légèrement affectées. 

Si nous reprenons les connaissances que nous avons collecté concernant le partenaire protéique de 

WDR1, la cofiline, nous pouvons émettre des hypothèses concernant cet impact différentiel entre les 

cellules immunitaires. En effet, il a été démontré que la cofiline est une protéine essentielle pour la 

dépolymérisation des microfilaments induits par l’activation du BCR369. Or lorsque la cofiline n’est pas 

active dans ces cellules, les LBs présentent un défaut d’activation et d’étalement cellulaire. Puisque la 

protéine WDR1 agit en collaboration avec la cofiline, nous pouvons supposer que l’absence, ou 

l’inactivation de WDR1, pourrait induire le même type de défaut chez les patients. Cependant, 

contrairement aux LBs où la phosphorylation de la cofiline est inhibée et induit une diminution de la 

capacité d’étalement cellulaire, les LB WDR1 déficients présentent une augmentation de la capacité 

d’étalement.  

Concernant les neutrophiles, la déphosphorylation de la cofiline est également nécessaire pour 

leur capacité migratoire en réponse à l’IL-8527. On pourrait alors supposer que WDR1 serait également 

nécessaire au même titre que la cofiline, pour permettre la migration effective des neutrophiles. Bien 

que l’on pourrait penser que la déphosphorylation de la cofiline soit suffisante pour permettre la 

migration des neutrophiles, la première étude ayant décrit la déficience en WDR1 montre que les 

neutrophiles de patients ont une diminution de la phosphorylation de la cofiline, indiquant son 

activation426. Cependant, les neutrophiles présentent toujours un défaut de migration. En regroupant 

les différentes études, nous pourrions supposer que la déphosphorylation de la cofiline est un 

évènement important à l’activité migratoire des neutrophiles, mais que WDR1 est une protéine capitale 

à la capacité migratoire des neutrophiles. 
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L’absence de défaut important dans les LTs de patients déficients en WDR1 laisse supposer qu’un 

mécanisme compensatoire est présent. Il est également possible que l’expression de WDR1 soit régulée 

différentiellement entre les sous types cellulaires. Ainsi, alors que WDR1 pourrait être fortement 

exprimé dans les LB et neutrophiles, cette protéine pourrait être exprimé de façon plus ponctuelle ou 

même à un niveau moindre, qui pourrait expliquer les fonctions cellulaires quasi intactes des LTs. On 

ne peut cependant pas exclure le rôle de WDR1 dans les LTs puisque nous avons observés un délai du 

flux calcique en réponse à la stimulation TCR dans les LTs de patients déficients en WDR1. Cette 

latence peut suggérer que les lymphocytes T des patients peuvent en effet exercer leurs fonctions 

effectrices, mais dans un temps plus grand que pour des cellules normales. La capacité cytotoxique des 

LTs CD8+ n’est pas impactée par les mutations dans le gène WDR1, cependant nous ne pouvons pas 

exclure le rôle de la protéine dans la notion du signal d’arrêt de migration. En effet, la latence du flux 

calcique pourrait être le reflet d’un défaut de réception du signal stop. Le signal stop permet aux 

cellules d’arrêter leur migration pour interagir avec une CPA et recevoir les signaux d’activation 398,528. 

Puisque l’étude de LTs déficient en WDR1 a démontré que la formation de la synapse immunologique 

était retardée (données non montrés), il est fortement probable que WDR1 soit impliqué dans la notion 

du signal stop, compte tenu de l’importance du remodelage d’actine pour la stabilité de la synapse. Il 

est également probable que WDR1 soit impliqué dans le détachement cellulaire après activation des 

LTs par les CPA. C’est pour cela que nous émettons l’hypothèse que WDR1 et LFA-1 pourraient être 

deux protéines liées moléculairement. En effet, LFA-1 est une protéine nécessaire pour la migration 

mais également de signal stop. Si LFA-1 doit être active lors de la migration pour interagir avec ICAM-

1, c’est une intégrine qui est bloquée en conformation active ouverte lors de l’interaction LT-CPA, 

permettant la stabilisation de la synapse immunologique529,530. Une trop forte activation de LFA-1 induit 

un défaut dans le détachement cellulaire des LT après leur interaction avec une CPA. Par ailleurs, 

l’équipe de Buschow a analysé l’interactome de LFA-1 et a découvert de nombreuses protéines 

régulatrices du cytosquelette d’actine, comme WDR1531. Puisque la dynamique du cytosquelette 

d’actine est importante pour la migration cellulaire et l’activation de l’intégrine LFA-1, la présence de 

protéine de désassemblage des microfilaments comme WDR1 dans l’interactome d’LFA-1 ne semble 

pas inapproprié. Les auteurs ont d’ailleurs identifié d’autre protéines telle que la cofiline, qui comme 

nous le savons désormais, est l’interacteur de WDR1. 
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Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions mettre les LTs en conditions de migration en réponse 

à une chimiokine, et mettre en compétition cette migration avec des CPA chargées en antigène, ou 

anticorps anti-CD3532. Nous pourrions également évaluer par vidéo microscopie le temps nécessaire 

pour former la synapse immunologique400.  

 

Il est très probable que WDR1 possède des fonctions alternatives à l’activité de severing. En effet, 

certaines protéines régulatrices du cytosquelette d’actine ont des effets dans le noyau, et induisent des 

modifications transcriptionnelles. Nous pouvons très bien émettre l’hypothèse, que puisque la cofiline 

est présente dans le noyau, alors WDR1 pourrait également être présente et tout comme WASP, exercer 

des activités nucléaires autre que son activité de régulation des microfilaments. En effet, une étude 

chez l’amibe a démontré que WDR1 était nécessaire pour la formation de rods d’actine, structure 

d’actine retrouvé dans le noyau et associé à différentes maladies telles que les maladies 

neurodégénératives, la maladie de Huntington ou encore la myopathie nemaline533. Ces informations 

nous permettre de discuter le potentiel rôle de WDR1 dans le noyau. En effet, WDR1 et la cofiline 

agissent conjointement pour réguler le pool d’actine dans le cytoplasme et permettre la 

dépolymérisation des filaments d’actine. On pourrait alors supposer que ce même couple protéique 

agit de la même manière dans le noyau. 

Dans un autre registre, tout comme WASP qui est essentiel au développement des TH1, WDR1 

pourrait également avoir une spécificité de lignage, et pourrait par exemple être impliqué dans des 

activités transcriptionnelles dans les LBs. Une de nos observations a été que selon les patients, la 

protéine WDR1 était tout de même induite (voir données supplémentaires). Nous pouvons allons 

supposer que dans le lignage T, WDR1 peut toujours être induite et exercer ses fonctions au sein des 

LTs.  

 

De manière plus générale nous pouvons nous demander pourquoi, alors que les cellules 

immunitaires possèdent le même set de régulateurs d’actines, il existe autant de disparité 

morphologique. Par exemple, les cellules dendritiques vont être capable d’émettre des protrusions qui 

leur sont spécifiques (dendrites) qui vont nécessiter des acteurs protéiques partagées entre les cellules 

du système immunitaire. Il est évident que bien que les acteurs soient partagés, les cascades de 

signalisation, leur combinaison, leur dosage fin, leur localisation spatiale et l’activation de protéines 
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lignage spécifique peuvent être la clef de ces morphologies typiques. L’activation séquentielle de 

cascades de signalisation, ou des protéines régulatrices du cytosquelette d’actine, ajoutent d’autant 

plus à la complexité à la compréhension des mécanismes moléculaires soutenant la formation de 

structures d’actine et de morphologies cellulaires variées. 

 

III) Mieux comprendre le rôle des régulateurs d’actine dans la mise en place de la réponse 

inflammatoire 

 

Mieux connaître les modèles de régulations des inflammasomes via le cytosquelette d’actine 

pourrait être bénéfique pour d’autre pathologie. En effet, les immunodéficiences primaires sont 

parfois accompagnées d’autre déficits, comme le syndrome HLH534,535. Ce syndrome se caractérise par 

une activation incontrôlée du système immunitaire, plus particulièrement des lymphocytes et des 

macrophages, conduisant à un état sévère d’hyper inflammation chez les patients. 

Le développement de maladies inflammatoires chez les patients PID est sous-jacent aux défauts 

immunitaires. Par ailleurs, il semble y avoir un lien entre dérégulation du cytosquelette d’actine et 

activation des inflammasomes. Les résultats préliminaires semblent en effet aller dans ce sens. La 

continuité de cette étude est nécessaire à la compréhension aussi bien fondamentale que clinique de 

ce lien moléculaire entre régulateurs du cytosquelette d’actine et inflammasomes. J’ai souligné 

précédemment les rôles décrits et potentiels de protéine telle que WIP WASP ou WDR1 dans des 

fonctions autres que celle de la régulation de la dynamique des microfilaments. Une hypothèse serait 

que les régulateurs pourraient également jouer le rôle de capteur dans les cellules capables de former 

un inflammasome, et pourrait induire une signalisation spécifique permettant l’activation de ces 

plateformes inflammatoires. Si nous supposons que les régulateurs du cytosquelette d’actine peuvent 

influer sur la formation/activation des inflammasomes, l’inverse est tout aussi probable. L’étude 

menée par Caution et al a d’ailleurs démontré que les caspases 11 et 1 influaient sur la phosphorylation 

de la cofiline, de manière distincte536. Si la caspase 11 est nécessaire à la phosphorylation de la cofiline 

via l’activation de la GTPase RhoA, la caspase 1 va induire sa déphosphorylation par recrutement des 

phosphatase SSH. L’influence des caspases sur d’autre régulateurs du cytosquelette d’actine n’a pas 

encore été étudié. De plus, il serait intéressant de savoir si la caspase 4 (homologue humain de la 

caspase 11) induit la même régulation sur la cofiline. 
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Une autre piste qui semble extrêmement intéressante à étudier est la cinétique d’activation des 

inflammasomes et la coordination entre formation de l’inflammasome et modulation de la capacité 

migratoire des cellules immunitaires. En effet, l’étude conduite par Li et al a montré que l’activation de 

NLRP3 dans des macrophages induisait une augmentation de la capacité migratoire de ces derniers537. 

L’activation de la caspase-1 est également un facteur clé à la migration de ces macrophages puisque son 

inhibition induit un défaut de la capacité migratoire des macrophages. Dans des modèles tumoraux, 

l’activation de l’inflammasome NLRP3 augmente la migration et la capacité invasive de cellules 

tumorales538. De manière générale, les macrophages sont des cellules capables de migrer dans les 

tissus. Cette migration est permise notamment par l’expression intermédiaire d’intégrine β2 (αMβ2 et 

αDβ2)539. En effet, une trop grande expression d’intégrine inhibe la capacité migratoire, logiquement 

due à une forte capacitée d’adhésion aux ligands des intégrines. Nous avons pu voir dans le chapitre 2 

que les intégrines étaient reliées au cytosquelette d’actine, qui permet leur activation, mais est 

également impacté par la signalisation induite par les intégrines elles-mêmes une fois activées 

(signalisation inside-out et outside-in)540–542. Wang et collaborateur ont notamment pu démontrer que 

les intégrine β2 étaient nécessaire à l’activation de la voie non-canonique de NLRP3, qui induit 

l’activation de l’inflammasome par la caspase 11 chez la souris543 (la voie non-canonique étant activée 

par  la caspase 4 chez l’humain544). Les auteurs ont démontré que cette activation de NLRP3 via les 

intégrines β2 s’effectue notamment par l’activation de la voie Rac, activation la production de ROS, 

activateur de NLRP3. 

Pour répondre à ces hypothèses supposant un lien entre la capacitée migratoire et l’activation des 

inflammasomes, nous avons plusieurs possibilités. Il serait tout à fait possible de mettre des 

monocytes ou macrophages humaines dans des conditions migratoires dans des micro-canaux, et de 

les mettre en contact au cours de leur migration avec un activateur de l’inflammasome. Nous pourrions 

également pré-activer les cellules avec un activateur d’inflammasome et les mettre en conditions de 

migration. Quant au rôle des intégrines β2, il serait intéressant d’utiliser des cellules porteuses de 

mutation dans le gène ITGB2, dont les mutations induisent chez l’homme un déficit d’adhérence des 

leucocytes (LAD en anglais)545–547. 
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 Lorsque les cellules immunitaires activent et forment l’inflammasome, elles vont alors 

produire des cytokines pro-inflammatoire comme l’IL-1β et l’IL-18. En parallèle va s’activer la 

gasdermine D, qui va alors induire différentes cascades de signalisation conduisant à une mort 

cellulaire spéciale que l’on nomme la pyroptose.  

Nous avons observé que le traitement à la wiskostatine (tout comme la délétion de WASP dans 

les cellules THP1) induisait une augmentation du pourcentage de cellules ayant formé un speck ASC. 

Par ailleurs, au cours du temps, nous avons pu remarquer qu’après la pyroptose, les specks ASC 

restaient dans la lumière extracellulaire. Cette « sécrétion » des specks ASC est un évènement qui a déjà 

été décrit330,548 auparavant. En effet, l’équipe d’Eicke Latz a démontré que lorsque les inflammasomes 

NLRP3, NLRP1 ou AIM2 étaient activés, des specks ASC étaient retrouvés dans le milieu extracellulaire 

après la mort des cellules330. Par la suite, ils ont pu démontrer que cette formation de speck ASC 

extracellulaire était dépendant de l’activité de la caspase 1 :  ainsi les protéines ASC existent sous forme 

de monomère, dimère, trimère ou oligomère dans le milieu extracellulaire. Par la suite, les auteurs ont 

pu montrer que les speck ASC extracellulaire agissaient comme des DAMPs sur des cellules non 

activées, notamment en induisant une dégradation des lysosomes. 

Chez les patients PID souffrant de désordres inflammatoires, il n’est pas exclu que le syndrome 

inflammatoire observé peut être dû à une combinaison de plusieurs facteurs. Comme nous l’avons vu, 

la perte de WASP ou le blocage de son activité induit une augmentation du pourcentage cellulaire 

formant un speck ASC. Outre le rôle de WASP dans la régulation même de l’activation de 

l’inflammasome, il est également possible que puisque plus de cellules sont activées, plus vont mourir 

par pyroptose induisant une augmentation de speck ASC dans le milieu extracellulaire, augmentant 

par la même occasion la probabilité d’activer d’autre cellules encore inactives par le mécanisme de 

phagocytose. 

Puisque le mécanisme de phagocytose est dépendant du cytosquelette d’actine, nous pourrions 

étudier si cette augmentation de ce pourcentage de cellules formant un speck ASC est du uniquement 

à une augmentation propre du nombre de cellule activée, ou si les speck ASC extracellulaire pourraient 

également jouer un rôle. Puisque les speck ASC peuvent être assemblés en tube à essai, nous pourrions 

évaluer la capacité des cellules THP1 WASP-KO ou traités à la wiskostatine à répondre à différentes 

concentrations d’ASC extracellulaire. De Manière plus général, il serait intéressant de savoir si les 
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speck ASC provenant de l’activation de l’inflammasome NLRP3, NLRP1 et AIM2 sont identiques dans 

leur structure, et s’ils activent les même inflammasomes dans les cellules réceptacles. 
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ANNEXES  
 

Les pages suivantes regroupent en annexe les papiers auxquels j’ai collaboré pendant ma thèse. 

 

Annexe 1: RASGRP1 deficiency causes immunodeficiency with impaired cytoskeletal dynamics 

Annexe 2: Human DEF6 deficiency underlies an immunodeficiency syndrome with systemic 

autoimmunity and aberrant CTLA-4 homeostasis 

Annexe 3: Granulysin- and granzyme-dependent elimination of myeloid cells by therapeutic ova-

specific type 1 regulatory T cells 
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Annexe 1: RASGRP1 deficiency causes immunodeficiency with impaired cytoskeletal dynamics 
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RASGRPl deficiency causes immunodeficiency 
with impaired cytoskeletal dynamics 
Elisabeth Salzer1,2, Deniz Cagdas3,14, Miroslav Hons4,14, Emily M Mace5,14, Wojciech Garncarz1,2, 

Ôzlem Yüce Petronczki1,2, René Platzer6, Laurène Pfajfer1,2 , Ivan Bilic1, Sol A Ban 1, Katharina L Willmann1, 

Malini Mukherjee5, Verena Supper6, Hsiang Ting Hsu5 , Pinaki P BanerjeeS, Papiya Sinha 5, Fabienne McClanahan7, 

Gerhard J Zlabinger8, Winfried F Pickl9, John G Gribben7, Hannes Stockinger6, Keiryn L Bennett1, 

Johannes B Huppa6, Loïc Dupré1,2,10, Ôzden Sanal3, Ulrich Jager11 , Michael Sixt4,14, Ilhan Tezcan3,14, 

Jordan S Orange5,14 & Kaan Boztug1,2,12,13 

RASGRPl is an important guanine nucleotide exchange factor and activator of the RAS-MAPK pathway following T cell antigen 
receptor (TCR) signaling. The consequences of RASGRPl mutations in humans are unknown. ln a patient with recurrent bacterial 
and viral infections, born to healthy consanguineous parents, we used homozygosity mapping and exome sequencing to identify 
a biallelic stop-gain variant in RASGRPl. This variant segregated perfectly with the disease and has not been reported in genetic 
data bases. RASGRP 1 deficiency was associated in T cells and B cells with decreased phosphorylation of the extracellular
signal-regulated serine kinase ERK, which was restored following expression of wild-type RASGRPl. RASGRPl deficiency also 
resulted in defective proliferation, activation and motility of T cells and B cells. RASGRPl-deficient natural killer (NK) cells 
exhibited impaired cytotoxicity with defective granule convergence and actin accumulation. Interaction proteomics identified the 
dynein light chain DYNLLl as interacting with RASGRP 1, which links RASGRP 1 to cytoskeletal dynamics. RASGRPl-deficient 
cells showed decreased activation of the GTPase RhoA. Treatment with lenalidomide increased RhoA activity and reversed the 
migration and activation defects of RASGRPl-deficient lymphocytes. 

RASGRPl is a guanine-nucleotide-exchange factor that is involved 
in lymphocyte development and function1. The catalytic region of 
RASGRPl consists of a RAS exchange motif and a CDC25 domain. 
RASGRPl contains two atypical calcium-binding EF hands, a Cl dia
cylglycerol (DAG)-binding domain and a proteinkinase C phosphor
ylation site that is necessary for activation of the protein2• Although the 
protein has high expression in lymphoid cells , its role is best studied in 
T cells following activation of the TCR2. Following increased DAG 
expression and/or phosphorylation byprotein kinase C, RASGRP 1 trans
locates to the membrane and converts the small GTPase RAS from an 
inactive GDP-bound to an active GTP-bound state. This process medi
ates activation of the MAP-kinase (RAS-RAF-MEK-ERK) cascade3• 

Although RAS signaling is well known for its association with 
malignant transformation, RAS GTPases control a variety of cellu
lar processes under physiological conditions, including cell growth, 

differentiation, apoptosis, neuronal actMty and cell migration. There are 
three main RAS isoforms (K, H and N) that ail share a conserved core 
GTPase domain but have distinct biological functions. Depending on 
the upstream stimulus, RASGRPl can activate ail three Ras isoforms4. 

Studies of Rasgrp1 -1- mice have revealed substantial defects in thymo
cyte development and fonction as a result of defective TCR-mediated 
ERK phosphorylation. Accordingly, Rasgrp 1-1- mice have considerably 
fewer CD4+ and CDS+ T cells compared with wild-type mice5. 

Studies of patients with inborn errors of their immune system 
(primary immunodeficiency disorders) have considerably shaped 
the molecular understanding of key nodes of human immunity, 
sometimes revealing surprising differences between patients and 
mouse models with deficiency in corresponding gene products6- 8. 

In humans, the subgroup of quantitative or qualitative defects 
of T lymphocytes that result in combined immunodeficiencies 

1CeMM Research Center for Molecu lar Med icine of the Austrian Academy of Sciences, Vienna, Austria. 2Ludwig Bol tzmann lnsti t ute for Rare and Undiagnosed 
Diseases , Vienna, Aust ria . 3Sect ion of Pediatric lmmunology, Hacettepe Un iversity, lhsan Dogra maci Children's Hospital , Ankara , Turkey. 4Institute of Science 
and Technology Austria , Klosterneuburg, Austria. 5Center for Hu man I mmunobiology, Baylor College of Medic i ne and Texas Chi ldren 's Hospital , Houst on, Texas, 
USA. 6 1 nstitute for Hygiene and Applied lmmunology, Center for Pathophysiology, lnfectiology and lmmunology, Medical University of Vienna, Vienna, Austria. 
7Centre for Haemato-0nco logy, Barts Cancer I nstit ute - a CR-U K Cent re of Excel lence, Queen Mary Un ivers ity of London, London, U K. 8 Insti t ut e of lmm unology, 
Center of Path ophysio logy, 1 nfectiology and I mmuno logy, Med ica l University of Vienna, Vien na, Austria. 9Christia n Doppler Laboratory for I mmunomodulat ion and 
lnst itute of lmmunology, Cent er for Pathophysiology, lnfectio logy and lmmunology, Med ical Universi ty of Vien na, Vienna, Austria . 10Ce nt re de Phys iopatho log ie 
de Toulouse Purpan (CPTP), INSERM , UMR 1043, Toulouse Purpan University Hospital, Toulouse, France. 11 Department of Medicine 1, Division of Hemat ology 
and Hemostaseology, Medica l University of Vien na, Vienna , Austria. 12Department of Pediatrics and Adolescent Med icine, Medical University of Vienna , Vienna, 
Austria. 13St. Anna Kinderspital and Chi ldren 's Ca ncer Research lnst itute, Department of Ped iatrics, Med ica l University of Vienna, Vienna, Austria. 14These au t hors 
contribu ted eq ual ly to this work. Correspondence shou ld be addressed to K.B.( kaan.boztug@rud.lbg.ac.at ). 
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comprise a heterogeneous subgroup of primary immunodeflcien
cies9J 0. Often, these defects are associated with primary or secondary 
B cell defects 11 .12. Despite some heterogeneity, impair ment ofadaptive 
immunity in these diseases increases susceptibility to recurrent, early
onset and severe infections with a variety of pathogens, including 
viruses, bacteria, fungi and parasites9. 

We found that deficiency in human RASGRP 1, a major regulator 
of RAS signaling in T lymphocytes, resulted in a previously unknown 
primary immunodeflciency disease. Our fmdings indicate a major 
role for RASGRPl in immune cell signaling and fonction in T cells, 
B cells and NK cells. We also decipher a previously unknown role 
for RASGRPl in the dynamic regulation of the cytoskeleton 
and identify lenalidomide as a potential treatment option for this 
immunodeficiency. 

RESULTS 
Identification of human RASGRP 1 deficiency 
We studied a 12-year-old index patient ofhealthy consanguineous par
ents (Fig. la). Three older siblings of the patient (11/1 , II /3 and II/4; 
Fig. la) died in the füst 2 years oflife, possibly as a result of immu
nodeflciency-related complications. However, no material from these 
siblings was available for forther genetic testing. The index patient 
presented with recurrent infections, including multiple episodes of 
pneumonia that resulted in bronchiectasis and collapse of the right 
upper pulmonary lobe (Fig. lb). Over time, severe failure to thrive, 
with height and weight below the third percentile, as well as finger 
clubbing be came evident ( data not shown). At the age of 12 years, after 
another episode of pneumonia, monthly intravenous immunoglobulin 
therapy was started. Prophylactic antibiotic therapy was recommended, 
which the patient did not use regularly. Further episodes of pneumo
nia and herpetic lesions necessitated hospitalization. Serial immuno
logical analyses revealed normal numbers of total lymphocytes, but 
a progressive decrease in the number of CD4+ T cells, an inverted 
ratio of CD4+ T cells to CDS+ T cells, an increased relative propor
tion of TCRy8 cells, and progressively decreasing B cell counts com
pared with healthy individuals (Fig. le and Supplementary Table 1). 
Routine adenotomy was performed on this patient at the age of 15 and, 
unexpectedly, histology revealed a low-grade Epstein-Barr virus (EBV)
associated B cell lymphoma (Supplementary Fig. 1 a). Given the immu
nodeficiency-related complications and the development oflymphoma, 
chemotherapy was performed, followed by myeloablative conditioning 
and allogeneic hematopoietic stem cell transplantatiou 

Given the known consanguinity in the family and the absence of 
clinical signs of immunodeflciency in either parent, paralleled by unre
markable leukocyte immunophenotyping (Supplementary Tables 2 
and 3), we suspected an autosomal-recessive disease trait. We per
formed homozygosity mapping and exome sequencing to identify the 
underlying genetic disease etiology. Although we detected no variants 
in genes previously associated with primary immunodeflciencies, we 
found a homozygous nonsense variant on Chr15: 38805097: G>A 
(hgl9 build 137) (c. C726T, p. Arg246*) in RASGRPl (Fig. ld,e). 
This variant has not been observed in heterozygous or homozygous 
form in several human genetic variation databases including the 1000 
Genomes Project and the Exome Aggregation Consortium (ExAC) 
(Supplementary Tables 4 and Sa). lt was predicted to be highly dam
aging for the corresponding protein fonction, with a combined anno
tation-dependent depletion (CADD) score of 35 (Supplementary 
Table Sb). The RASGRPl gene has a negative residual variation intol
erance score and is among the 11.77% most intolerant genes, indica
tive of the evolutionary conservation of RASGRP 1. Accordingly, the 
number of 'observed' nonsense variants was signiflcantly lower than 

the number of'expected' nonsense variants (Supplementary Table Sb). 
Of note, no other homozygous variants in RASGRP1 leading to pre
mature stop codons or frameshift mutations have been observed 
with higher population frequencies (Supplementary Table Sa). 
The variant showed perfect co-segregation with the disease under the 
assumption of autosomal-recessive inheritance, with both parents and 
ail three available healthy siblings being heterozygous for the detected 
variant (Supplementary Fig. 1). In addition to the identified stop codon 
variant in RASGRPl, a variant in UROCl (p.G31 3R), which encodes 
urocanase enzyme, segregated with the disease in the core family (data 
not shown). Biallelic loss-of-fonction mutations in this gene have been 
shown to cause urocanic aciduria, mental retardation and ataxia13• 

As we could not reconcile this variant with the immunodeficiency 
in our patient, we disregarded this gene as being causative of the 
immunological phenotype in the index patient. 

To assess the effect of the variant in RASGRPl, we expressed wild-type 
or mutant streptavidin-hemagglutinin (Strep-HA)-tagged RASGRP 1 in 
doxycydine-inducible HEK293T human embryonic kidney cells and 
observed markedly reduced expression of the truncated protein product 
(Fig. 1 f). Consistent with these observations, immunoblot analysis with 
an antibodyto RASGRPI (anti-RASGRPl) did not detect endogenous 
full-length RASGRP 1 protein in cells from the patient (Fig. lg). 

Profound multifaceted peripheral blood T cell defects 
Mo use studies have identifled RASGRP 1 as a guanine-nucleotide
exchange factor that acts as an essential activator of the RAS-RAF-MEK
ERK signaling in T cells; it thus serves as a major regulator of T cell 
development14, survival and proliferation15. Activation of RASGRPl is 
dependent on DA Gand occurs following activation of the signaling pro
tein PLCyl in T cells16. RASGRPl has high expression in all lymphoid 
cells and in a variety of other cell types17. However, so far the fonction of 
mouse RASGRPl beyond its function in T cells has remained largely elu
sive ( comparison, Supplementary Table 6). We performed detailed T cell 
immunophenotypingto characterize deflciency inhuman RASGRPl and 
observed persistent CD4+ T cell lymphopenia together with an increase 
in the number of CDS+ T cells compared with healthy controls (Fig. 2a). 
Evaluation of the distribution of TCRo:~ T cells versus that of TCRy8 
T cells revealed increased numbers ofTCRyo+ CDs+ T cells compared to 
reference values (Supplementary Table 1). We further investigated the 
compartment of non-conventional T cells and observed reduced num
bers of mucosal-associated invariant T cells (Supplementary Table 3 ). 
Furthermore, the number of invariant NKT cells was very low, border
ing on absent (Supplementary Tables 3 and 6, and Supplementary 
Fig. 2), reminiscent of studies of mice18• Although a prominent popula
tion expressing the TCR o:-chain variable region 24 (V a24) was detect
able19, these cells expressed the surface markers CDS and CD45RA 
(Supplementary Fig. 2a), which suggested that they might belong to 
oligoclonally expanded and exhausted memory CDS+ T cells. 

Both CD4+ T cells and CDS+ T cells from the patient exhibited an 
exhausted phenotype, as indicated by expansion of CCR7-CD45RA + 
effector memory T cell populations, which represented up to 80% of 
CDS+ T cells (Fig. 2b,c, Supplementary Table 3 and Supplementary 
Fig. 3). In the CD4+ T cell subset, the majority of cells were 
CD45RA-CXCR5+ (Fig. 2d), suggestive of an increased frequency 
in peripheral blood follicular helper T cells compared with healthy 
controls5,20,21 . In the CD4+ compartment of the patient, normal pro
portions ofCD25+FOXP3+CD4+ regulatory T cells and recent thymie 
emigrants were present (Supplementary Table 3). 

Functionally, bothRASGRPl-deficient CD4+ T cells and RASGRPl
deficient CDS+ T cells showed defective proliferation after stimulation 
with antibodytothe TCRinvariant chainCD3 (anti-CD3) andantibody 
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to the costimulatory molecule CD28 (anti-CD28) (Fig. 2e and 
Supplementary Fig. 3), accompanied by impaired expression of the acti
vation markers CD25 and CD69 (Fig. 2f). Defective T cell proliferation 
was recapitulated in Jurkat human T cells with doxycycline-inducible 
short hairpin RNA-based knockdown of RASGRPl (shRASGRPl) 

(Supplementary Fig. 2b). In addition, proliferation assays using thy
midine incorporation also showed defective cellular proliferation after 
nonspecific stimulation with various mitogens (Supplementary Fig. 2c) . 
Consistent with the above-mentioned proliferation defects, TCR V~ 
spectratyping of patient peripheral blood T cells revealed a restricted 
TCR repertoire (Fig. 2g and Supplementary Fig. 2d). CDS+ cytotoxic T 
cell populations obtained from the patient and expanded ex vivo showed 
increased expression of perforin and granzyme B compared to healthy 
don ors (Fig. 2h), as well as defective killing oftargets cells following acti
vation with the monoclonal antibody against CD3 (OKT-3) (Fig. 2i). 

Published studies have shown that RASGRPl is critical for TCR
induced signal transduction in mouse T cells5•16 . Here we sought to 
investigate the functional consequences of RASGRPl deficiency on 
the activation ofhuman T cells. In both inducible shRASGRPl-Jurkat 
cells and in a patient T cell line, immortalized using human telomerase 
reverse transcriptase (hTERT) we did not observe defects in initial TCR 
signaling events upstream of RASGRPl, including intercellular adhe
sion molecule 1 (ICAMl) ring formation , exclusion from the central 
supramolecular activation complex (cSMAC), or calcium flux (Fig. 2j 
and Supplementary Fig. 2e-g). Thus, we focused on potential signaling 
defects downstream ofRASGRP 1 in populations of primary peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from patient and expanded 
ex vivo using anti-CD3 and anti-CD28. Cells were serum- and antibody-

NATURE IMMUNOLOGY ADVANCE ONLINE PUBLICATION 

starved and re-stimulated with anti-CD3 and anti-CD28. We observed 
reduced, but not absent, phosphorylation of ERKl/2 (at Thr202 and 
Tyr204) in RASGRP 1-deficient cells compared to healthy don or 
expanded T cells (Fig. 2k,l and Supplementary Fig. 2h). Transient trans
fection of the cells with vector encoding wild-type RASG RP 1 normalized 
impaired activation ofERK in the patient's CDS+ T cells (Fig. 2m). 

Deficient B cell activation and proliferation 
Studies of the role of RASGRP 1 in mouse B cells have remained con
tradictory22·23. We performed detailed immunophenotypic analysis 
of the patient's B cell subsets and observed decreased proportions of 
memory B cells ( CD l 9+CD27+) and increased proportions of both 
transition al B cells and CD2 l 1° B cells, the latter of which consituted 
up to 20% of all CD19+ B cells, compared to healthy donor B cell sub
sets (Fig. 3a,b andSupplementary Fig. 3). The concentrations of total 
immunoglobulin G (IgG) and IgM were normal in the patient, but 
IgA concentrations were elevated (Supplementary Table 1 ). Although 
findings from mouse studies have suggested arole for RASGRP 1 in the 
development of autoimmunity22 and genome-wide association studies 
have identified an association of single-nucleotide variants in the gene 
encoding RASGRPl with systemic lupus erythematodes24, no clinical 
signs of autoimmunity were apparent, consistent with the absence 
of detectable autoantibodies (Supplementary Table 7). However, we 
observed insufficient vaccination responses, including absent anti
bodies to hepatitis B surface antigen and decreased pneumococcus
specific antibodies following vaccination (data not shown). 

To assess B cell fonction, we stimulated the patient's PBMCs with 
antibody to the costimulatory receptor CD40 and interleukin 4 (IL-4) 25 . 
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The patient's B cells, compared ta healthy donor B cells , showed 
reduced upregulation of expression of the activation markers CD86, 
CD25, CD95 and CD69 (Fig. 3c) that resulted in decreased B cell 
proliferation (Fig. 3d) and reduced class-switch recombination 
following stimulation (Fig. 3e). The observed defects could not be 
reversed by the addition of the mature B cell survival factor BAFF 
(Fig. 3f), which suggested that self-reactive transitional B cells 
were absent from the PBMC compartment26 . 

Bath quantitative defects and qualitative defects in B cells in 
patients with inherited deficiencies of T cells result from either an 
intrinsic B cell defect (primary defect) or deficient co-stimulation 11• 12. 

Ta assess our hyp othesis of a B cell-intrinsic phenotype, we evalu
ated B cell antigen receptor (BCR) signaling in EBV-transformed 
B cell lines from the patient. The EBV-immortalized B cells showed 
reduced activation of the MAPK pathway following IgM stimulation, 
similar ta the T cell defects that we observed (Fig. 3g). Defective ERK 
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Figure 3 RASGRPl deficiency results in a B cell proliferation and activation defect. (a) Showing relative proportion of naive (lgD+CD27- ) B cells, 
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phosphorylation in patient B cells was reversed after lentiviral trans
duction ofwild-type RASGRPJ (Fig. 3h). Collectively, the patient's 
B cells showed defective MAPK activation, with defective BCR signal
ing resulting in reduced proliferation and class switching. 

RASGRPl deficiency causes impaired NK-cell cytotoxicity 
Mouse studies have not yet addressed the role ofRASGRPl in NK cells, 
to the best of our knowledge. We observed unaltered numbers of the 
patient's NK cells with normal CD56dim and CD56bright subset distribu
tions (SupplementaryTable 1). However, the CD56bright NK cells had 
high expression of intracellular IL-5 (Supplementary Fig. 4a). These 
data might suggest that there is a developmental bias toward the pro
duction ofT helper type 2 cytokines at an intermediate differentiation 
state, as production of the se cytokines is lost following terminal dif
ferentiation27. Despite having high protein expression levels of intracel
lular granzyme Band perforin (Fig. 4a), the patient's NK cells exhibited 
severely impaired cytolytic fonction (Fig. 4b ). This impairment was 
associated with defective formation of a mature NK cell immunological 
synapse in CRISPR/Cas9-edited NK-92 cell lines deficient in RASGRPl 

NATURE IMMUNOLOGY ADVANCE O N LI N E PU BLICATION 

( sgRASGRP 1) (Fig. 4c) with decreased F-actin accumulation, increased 
distance from the microtubule-organizing center (MTOC) to the syn
apse and impaired granule convergence (Fig. 4d-f), consistent with 
impaired formation of the NK cell immunological synapse in primary 
cells from the patient (Supplementary Fig. 4b ). 

Proteomics links RASGRPl to cytoplasmic dynein 
The patient's CDS+ T cells displayed normal expression of ICAMl 
and did not show any defects in ICAMl ring formation or exclu
sion from the central supramolecular activation complex following 
TCR stimulation (Supplementary Fig. 2f), which suggested that the 
cells retained the required elements for formation of the immuno
logical synapse. In addition, the patient's NK cells showed normal 
expression of NK cell-activating receptors , as well as similar levels 
of granzyme Band perforin protein expression compared to healthy 
donor NK cells (Fig. 4a). However, we observed an unusual combi
nation of defective granule convergence together with defects in the 
accumulation ofF actin in both the patient's NK cells and sgRASGRP 1 
NK-92 cells. Assuming a similar role for MAPK activation in actin 
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Figure 4 Aberrant cytoskeletal dynamics in NK cells. (a) Flow cytometry analyzing the intracellular accumulation of perforin and granzyme B in 
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polymerization in bath T cells and NK cells28, we hypothesized that 
the defect in granule convergence might be linked to an as-yet
unknown interaction partner. Thus, we performed t andem affinity 
purification of RASGRPl tagged at the amino terminus with Strep
HA plus subsequent mass-spectrometry analysis ofbound interactors 
in HEK293T cells and Jurkat T cells (Fig. 4g). In bath HEK293T cells 
and Jurkat T cells which were engineered for doxycycline-inducible 
RASGRPl expression, the dynein light chain DYNLLl was one of 
the top-ranking interacting proteins according to bath SAINT and 
FC-scoring (Fig. 4g). Notably, published studies of mice and rats have 
reported binding of RASGRP3, but not of RASGRPl , to DYNLLl 
(ref. 29). Such cross-species differences might be explained by the 
fact only human RASGRPl contains a binding motif similar to that 
of mouse RASGRP3 (ref. 30) (Fig. 4h). Co-immunoprecipitation of 
RASGRPl tagged at the amino terminus with Strep-HA confirmed 
the interaction ofRASGRPl with endogenous DYNLLl in bath Jurkat 
T cells and HEK293T cells (Fig. 4i, Supplementary Table Sa,b and 
Supplementary Fig. 4d). Substitution of the assumed DYNLLl -binding 

motif with alanine residues resulted in abrogation of the binding of 
DYNLLl (Fig. 4i), which confirming the critical role of this motif in 
the RASGRPl-DYNLLl interaction. 

Cytoplasmic dynein can mediate retrograde transport over the 
microtubule cytoskeleton toward the MTOC in T cells, which results 
in centrosome polarization following TCR activation31 . In NK cells, 
dynein-driven transport oflytic granules along microtubules is required 
for convergence to the MTOC preceding formation of the immunologi
cal synapse32. Visualization of sgRASGRPl NKcells byvideo microscopy 
revealed markedly defective granule motility (Fig. 4j,k). Consistent with 
a putative role for RASGRPl in regulating the microtubule cytoskel
eton, accumulation of dynein before centrosome polarization has been 
shown to depend on the RASGRPl activator DAG33. Moreover, lytic 
granule convergence occurs rapidly after target-cell engagement and 
is independent of actin dynamics32. Thus, RASGRPl deficiency mark
edly affects NK cell cytotoxicity by impairing bath actin polymerization 
and the convergence oflytic granules to the MTOC, which is possibly 
explained by an abrogated interaction with DYNLLl. 
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Reversai of cellular defects by lenalidomide 
Apart from NK-cell cytotoxicity, microtubules and actin also depend 
on precisely coordinated interactions to establish cell polarity34 and the 
coordinated cell migration that is essential for lymphocyte fonction 34. 

To visualize cytoskeletal dynamics and cell migration in primary cells 
from the patient, we transiently transfected CDS+ T cells with the actin 
marker Lifeact ™. We observed significantly slower actin turnover in 
RASGRPl-deficient CDS+ T cells than in CDS+ T cells from healthy 

NATURE IMMUNOLOGY ADVANCE ON LINE PUB LI CATION 

don ors (Fig. Sa,b). To assess whether slow actin turnover would also 
'translate' into a low cell-migration speed, we performed cell-migra
tion assays with CDS+ T cells stimulated with the chemokine CXCL12 
on ICAM-1-coated plates. Indeed, RASGRPl-deficient cells migrated 
at lower speeds than did CDS+ T cells from healthy donors (Fig. Sc) . 

RASGRPl-deficient mouse mast cells display decreased RhoA 
activity35 . We found that levels of active RhoA were markedly lower 
in the patient's T cells following CXCL12 stimulation compared with 
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healthy donor T cells, whereas total RhoA levels differed only mildly 
(Supplementary Fig. 5) . Thus, we hypothesized that activation of 
RhoA signaling might reverse the migration defect of RASGRP 1-
deficient CDS+ T cells. Indeed, the known RhoA activator nocoda
zole normalized the observed migration defect (Fig. Sd). However, 
as nocodazole is not amenable for clinical use, we sought to identify 
an alternative compound that could induce similar fonctional effects. 
In patients with chronic lymphocytic leukemia, T cells exhibit an 
exhausted (immunodeficient) phenotype that is similar to that of the 
RASGRP 1-deficient patient36•37. The thalidomide-derived drug lena
lidomide can modulate the activity ofkey transcription factors that 
are important for restoring T cell fonction, which results in increased 
RhoA activity38. Indeed, treatment with lenalidomide significantly 
increased cell velocity and thus normalized the overt migration 
defect observed in RASGRPl-deficient PBMCs (Fig. Se); thus, this 
might represent a potential treatment option for RASGRP 1-deficient 
patients. Consistent with the published positive effect of lenalido
mide on IL-2 secretion39, we observed increased CD25 expression in 
T cells following lenalidomide treatment (Fig. Sf). Given that lena
lidomide modifies multiple targets of the Cullin-E 3 ligase complex 
by binding to its intracellular target cereblon, we aimed to investigate 
whether the effect of lenalidomide on the cellular phenotype could 
be linked to normalization of RhoA signaling. In CDS+ T cells from 
healthy control donors, stimulation with CXCL12 activated RhoA, as 
detected with an antibody specific for the GTP-bound state ofRhoA 
(Fig. Sg,h). In contrast, CDS+ T cells from the RASGRPl -deficient 
patient failed to activate RhoA following stimulation with CXCLl 2 
(Fig. Sg,h). Notably, treatment of the patient's CDS+ T cells with addi
tional lenalidomide restored active RhoA to amounts comparable to 
those measured in the control CDS+ T cells (Fig. Sg,h). 

DISCUSSION 
We identified human RASGRP 1 deficiency as a previously unknown 
primary immunodeficiency with notable defects in the lymphoid 
compartment that were amenable to partial reversal with lenalido
mide. Although our study was performed on a pedigree with a single 
affected patient, our results demonstrated that the loss of RASGRP 1 
caused the phenotype, consistent with outlined criteria as pub
lished 40: the patient's candidate genotype was monogenic and did 
not occur in subjects without the clinical phenotype; we found that 
the detected mutation caused the absence of foll-length RASGRPl 
protein and reduced ERK phosphorylation; we observed restoration 
of the defective phosphorylation ofERK following expression of wild
type RASGRPl in the patient's cells; and shRNA and CRISPR-based 
studies of Jurkat cells and NK-92 cell lines reproduced the pheno
type observed in primary cells from the patient. The phenotype of 
human RASGRPl deficiency differs substantially from previously 
described mouse models5•22 and suggests a previously unknown role 
for RASGRPl in cellular responses beyond TCR signaling. Although 
RASGRPl-deficient mice exhibit decreased numbers ofboth CD4+ 
and CDS+ single-positive thymocytesS, the patient's immunologi
cal phenotype showed an inverted ratio of CD4+ T cells to CDS+ 
T cells with population expansion of exhausted effector memory 
cells, consistent with a partial T cell defect 9. Partial T cell defects 
are often associated with autoimmunity9• The role of RASGRPl in 
autoimmunityhas remained controversial. Both RASGRPl-deficient 
mice22 with an autoreactive BCR and Rasgrp 1-1- mice overexpressing 
a truncated form ofRASGRPl that lacks the carboxy-terminal tail 
domain41 develop a lymphoproliferative disorder with features remi
niscent ofhuman systemic lupus erythematosus. We did not observe 
overt autoimmunity inhuman RASGRPl deficiency. Future studies, 

induding more RASGRP 1-deficient subjects, will enable delineation 
of the full phenotypic spectrum of hum an RASGRP 1 deficiency. 

The role of RASGRP 1 in NK cells has not been addressed in detail 
in mouse models. NK cells are innate immune cells best known for 
their ability to mediate cytotoxicity after the ligation of germline
encoded activation receptors42 . A variety ofhuman primary immu
nodeficiencies are associated with defective accumulation of actin 
at the immunological synapse, particularly actin-polymerization 
deficiencies such as Wiskott-Aldrich syndrome43 or deficiency in the 
actin regulators WIP44 or DOCKS (ref. 45). However, the combination 
of defective polymerization of actin, together with the considerable 
granule-convergence defect seen in cells from the RASGRP-deficient 
patient has not been seen in human immunodeficiencies before, 
to our knowledge. 

Accumulation of dynein before centrosome polarization in lym
phocytes depends on the known RASGRPl activator DAG46• Evidence 
has revealed a RAS-binding do main in the dynein intermediate chain 
that probably mediates activation of the complex47. Our discovery 
of an interaction between human RASGRPl and cytosolic DYNLLl 
provides evidence that RASGRPl mediates granule convergence fol
lowing activation, a dynein-dependent process32. To our knowledge, 
RASGRPl deficiency represents the füst association of impaired 
dynein fonction with a human primary immunodeficiency. Of note, 
several viral proteins, including the HIV-1 integrase, internet with 
DYNLLl, and their interaction has been shown to be involved in 
efficient reverse transcription of HIV-1 (ref. 48 ). 

Our study has also identified a targeted treatment strategy with 
lenalidomide, providing proof-of-concept for such approaches in 
primary (and potentially secondary) immunodeficiencies with aber
rant cytoskeletal dynamics. Thus far, the thalidomide derivative 
lenalidomide has been approved for various lymphoid malignancies, 
such as multiple myeloma37 and chronic lymphocytic leukemia36. In 
these diseases, T cells are in astate of pseudo-exhaustion and show 
defects in activation, proliferation and cytotoxicity49, similar to those 
observed in RASGRPl deficiency. The action oflenalidomide has 
been linked to cereblon which, together with the scaffolding protein 
CUL4 and the catalytic subunit ROC 1, for ms the E3 ubiquitin ligase 
cereblon-CRL4 complex that mediates degradation of the transcrip
tion factors Ikaros and Aiolos and may alter other targets of the E3 
ubiquitinligase38 . These processes result in, among other effects, the 
upregulation ofRhoA activity, which might be the factor responsible 
for the rescue of RASGRPl-deficient lymphocytes 36; we found that 
treatment with lenalidomide significantly increased RhoA activity in 
patient CDS+ T cells. In sum, we have identified RASGRPl deficiency 
as a previously unknown type of partial T cell defect, which revealed a 
previously unknown link between RAS signaling and cytosolic dynein 
dynamics and which was amenable to improvement following RhoA 
activation and lenalidomide treatment. 

METHODS 
Methods and any associated references are available in the online 
version of the paper. 

Note: Any Supplementary Information and Source Data fil es are avai/ab/e in the 
online version of the paper. 
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ONLINE METHODS 
Patient and ethics. The patient was included with informed written consent by 
the parents and approval from the Institutional Review Boards of the Medical 
University of Vienna and Ankara Hacettepe University Medical School. 

Homozygosity mapping. Affymetrix 6.0 single nucleotide polymor
phism (SNP)-based homozygosity mapping was performed as previously 
described50. 

Exome sequencing. DNA extraction, exome sequencing and data analysis 
were performed as described previousiy50 . 

Sanger sequencing. Prim ers for the variants detected with exome sequencing 
were designed using PrimerZ. PCR amplification and capillary sequencing was 
performed as previously described51 . 

Statistics. Statistical tests used in this study include Student's t test, with 
or without Welch's correction, as appropriate and detailed in the respective 
methods sections . 

Mutational profile and population genetics. The Combined Annotation 
DependentDepletion (CADD) score was determined using CADD version vl .3 
(ref. 52) . The mutational and population genetics profile of RASGRPl CCDS 
(ENSGOOOOOl 72575) was obtained from ExAC (http://exac.broadinstitute. 
org/gene/ENSGOOOO0172575, accessed 29th April, 2016) . The Residual 
Variation Intolerance Score was obtained from Genic Intolerance (http:/ /genic
intolerance.org, accessed April 29, 2016). A binomial test was used to assess 
statistical significance of the deviation of the theoretically expected distribu
tion of nonsense variants (expected) from the observed nonsense variants 
(observed) based on the ExAC database . Loss-of-fun ction carrier frequency 
(q) was calculated as: q = (SUM of putative Joss-of-fonction population 
alleles) /( Total population alleles). Expected rate of nullizygous (1 in X non
consanguineous conceptions) variants was calculated as: X= l!q2. If the Sum 
of putative Joss of fonction alleles was 0, q* was calculated as: q* = 1/(Total 
population alleles), and expected rate of nullizygous variants: X= 1/(q_ *2). 

Flow cytometry. Ali flow cytometric analyses were recorded on a BD 
LSR Fortessa except NK-cell immunophenotyping (recorded on both BD 
LSR Fortessa and FACS Canto) and cell proliferation assays upon shRNA
mediated knockdown (recorded on BD FACS Calibur). Ali data were 
analyzed using FlowJo X (TreeStar) and data was graphed with Prism 6.0 
(GraphPad Software). 

Immunophenotyping. PBMCs immunophenotyping was performed on an 
LSR-Fortessa (BD Biosciences). Antibodies were used as described previ
ously51 apart from: GranzymeB-AF7OO, TCRa~-FITC, TCRa~-PE, TCRy8-
APC, TCRy8-PE, TCR-PE, ail from BD Biosciences; TCR Va:7.2-APC, Ig-PE 
both from Miltenyi Biotec; Perforin-AF647 from BioLegend; CXCR5-APC 
from Biomedica. 

Cell lines. Feeder cell-mediated T-cell expansion. Feeder T-cell generation was 
done as described53,54. Obtained expanded T cells were evaluated by )flow 
cytometry for expression of CD4, CDS, perforin and granzyme Band purified 
as necessary using a MagniSort CDS cell separation kit (eBioscience). 

Generation of EBV-immortalized B-cell lines. Patient and healthy donor 
PBMCs were isolated using Fi coll density centrifugation. 106 freshly isolated 
PBMCs were incubated with EBV virus supernatant and on the following day 1 
µg/ml cyclosporin A was added to the cells. Cells were maintained in complete 
RPMI medium (Gibco) with 10% FCS, 1 % L-glutamine and 1 % PenStrep (ail 
from Invitrogen). 

HEK293T cells. Human RASGRPl cDNA and the mutant version thereof were 
clonedinto pTO-SII-HA-GWvectorsusinggatewayrecombination to generate 
N-terminal Streptavidin-Hemagglutinin-taggedfusion protein and transfected 
into HEK293 Flp-In-TREx cells (Thermo Fisher Scientific) as described55,56. 

Jurkat cells with inducible overexpression of RASGRPl. Jurkat E6.1 cells 
(ATCC) were retrovirally infected with a retroviral vector (MSCV-rtTA3-
IRES-EcoR-PGK-Puro) as described previousiy57,58 . A codon-optimized 
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version of RASGRPl cDNA (IDT systems) was cloned into pSIN-TREtight
SH-gw-N-IRES-mCherry-PGK-BlastR as described57 . 

Inducible shRNA mediated knock down of RASGRPl in Jurkat cells. 
Short hairpin RNAs were designed according to published recommenda
tions57. Jurkat T-cell line expressing an rtTA3 element with an ecotropic 
receptor as well as PlatE cells for virus production were kindly provided 
by Johannes Zuber (IMP). Cell lines were tested for protein expression 
24h after induction with 1 µg /ml doxycycline using flow cytometric analy
ses. GFP marks successful transfection whereas dsRed expression indicates 
protein expression after doxycycline addition. The following short hairpin 
RNAs were used:sh_RGRPl :UGAAACACUAACUACAAGCUA;sh_RGRP2: 
UUAACUUGUAUACUAUACCUC. Each shRNA has 2 off-targets sites that cor
respond to known RASGRPl isoforms and no XhoI/EcoRI restriction sites. 

CRISPR-mediated gene deletion in NK-92 cell lines. CRISPRs targeting 
RASGRPl were designed as described59 and cloned into a lentiCRISPRv2 
vector60 . NK-92 cells (ATCC) were cultivated according to the supplier's 
instructions. Lentiviral virus production and cell infection were performed 
according to standard procedures. Limited dilution was performed and single 
cell clones were selected. Editing at genomic position was confirmed using 
capillary sequencing and subsequent upload into tide (http:/ /tide.nki.nl/, 
accessed November, 2014)61. Only clones with frameshift mutations in both 
ail el es of more than 90% were used for further experiments. Following CRISPR 
targeting sequences were used for cloning: C_RASGRPl_E2_pl_A_t:CACCg 
AGACACCATCATTCGG AACT; C_RASG RP1_E2_p 1 _A_b :AAACAGTTC 
CGAATGATGGTGTCTc; C_RASGRPl_E2_p2_A_t:CACCgGAGACACCA 
TCATTCGGAAC; C_RASG RPl _E2_p2_A_b:AAACGTTCCGAATGATGG 
TGTCTCc. 

lmmunoblotexperiments. RASGRPl immunoblot experiments. 4 x 106 Patient 
and healthy donor EBV-immortalized B cells were lysed in 50 µI Laemmli 
Buffer, ran on a 10% acrylamide gel at 110 V and blotted overnight at 120 mA 
al 4 °C on a PVDF m embrane. Membranes were incubated with anti-human 
RASGRPl (Merck Millipore, Clone 10.1) in Tris-buffered saline with 0.5% 
Tween and 5% milk overnight at 4 °C and a secondary anti -mouse antibody 
at ~21 °C for 2 h. Blats were developed using ECL (Thermo Scientific) and 
films (GE healthcare) . 

TCR and BCR signaling analysis. Patient or healthy don or derived T-cell 
lines were starved for up to 4 h in RPMI medium (Invitrogen) containing 
1 % FCS (Sigma-Aldrich), 0.2 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich), 10 µg /ml 
penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich and 20 mM HEPES (Gibco). Cells 
were put on ice for al least 20 min and ice-cold stimulation mix containing 
mAb to CD3 (clone OKT-3, purified, 2µg/ml) andmAb against CD28 (clone 
Leu28, purified, 1 µg /ml, BD Bio science). Cells were stimulated for indicated 
lime points, washed in ice-cold PBS and lysed in 20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 
150 mM NaCI, 2 mM EDTA (ail from Roth) and complete protease inhibitor 
tablets (Roche), 1 µM orthovanadate, 50 mM NaF, 1 % Triton X-1OO (Thermo 
Scientific). Upon addition of Laemmli buffer samples were boiled for 5 min 
and loaded on 8 or 10% acrylamide gels. Gels were run al constant voltage 
and blotted over night with constant 120 mA al 4 °C using a mini-protean 
wet blotting system (BioRad). Immunoblotting was performed according 
to standard conditions with Tween-buffered saline and 5% bovine serum 
album in (Roth) according to the manufacturer's instructions. Antibo dies are 
summarized below. 

Prior to stimulation, B cells were serum starved for 3- 4 h and stimulated 
with anti-IgM 500 ng/ml (Southern Biologicals) for the indicated lime points. 
Subsequent handling was performed as described for TCR signaling analyses: 
p44/42 MAPK (ERKl/2) (clone 137F5), Phospho-p44/42 (Thr2O2/Tyr2O4) 
MAPK (ERKl/2), (clone D13.14.4E; ail from Cell Signaling), GAPDH (clone 
86C5, Santa Cruz Biotechnology) . 

Tandem affinity purification and mass spectrometry analyses. Tandem 
affinity purification and mass spectrometry analyses were performed as 
described62 . Data were uploaded to CRAPome database for FCA, FCB and 
Saint score calculations63. 

Co-immunoprecipitation of RASGRPl and DYNLLl in HEK293 cells and 
Jurkat T cells. lmmunoprecipitation was performed by lysing induced cells in 
IP buffer (50 mM HEPES pH 8.0, 150 mM NaCI, 5 mM EDTA, 0.5% NP-4O, 
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50 mM NaF, 1 mM Na3 VO ,i, protease inhibitors from Sigma-Aldrich). Lysates 
were precleared with Protein G-Sepharose beads ( GE Healthcare) and tagged 
RASGRPl protein purified using anti-HA agarose beads (Sigma-Aldrich). 
Immunoprecipitates were washed with wash buffer (50 mM HEPES pH 8.0, 
300mM NaCI, 5mM EDTA, 1%NP-40, 50mM NaF, 1 mM Na3VO,i, protease 
inhibitors from Sigma-Aldrich), and analyzed by SDS-PAGE separation, blot
ting and immunostaining using antibodies against DYNLLl, GAPDH (both 
Santa Cruz Biotechnology) and HA tag (Sigma-Aldrich; 1:1,000 dilution for 
DYNLLl antibody and 1 :2,000 dilution for others) . 1 /40 of the lysate used for 
immunoprecipitation was used as input contrai. 

T-cell proliferation. Thymidine incorporation assays were performed as 
described51 . Flow cytometry-based proliferation assays were performed using 
Violet proliferation dye 450 (BD Biosciences) . In brief, cells were labeled with 
proliferation dye according to manufacturer's instructions and incubated 
with stimulating antibodies 1 µg/ml anti-CD3 (clone OKT3/Leu-4, T3, eBio
sciences) and 0.5 µg/ml anti-CD28 (clone T44, CD28.2, eBiosciences) for up 
to 4 d. Proliferation of shRNA-transfected Jurkat T-cell lines was performed by 
labeling cells with V 450 proliferation dye and subsequent knockdown induc
tion with 1 µg/ml doxycycline. For proliferation studies samples were taken on 
consecutive days and analyzed byflow cytometry after stainingwith addition al 
markers (see Immunophenotyping section). 

Flow-cytometry-based T-cell cytotoxicity. Assays to quantify the cyto
toxic activity of CDS+ T cells were done as previously described with min or 
modifications64• In brief, GFP-expressing P815 target cells were treated with 
aphidicolin to inhibit proliferation and pre-incubated either with or without 
OKT-3 (1 µg/ml) . Different ratios oftarget cells and CDS+ T cells were dis
tributed in 96-well U-bottom low-cell-binding plates (Nunc). Following 6 or 
24 h of incubation, cells were stained with 7-AAD and residual alive target 
cells were evaluated. 

T-cell and B-cell reconstitution experiments. T cells. Patient and healthy 
don or PBMCs were thawn and transfected with a GFP contrai or wild-type N
terminally GFP-tagged RASGRPl using the Amaxa human T-cell nucleofector 
kit (Lonza) andprogram V024 (unstimulated T cells). Cellswere restedfor 1 d 
in complete IMDM, starved for 4 h in serum-free medium and stimulated for 
30-40 min with stimulating antibodies 1 µg/ml anti-CD3 (clone OKT3/Leu-4, 
eBiosciences) and 0.5 µg /ml anti-CD28 (Clone T44, CD28.2, eBiosciences). 
Cells were fixed in 100 µ! IC-Fixation solution (eBioscience) for 20- 60 min, 
washed 2x in Fixation/Permeabilization buffer (eBioscience) and stained with 
antibodies against pERK, CD4, CDS and CD3 (see Flow Cytometry section) 
for 1 h ~21 °C . Sampleswerewashed in lx in Fixation/Permeabilization buffer 
and l x in PBS and analyzed byflow cytometry gating on GFP-positive cells. 

B cells. Patient and healthy donor B-cell lin es were transduced using a 
lentiviral vector (pRRL_EFla_StrepHA_IRES_GFP), with second genera
tion packaging plasmids (PAX2 and MD2G) kindly provided by the Giulio 
Superti -Furga laboratory (CeMM). For phospho-ERK analyses, transduced 
B-EBVs were serum-starved for 2- 3 h and stimulated using IgM antibody 
(Southern biologicals) for 30-40 min. Staining was performed as described 
for T ce lis with pERK and CD 19. 

B-cell dass switch recombination. B-cell class switch recombination (CSR) 
experiments were performed on freshly isolated PBMCs. Cells were labeled 
with Violet proliferation dye 450 (BD Biosciences) according to manufac
turer's instructions and seeded into a 96-well plate at 2 x 105 cells/well in 
IMDM medium supplemented with 10% FCS, 5% L-Glutamine, penicillin/ 
streptomycin, 1 % HEPES and beta-mercaptoethanol. B-cell proliferation and 
CSR were induced using CD40L ( 1/800 dilution of the titrated supernatant and 
IL-4 (30 ng/ml) or CD40L/IL-4/BAFF ( 1/1,000 dilution of the titrated superna
tant; both kindly provided by H. Eibel, Center for Chronic Immunodeficiency) 
for 4 d. The activation status of the cultured B cells was measured 1 d upon 
induction by flow cytometry using CD 19, CD86, CD25, CD69 and CD95 
antibodies. Cell proliferation was measured by monitoring the dilution of the 
proliferation dye, and CSR by monitoring IgG expression on the surface on 
CD19+ B cells usingflow cytometry after 4 d in culture. 
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Cell migration assays following lenalidomide treatment. Agarose based 
assays. Human CDS+ T cells were purified using MagniSort Human CDS+ 
T-cell Enrichment Kit (eBioscience) and labeled with 5 µM CMTMR 
(Invitrogen) 1 d before imaging and incubated with 1 µM lenalidomide or 
DMSO for 24 h, and recorded migrating confined under agarose block. Briefly, 
home-made glass bottom dishes were coated with 2 µg/ml hum an ICAM- 1 Fe 
(R&D) at 4 °C overnight and afterwards rinsed with PBS to remove residual, 
unbound protein. 500 µI of 0.5% agarose (Biozym Gold Agarose) solution 
containing 100 ng/ml human CXCL12 (R&D), 50 µM ascorbic acid and fully 
supplemented RIO medium (RPMI 1640, 10% FCS, glutamine, non-essential 
amino-acids, ~-mercaptoethanol) were poured onto the coated dishes to form 
approximately 3-mm thick layer and allowed to solidify for 1 h at 4 °C. Finally; 
dishes were equilibrated for 30 min in a humidified incubator at 37 °C, 5% 
CO2 and cells were injected between the glass and the agarose layer. Cells were 
recorded at 37 °Con Nikon Eclipse Ti inverted microscope equipped with 
Hamamatsu EMCCD C9100-02 camera and tracked using Volocity software 
(PerkinElmer). 

Video microscopy without agarose. The experiment was carried out as 
described36 . Stimulation of PBMCs with 1 µM lenalidomide or DMSO was 
performed for 20 h before microscopy. 

Actin retrograde flow assay. Isolated human CDS+ T cells were nucleofected 
with plasmid expressing Lifeact-GFP using Nucleofector II and Mouse T-cell 
Nucleofector Kit (Lonza) 1 d before imaging. Glass bottom dishes (MatTek) 
were coated with 0.2 mg/mL PLL-PEG at 4 °C overnight and afterwards rinsed 
with PBS to rem ove residual PLL-PEG. 500 µI of 0.5% agarose (Biozym Gold 
Agarose) solution containing 100 ng/ml human CXCL12 (R&D) were poured 
onto the coated dishes. Cells were injected between the glass and the solidified 
agarose layer as described ab ove. 

Total internai reflection (TIRF) microscopy was performed at 37 °C with 
an inverted Axiovert 200 (Zeiss) microscope, a TIRF 488/561-nm laser sys
tem (Visitron systems) and an EvolveTM EMCCD camera (Photometrics) 
triggered by VisiView software (Visitron). FIJI image processing package was 
used for image and kymograph analysis. 

Protein expression and lipid bilayers. DNA constructs for production of 
monovalent streptavidin (MonoSAv) were a gift from A. Ting (Massachusetts 
Institute of Technology). A 3C protease- recognition sequence was inserted 
between the alive streptavidin subunit and the six-glutamate tag. The gene 
encoding the dead streptavidin subunit was prolonged with a six-histidine 
tagged tail mediating binding to supported lipid bilayers containing 18:1 
DGS-NTA(Ni) (l,2-dioleoyl-sn-glycero-3- [ (N-(5-amino-1-carboxypentyl) 
iminodiacetic acid)succinyl] (nickel salt) 65 . MonoSAv was produced by an 
in vitro refolding protocol as described66 •67 and subsequently purified by 
MonoQ (MonoQ 5/50, GE Healthcare) and size-exclusion chromatography 
(Superdex 200, GE Healthcare). The six-glutamate tagged tail was cleaved with 
the 3C protease (GE Healthcare). 

Calcium flux experiments. T cells (0.5- 1 x 106) were loaded with 5 µM Fura-
2 (Invitrogen) in complete RPMI-1640 medium for 30 min at 25 °C and then 
washed twice with 10 ml imagingbuffer (1 x HESS, Gibco, supplemented with 
2% FCS, Sigma, lûmM HEPESpH 7.4,Gibco, lmMMgCl2 andl mMCaCl2). 

For imaging, cells were spotted on a supported lipid bilayer functionalized with 
MonoSAv (50 ng/well) linked to CD3-biotin antibodies (OKT-3, eBioscience) 
at 25 °C. Image acquisition was performed with a DMI4000B microscope 
(Leica Microsystems) equipped with a 40x immersion objective (Leica HCX 
PL Apo 40x, NA 1.25) and an Andor iXon Ultra-8871 EM-CCD camera (Andor 
Technologies) controlled by the Leica Application Suite Advanced Fluorescence 
software (version AF6000LX). Imaging of Fura-2 (excitation, 340 nm and 
380 nm; emission, 510 nm) was achieved through a fast external filter wheel 
equipped with excitation filers at 340 nm and 380 nm (Leica Fura EX) and a filter 
cube consisting of a dichroic beamsplitter and an emission band pass filter at 520 
nm (Fura-2 Leica EM520/36, DC:409). DIC and Fura-2 images were collected at 
intervals of 1 min over 15 min . Intracellular calcium dynamics were determined 
from the Fura-2excitation ratio (excitation at340 nm/excitation at380 nm)with 
the open source image analysis software package Fiji and Matlab. 

doi:10.1038/n i.3575 
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Calciwn fluxmeasurement in shRNA cell lines was performed using Indo-
1 Calcium Indicator (Life-Technologies). 24 h after doxycycline induction 
cells were labeled with Indo-1 Calciwn Indicator stimulated with OKT3 
( eBiosciences) and analyzed on a BD LSR-Fortessa. Data were analyzed using 
FlowJo Software. 

NK-cell experiments on patient cells and CRISPR edited NK-92 cell lines. 
Conjugates of NK-92 CRISPR edited cells and K562 cells were formed for 
60 min at 37 °C on silane coated slides (Electron Microscopy Services) and 
then permeabilized, fixed and stained for F-actin with phalloidin Alexa
Fluor568, anti-perforin Alexa-Fluor488 (clone G9, BioLegend) and anti-a
tubulin biotin (Life Technologies) followed by streptavidin Alexa-Fluor647 
(Life Technologies). Conjugates were imaged as z stacks of 0.2-µm thickness 
to cover the entire volwne of the immunological synapse, determined indi
vidually for each conjugate, on a Zeiss Axio-Observer Zl equipped with a 
Yokogawa CSUl 0 spinning dise, Zeiss 63x 1.43 NA objective, and Hamamatsu 
Orca-AG camera. Images were acquired and analyzed with Volocity software 
(PerkinElmer) as described68 . 

For measurement of F-actin mesh in patient cells, PBMC were activated 
for 25 min on #1.5 coverslips coated with 5 µg /ml anti-CD18 (clone IB4) and 
anti-NKp30 (BioLegend) then fixed, permeabilized and stained with phalloidin 
Alexa-Fluor532 (Life Technologies) and anti-perforin Alexa-Fluor488 (clone 
8G9, BioLegend). Slides were mounted with Pro Long Gold (Life Technologies). 
Stimulation emission depletion (STED) images were acquired on a Leica SPS 
confocal microscope with excitation bywhite light laser, STED depletion at 660 
nm with time-gating, and emission detected by HyD (GaAs) detectors . Data 
was exported to Volocity software (PerkinElmer) for analysisfollowing decon
volution with Huygens software (Scientific Volwne Imaging). Ail data was 
graphed using Prism 6.0 (GraphPad) . Statistical analysis was performed using 
the Student's two-tailed unpaired t test. P < 0.05 was considered significant. 

Analysis ofRhoA activation by immunofluorescence. Untransformed CDS+ 
T cells were expanded with a feeder mixture and a supplement of IL-2 and 
IL-15, asdescribedabove. Cells (2 x 105)were treated with lenalidomide(l µM) 
or DMSO ( 1 :1,000) in complete mediwn for 16 h. Half of the cells were subse
quently stimulated with CXCL12 (100 ng/ml) for 5 min. Cells (10 5 per condi
tion) were then dep osited onto poly-L-lysine-coated coverslips. Following a 
sedimentation of 5 min al 37 °C, cells were spun down for 2 min al 350 rpm. 
Cells were fixed with ice-cold 10% TCA/30 mM glycine onto coverslips as 
described69 . Following incubation on ice for 15 min, coverslips were washed 
three limes with PBS/glycine. Cells were permeabilized with 0.2% Triton X-100 
in PBS/glycine, washed and blocked for 30 min with 3% BSA, 0.01 % Triton 
X-100 in PBS/glycine . Cells were stained with a rabbit mAb recognizing total 
RhoA (catalog nwnber: 67B9, Cell Signaling) or active RhoA-GTP (catalog 
nwnber: 26904, NewEast Biosciences) in a 1 :50 dilution in 0.01 % Triton X-100 
in PBS/glycine and incubated overnight al 4 °C. Cells were incubated with 
anti-rabbit Alexa-Fluor555 or anti-mouse Alexa-Fluor488 secondary Abs al 
1/400 dilution. Following nuclear staining with DAPI, slides were mounted 
with Prolong Gold antifade mounting mediwn (Life Technologies). Randomly 
selected fields were examined with a Leica DMI 6000B fluorescence micro 
scope equipped with a 40x objective. The mean intensity of total Rho A and 
Rh oA-GTP was calculated from 8-bit images in 50 cells per condition using 
cell masks created with ImageJ software. 

SiR-tubulin staining and live convergence imaging. For imaging NK cells on 
activated glass surface, 3 x 105 NK cells were incubated with 500 nm of the live 
cell fluorogenic microtubule labeling probe SiR-tubulin (Spirochrome) and 5 µm 
Verapamil for 2 h al 37 °C. For imaging lytic granules, cells were incubated 
with 1 µM LysoTracker Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific) for 30 min 
al 37 °C, washedonce, and resuspended in dye-free Rl0 (RPMI 1640 (Gibco), 
10% FBS (Atlanta Biologicals), 2 mM L-glutamine (Gibco), 1 mM sodiwn 
pyruvate ( CellGro ), 10 mM HEPES ( Gibco ), 100 µM MEM nonessential amino 

doi:10.1038/ni.3575 

acids (Gibco), and 100 U/ml penicillin and streptomycin), supplemented with 
5 µm Verapamil. LiT dishes (Bioptechs) were coated with 5 µg/ml anti -NKp30 
(BioLegend) and5 µg/ml anti-CD18 (Clone IB4) for 1 h at37 °C, washed with 
PBS, and pre-warmed before imaging with 300 µl dye-free Rl O. 

For imaging of NK cells with K562 target cells, 105 LysoTracker Red-loaded 
NK cells ( effectors) were stained with 500 nm SiR-tubulin and 5 µm Verapamil 
for 2 h at 37 °C, washed once, resuspended in dye-free Rl 0, and then mixed al 
a 1 :2 ratio with target cells that had been pre- incubated for 5 min with 2.5 µM 
CellTrace CFSE (Thermo Fisher Scientific). Conjugates were incubated in 1 ml 
micro centrifuge tubes in the presence of 5 µm Verapamil for 30 min at 37 °C 
and plated in Lab-Tek #l .0 Borosilicate chamber slides (Nunc) pre-coated with 
5 µg/ml anti-CD58 (BD Pharmingen) for 30 min al 37° and washed with PBS. 
Target cells were allowed to adhere to glass for 15 min and conjugates were 
imaged at 30s per frame for 30-45 min on a Leica SPS laser scanning con fo cal 
microscope with l00x objective. Excitation was provided by a tunable white 
light laser at 488,561 and 647 nm . 

For evaluation of lytic granule convergence, raw images were analyzed in 
Volocity (PerkinElmer) and mean granule distance (MGD) to the MTOC 
was calculated as described previously32 . Nwnber of replicates performed = 3 
for both types of experiments . Graphs were plotted in Prism (GraphPad) 
showing mean values with s.e.m . Statistical test used is unpaired t test with 
Welch's correction . 
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Supplementary Figure 1 

Histology of lymphoma and segregation of the mutation with the disease phenotype. 

(a) Histology of adenoid biopsy showing low grade B-cell lymphoma compatible vvith marginal zone lymphoma. Top left to right: 
Hematoxilin/Eosin staining, CD20 staining , CD3 staining. Bottom left to right: EBER, CD23, Ki67. The described findings suggest a lov, 
grade EBV-related B-cell lymphoma developed likely associated vvith the underlying immunodeficiency. (b) Segregation of the detected 
mutation among the core family (circle - female; square - male; line - dead ; black filling - affected index patient) . 
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a) Invariant natural killer T (iNKT) cells. A prominent TCRva24-expressing cell population was detectable in patient peripheral blood, howev 
hese cells expressed CD8 and CD45RA surface markers, suggesting that they belong to oligoclonally expanded exhausted memory CD8 T cells. HD 
healthy donor; SC - Shipment control. (b) Proliferative response ofT cells determined by [3H)-thymidi.ne incorporation assay after stimulation wi 
arious stimuli a:fter 3 days (OKTI, anti-CD3 antibody (clone OKTI)); PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; SEA: Staphylococcal enterotoxin A; 
EB : Staphylococcal enterotoxin B; PHA: phytohaemagglutinin). (c) Proliferation ofJurkat Tcells upon shRNA-medi.atedknockdown of R4.SGRP1. 

shRNA against Renilla luciferase was used as negative control. Cells were labeled with violet proliferation dye and analyzed by flow cytometry ov 
he period of 5 days. ( d) TCRVl3 spectratyping of patient and control T cells indi.cating oligoclonality of the TCR repertoire of the patient. (e) 
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onor; DIC-di.fferential interference contrast. (g) ICAM Ring formation and cSMAC exclusion of hTERT immortalized patient and control T cell 

ines on a lipid bilayer following OKTI stimulation. (h) Croppedimmunoblot showing downstream TCR signaling in expanded patient and shipmen 
cells upon CD3/CD28 stimulation. Cells were starved and restimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodi.es and subsequently analyzed ~ 

RKl/2 phosphorylation. Datais representative ofthree (h) , two (a,c,d,g) or one (b,f,e) independent experiment. 
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NK-cell studies. 
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(a) Flow cytometric analysis of intracellular accumulation of IL-5, IL 13 and IFNr in patient and contrai NK cells. (b) Immune synapse 
ormation in primary patient NK cells (c) Co-immunoprecipitation of Strep-HA tagged RASGRP1 with endogenous dynein light chain 1 
(DYNLL 1) (RASGRP1 wt) wildtype Strep-HA-tagged RASGRP1 and (RASGRP1 mut) mutant Strep-HA-tagged RASGRP1. Strep-HA
agged GFP was used as negative contrai. (d) Video microscopy of granule convergence in CRISPR-edited NK-92 cells lines HD, 
healthy donor. (d) Video microscopy of contrai or sgRASGRP1 NK-92 cells for granule convergence (Granules-red, Micratubuli-green). 
Data are representative of two biological replicates (a-d).(e) Gating strategy of FACS plots in Figure 4. 
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A 
lthough immune dysregulation and autoimmunity are 
hallmarks of multiple human diseases, their underlying 
molecular pathological mechanisms remain poorly 

understood1. Studying monogenic disorders with predominant 
autoimmunity offers an attractive strategy to identify core reg
ulators of immune homeostasis2. Key regulatory components 
which help tune immune responses include regulatory T cells 
(Tregs)3 and the checkpoint protein CTLA-44. CTLA-4 is con
stitutively expressed on Tregs and upon activation on activated 
conventional helper-T cells (Tconv) . CTLA-4 ligand engagement 
results in rapid intemalization from cell surfaces by clathrin
mediated endocytosis, and shuttling to either lysosomes or 
RABI 1 + recycling endosomes5-8. Functionally, CTLA-4 com
petes with the activating co-receptor CD28 for interaction with 
their shared ligands CD80/CD86 expressed on antigen-presenting 
cells (APCs)9, thereby inhibiting T-cell costimulation. Binding of 
CTLA-4 to CD80/CD86 results in ligand transendocytosis into 
T cells, sequestering the costimulat01y ligands from APCs. Inside 
the T cell, CD80/86 are guided to lysosomal degradation10. 

Interaction of CTLA-4 with lipopolysaccharide-responsive and 
beige-like anchor protein (LRBA) is essential for prevention of its 
own degradation11 . The importance of CTLA-4 in regulating 
human immune tolerance is underlined by several SNPs con
ferring increased risk of autoimmunity12 and further solidified 
with the recent identification of patients with monoallelic muta
tions in CTLA4 or biallelic mutations in LRBA suffering from 
severe autoimmunity13-18. Additional cellular regulators of 
CTLA-4 and their relevance to human disease remain to be 
investigated. 

DEF6, also known as IRF4 binding protein (IBP) 19 or SWAP-
70-like adaptor of T cells (SLAT)20 is a unique guanine nucleotide 
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exchange factor (GEF) which bas an inverse conformation of the 
PH-DH domain compared to conventional GEFs21 . DEF6 acts 
downstream of the T-cell receptor (TCR) and can be phos
phorylated by the tyrosine-protein kinases LCK21 and ITK22 . It 
can activate small GTPases of the RHOA 21 and Ras family23, 
promoting Cal+ signaling, NFATI activation24, and T-cell adhe
sion23. Additionally, DEF6 binds and negatively regulates the 
transcription factor IRF425,26. Murine knockout studies have 
illustrated a role of Def6 in immunological synapse formation27, 
Thl/Th2 lineage differentiation24, IL17 and IL21 production26, 
bacterial phagocytosis28, T-cell proliferation29, as well as a possible 
role in early-onset large vessel vasculitis26 and autoimmunity27. 
Interestingly, other studies of Def6-knockout mice contrarily 
revealed resistance to uveitis and experimental autoimmune 
encephalitis30•31, and to date it remains unclear whether suscept
ibility to autoimmunity is dependent on the genetic background of 
the mice or other factors. Thus, the role of DEF6 in autoimmunity 
bas remained controversial and partially enigmatic. 

Here, we uncover an inbom error of immunity caused by 
biallelic mutations in DEF6 and characterized by early-onset 
systemic autoimmunity. We find impaired CTLA-4 availability 
and trafficking, due to decreased interaction of mutated DEF6 
with the small GTPase RABll, as the mechanistic basis for the 
autoimmune manifestations. 

Results 
Systemic autoimmunity in three patients from two families. 
We studied three patients with severe autoimmune manifesta
tions. Patient 1 is female (Pl, Family A) bom to consanguineous 
Pakistani parents (Fig. 1 a) who presented with severe watery 
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clusters of eos inophilic granulocytes (lined arrows) and only few crypts with isolated apoptotic figures (asterisk) . At the age of 16 mont hs (bottom, 1 month 
of therapy wi th A batacept, see Fig. S1e) duodenal biopsies showed presence of villi (closed ar rows) and no signs of acute inflammat ion in the lamina 

propria (asterisk) of Pl e Perianal fissures of Pl before (top) and after (bottom) t herapy initiat ion present a marked improvement of pa tient qua lity of life 
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diarrhea in the first month of life. Endoscopy revealed atrophy of 
gastric mucosa and villous atrophy with pronounced T- and 
eosinophilic cell infiltration in the colon and duodenum (Fig. lb 
and Fig . Sla) . Further disease features included hepatospleno
megaly, dilated cardiomyopathy, and increased susceptibility to 
viral and bacterial infections suggesting a primary immune defect 
(Tables 1 and 2). Immune phenotyping revealed reduced cos+ 
T-cell numbers (Table 1) and slightly reduced percentages of 
CD25highco12710wpoxp3+ Tregs (Fig. Slb) in the circulation. 
Immunoglobulin levels were not consistently altered (Table 1), 
only few CDI 9+co27+1go- class-switched B cells were detected 
(Fig. Sic), and specific antibody responses were impaired 
(Table 2). Clinical signs of autoimmunity were paralleled by 
detectable anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) and 
autoantibodies against cardiolipin, smooth muscle protein, and 
p2-glycoprotein (Table 2). NK œlls were in the normal range, and 
neutrophil fonction including oxidative burst as well as phago
cytosis of opsonized bacteria was not impaired (Table 2). A serum 
cytokine/chemokine blot did not reveal elevation of pro
inflammatory cytokines but rather reduced levels of serum 11-
12 and 11-6 compared to a healthy control (Fig. Sld). Upon 
clinical deterioration of symptoms, we initiated CTlA-4-Ig 
(Abatacept) treatment at 4-weekly intervals starting at 
15 months of age (Fig. Sie). Consequently, bowel inflammation 
decreased markedly as reflected by fecal calprotectin values 
(Fig. le). lymphocytic infiltration and complete villous atrophy 
of the duodenum improved within one month of treatment 
(Fig. Id) . In addition, persisting perianal lesions reversed and did 
not recur (Fig. l e). Pl was consequently discharged and treated as 
an outpatient (Fig. Sie). To date, ~4 years after treatment 

Table 1 lmmunological data on patients with DEF6 mutations 

Patient (age) P1 (1-4 m) P1 (5-8m) P1 (9-10m) P2 (4 m) 

ALC (cells/mm3
) 6040 6250 2230 

(normal range) ( 4054- 7048) (3320-7006) (3320-7006) 
Lymphocyte 
subsets 
(D3+(%) 77 (62.7-81.6) 68 (51.8-74.2) 62 (51.8-74.2) 

(cells/mm') 4650 4250 1380 
(3180-5401) (2284- 4776) (2284 -4776) 

CD4+ {%) 65 53 {34.9-53 .1) 56 {34.9-53.1) 
{42.8-65.7) 

{cells/mm') 3930 3310 1250 
{2330-3617) (2284-4776) {2284-4776) 

cos+{%) 11 (15-23) 11 (12.8-27.1) 7 (12.8-27.1) 

{cells/mm 3
) 660 690 160 

(712-1361) (524- 1583) (524-1583) 
co19+ (%) 8 (7.4-21.3) 19 (17-37.2) 18 (17-37.2) 
{cells/mm') 480 1190 400 

(315-1383) (776-2238) (776-2238) 
CD76+56+ {%) 12 (4.2-14.8) 12 (4-15.1) 15 (4-15.1) 
{cells/mm') 730 750 330 

{201-870) {230-801) {230-801) 
CD3+CD45RA+ 78 82 
{cells/mm') 3630 3490 
CD3+CD45RO+ 6 9 
{cells/mm') 280 380 
CD3+TCRcr~+ 75 62 
{cells/mm 3

) 4530 3880 
CD3+TCRy6+ 2 2 (2.8-5.8) 
{cells/mm 3

) (0.7-4.1) 120 130 
lmmunoglobulins 
lgG {g/L) 1.60 {J,) 4.32 9.59 5.60 

(4-9.8) 
lgA {g/L) 0.009 m 0.69 2.34 {t) 0.42 

{0.17-0.94) 
lgM {g/L) 0.17(!) 0.91 4.74 {t) 0.67 

{0.34-2.1) 

initiation, no overt signs of autoimmunity have reoccurred, and 
cardiorespiratory fitness has been stable without arrhythmias or 
other overt pathology. Regular immunoglobulin treatment is 
given. Recurrent infections requiring antibiotic treatment have 
persisted (Fig. Sie). The female sibling of Pl (patient 2 or P2) had 
been diagnosed earlier with a systemic autoimmune/autoin
flammatory disease that included bowel inflammation, hepato
megaly, cholestasis, and cardiac ventricular septal defect. P2 also 
presented with recurrent infections and exhibited reduced num -
bers oflymphoid cells (Table 1, Table 2), however immunological 
investigations could not be performed in-depth since P2 <lied at 
10.5 months of age due to cardiomyopathy-associated cardiac and 
multi-organ failure. 

A third patient (P3, family B), born to consanguineous Iraqi 
parents (Fig. la), presented at 7 months of age with hemolytic 
anemia in the context of a CMV infection which was successfully 
treated with corticosteroids/azathioprin and ganciclovir/valganci
clovir as indicated by decreased CMV DNA levels. Direct 
Coombs test was positive and hemolytic anemia relapsed at the 
age of 27 months (Table 2) without detectable CMV DNA, 
prompting initiation of immunosuppressive treatment. Despite 
treatment, P3 developed transient thrombocytopenia (minimum 
32 x 109 /1) which resolved spontaneously at the age of 3.5 years. 
Blood counts revealed reduced lymphocyte numbers (0.9-2.5 x 
109 /1, Table 1) with low absolute numbers of T, B and NK cells, 
yet largely normal relative percentages of lymphocytes (Table 1) . 
More in-depth immunopheno~ing revealed slightly increased 
proportions of CD38highlgMhig transitional B cells (18.7%, 
reference 3.1-12.3% (ref. 32)) and CD38highlgM- plasmablasts 
(7.7%, reference 0.4-4.0% (ref. 32))) but normal frequencies of 

P2 (5-6m) P2 (7m) P3 (7-13m) P3 (5y 3 m) P3 (5y 7m) 

1450 1930 1904 1779 1753 
(3320-7006) (3320-7006) (3873-6141) (2340-5028) (2340-5020) 

78 (51.8-7 4.2 ) 67 (51.8-74.2) 60 70 72 
(60. 7- 75.8) (59.7-77.6) (59-7-77-6) 

1130 1290 1137 1265 1263 
(2284-4776) (2284-4776) {2542-4933) {157 8-3707) {1578-3707) 
67 {34.9-53.1) 61 {34.9-53.1) 34 35 {31.1-47.4) 34 {31.1-47.4) 

{35.0-51.9) 
970 1170 653 635 594 
(2284-4776) (2284-4776) (1573-2949) (870-2144) (870-2144) 
8 (12 .8-27.1) 8 (12.8-27.1) 18 (16.1-29.4) 28 34 

(16.0-26.9) (16.0-26. 9) 
120 150 351 513 592 
(524-1583) (524-1583) {656-1432) (472-1107) {472-1107) 
12 (17-37.2) 18 (17-37.2) 21 (14.3-28.2) 16 (12 .9-29.2) 14 (12.9-29.2) 
170 350 415 281 238 
(776-2238) {776-2238) {733-1388) (434-1274) (434-1274) 
11 (4-15.1) 18 {4-15.1) 9 {4.0-13.8) 7 {4.7-16.2) 8 {4.7-16.2) 
160 350 183 129 {155-565) 143 {155-565) 
{230-801) {230-801) {186-724) 

63 54 43 39 
810 580 553 496 
14 36 57 60 
180 409 721 767 
62 99 96 88 
1190 1115 1214 1118 
2 (2.8-5.8) 1 4 11 
40 17 68 145 

5.51 6.9 

1.09 {t) 0.25 

2.92 {t) 0.45 

Lymphocyte reference values (in brackets) were taken from ref. 68. Values outside reference range are marked in bol d. lmmunoglobulin ( lg) concent ration was tested at least 4 weeks after the last 
i ntravenou s lg treatm ent. P1 was vaccin ated th ree times with Prevenar n• (Pfizer: pneu mococcal pol ys acchari de conjugated vaccine) an d I NFA NRI X h exa• ( GI axoSmith Kl ine: Corynebaeterium diphtheriae, 
Clostridium tetani, Bordetella pertussis, Haemophifus infiuenzae type 18, hepatitis B virus , poliovirus) at the age of 3, 4, and 10 months. The higher values might be caused by the presence of maternai 
antibodies 
m months, y years, ALC absolute lymphocyte count, TCR T-cell receptor, lg lmmunoglobulin 
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Table 2 Clinical characteristics of patients with DEF6 mutations 

Patient (age) Pl Pl (1-4 m) Pl (5-8 m) P1 (9-10m) P1 (11-12 m) P2 P3 

Neutrophil function 
Phagocytosis normal 

(E. coli opson., 
S. pneumoniae 
opson.) 

Oxidative burst normal 
Hemoglobin 54g/L (-1,) 

(2y 3 m) 
Vaccination response 
C. tetani 0.73 IU/ml 0.06 IU/ml 0.05 IU/ml 

(>=04 IU/ml) (>=04 IU/ml) (>=04 IU/ml) 
C. diphtheriae 0.0SI U/ml 0.02 IU/ml 0.02 IU/ml 

(>=04 IU/ml) (>=04 IU/ml) (>=04 IU/ml) 
S. pneumonia 1:76 (>=1:200) 1:20 (>=1:200) 1:20 (>= 1200) 
H. influenzae 0.76µg/ml 0.06µg/ml 0.07µg/ml 

(>=1 µg/ml) (>=1 µg/ml) (>=1 µg/ml) 
B. pertussis 0.6 VE 

(>=11 VE) 
Autoantibodies 
ANCA Posit ive (1:160) Positive (1:40) 
Cardiolipin ( lgG) n.d Posit ive 

(12 1U/ml) 
Beta2-glycoprotei n 
( lgG) Elevated Posit ive 

(l 0SU/ml) (28 8 U/ml) 
( lgM) Norma l Posit ive 

(49 U/ml) (SU/ml) 
Direct Coombs test Posit ive 
Recurrent infections 
Bacteria S. pneumoniae, S. E. aerogenes, K. 

aureus, S. epidermis, oxytoca, S. 
E. aerogenes, E. epidermis, E. 
c/oacae, faecalis 
E. faecalis 

Virus Rh inovirus, Not specified 
influ enza B, 
respira tory syncytial 
virus, rotavirus 

Fungi Not specified Ma lassez ia furfur 

Reference values in brackets. Values outside reference range are marked in bold. Bacterial species are indicated in italic font 
m months, y years, n.d. not determined, opson. opsonized 

co19+co27+1go- dass-switched B cells (13.1%, reference 
4.7-21.2% (ref. 32)), slightly reduced percentages of co25high 
PD-I 10WfOXP3+ Treg cells (Fig. Slf), and decreased mature 
CDS6d1mco16+cos7+ NK cell population (Fig. Sig). Dist1ibu
tion of T -helper cell subsets in PBMCs, after accounting for age
related high numbers of naïve T cells, did not reveal abnormal 
skewing (Fig. Slh and i). Immunoglobulin levels were in the 
normal range (Table 1) . 

Germline mutations in DEF6 segregate in both families. Exome 
sequencing was performed for Pl and P3 to identify the under
lying molecular disease etiologies, and confi.rmed by Sanger 
sequencing in respective family members. Among the segregating 
variants, DEF6 was the single common gene affected in both 
pedigrees that segregated with the disease. Enlarged pedigrees 
were sequenced to confi.rm segregation of variants with disease 
(Fig. 2a, b) . In family A, we identifi.ed a homozygous missense 
variant in DEF6 (c.G991A, p.E331K) affecting the highly con
served PH-DH domain in both affected siblings Pl and P2 
(Fig. 2a, c), while exome sequencing in family B identifi.ed a 
second, more N-terminal homozygous missense variant in DEF6 
(c.T628G, p.Y210D) in P3 (Fig. 2b, c). Genetie investigation was 

not performed for the newborn sister. Mutation Y210D affects a 
residue phosphorylated by ITK and necessary for interactions 
with the kinase22 . This residue was previously shown to be 
phosphorylated by LCK as well and critical for induction of DEF6 
activity25, however, these fi.ndings have not been corroborated by 
further studies. Both variants were predicted damaging by Poly
phen-2, SIFT and CADO (Table SI) . The identifi.ed DEF6 
mutations have not been reported in homozygous state in ExAC, 
gnomAD33 or TOPMed databases which are based on different 
population cohorts (Table SI), and heterozygotes were reported 
with minor allele frequencies below standard thresholds for rare 
diseases34 (Table SI). Probability of loss-of-function intolerance 
for DEF6 (pLI) was calculated as likely33 (Table SI). The mutated 
amino acids E331 and Y210 are conserved among vertebrates 
(Fig. Slj) . Given the overlapping phenotypes, the identification of 
high-impact genetic variants in DEF6 as the only gene found 
mutated in both pedigrees and segregating with the disease, and 
the assumed role of DEF6 in human immunity, we hypothesized 
that the DEF6 variants were causative for the common disease 
phenotype. While amino acid exchange DEF6E331 K led to slight 
reduction in protein expression in Pl-derived expanded T cells 
(Fig. 2d), DEF6Y210D was barely detectable in feeder-expanded 
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Fig. 2 Distinct biallel ic Off6 mutations segregate with disease. a, b Segregation pedigrees and chromatograms of the identified Off6 mutations in fami ly A 
(a, variant c.G991A) and family B (b, variant c.T623G) . Ali depicted individua ls were validated by capi llary sequencing. Unfilled - wild type; fil led -

homozygous mutation; half filled - heterozygous state.? - un known genetic state (not sequenced) . For information on the variants, see Supplementary 
Table Sl. c Schematic of DEF6 protein domains indicating the ident ified mutat ions. PH - Pleckstrin homology domain; DH - Obi homology doma in. d 
DEF6E331 K mutant protein expression is partially reduced in feeder-expanded T cells of Pl e DEF6Y2lOD mutant protein is barely detectable in T cel ls of P3 

( long exposure is shown) Shorter-exposed immunoblots for (e) are shown in Supplementary Figure S2a. lmmunoblots for (d) and (e) were cropped for 

visualization and are representative of two independent experiments. Source data of Fig. 2 including uncropped immunoblots are provided as a 

Supplementary Source Data file 

T cells of P3 (Fig. 2e and Fig. S2a). In summa1y, we identified 
three patients from two unrelated families presenting with fea
tures of systemic autoimmunity, bearing two distinct biallelic 
missense variants within the DEF6 gene. 

DEF6 mutations affect CTLA-4 cycling dynamics. As DEF6 is 
predominantly expressed in T cells (Fig. S2b), we focused on 
investigating T-cell phenotypes. While calcium flux was found 
unaltered in feeder-expanded patient cells upon TCR stimulation 
(Fig. S2c and d), ERK phosphorylation and AKT phosphorylation 
were partially reduced but not abolished compared to healthy 

donor (Fig. S2e) . Intriguingly, proliferation of PBMCs or feeder
expanded T cells was not compromised (Fig. S2f and g). DEF6 is 
also expressed, to a lesser extent, in NK cells (Fig. S2b) . No defect 
in NK-cell immunological synapse formation could be detected 
(Fig. S2h) . 

CTLA-4, similar to DEF6, is predominantly expressed in 
T cells. Given the marked response of Pl to Abatacept (CTLA-4-
Ig) treatment enabling clinical disease remission (Fig. lc-e), we 
hypothesized that autoimmunity in DEF6 deficiency may be 
linked to aberrant CTLA-4 regulation. Expression of CTLA-4 is 
predominantly regulated by FOXP3 (ref. 35) and calcium
dependent NFAT activation36 . We first analyzed CTLA-4 
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unaltered (Pl, n > 3), Data are over laid with mean ± SD, Stat ist ics; ****p < 0, 0001, ns; p = 0,067 (Welch's t test), b Schemat ic representat ion of CTLA-4 

cycl ing assay performed on purified CD4 T ce lls. c-e CD4 T cells of Pl and P3 show reduced CTLA-4 cycl ing, compared to HD . Representat ive FACS 

traces of memory T cells of P3 (c) and t ime-cou rse quantificat ions of cycl ing t races of memory T,eg (d, CD4+CD45RA- FO XP3+) and memory Îconv ce ll s 

(e, CD4+CD45RA- FOXP3- ), norma lized to respect ive tota l CTLA-4 expression of Pl , P3 or HDs. Puri fied CD4 T ce ll s were st imulated wit h anti -C D3/anti
CD28 ant ibody-coated beads fo r 16 h. Total sta in was performed with standard intracellular sta ining. Cycling sta ining was performed by add ing the labeled 

antibody before the cell harvest and incubation at 37 °( for the indicated t imes. Gat ing as in Fig. S3d. Representat ive of Iwo independent blood sh ipments. 
Data are over la id wit h mean ± SD. Source data of Fig. 3 are provided as a Supplementary Source Data fi le 

upregulation in stimulated memory-Treg cells that most robustly 
express CTLA-4, and normalized the expression to unstimulated, 
naïve conventional T cells as previously described37. CD3/ 
CD28 stimulation indeed showed significantly lower CTLA-4 
expression in Treg cells of P3, while CTLA-4 levels in Pl were 
non-significantly decreased (Fig. 3a and Fig. S3a). Pl and P3 both 
showed slightly reduced FOXP3 levels in Tregs (Fig. Slb and f). 
The checkpoint receptor CTLA-4 modulates T-cell responses 
through binding to and transendocytosis of the costimulatory 
molecules CD80/CD86 from APCs. While CD80/CD86 are 
degraded within T-cell lysosomes, CTLA-4 itself is recycled to 
the plasma membrane through the vesicular transport 
systems8•10·ll . Defective CTLA-4 lysosomal sorting bas been 
described previously to underlie autoimmunity in LRBA 
deficiencyll . As DEF6 is a GEF for small GTPases, a protein 
class crucial for vesicular transports38 , we focused on studying 
CTLA-4 trafficking processes in DEF6-mutated cells. To evaluate 
dynamic processes of CTLA-4 vesicular trafficking, we performed 
membrane cycling assays on primary T cells by comparing 
surface and cycled CTLA-4 normalized to total expressed CTLA-
4, as outlined in schematic Fig. 3b. We observed reduced 
percentages of both surface and cycling CTLA-4 in all T-cell 
compartments of P3, including memory (CD45RA- ) and naïve 
(CD45RA +), regulatory (FOXP3+) as well as conventional 
(FOXP3 - ) T cells, respectively (Fig. 3c-e and Fig. S3b-c, gating 
as in Fig. S3d). Analysis of Pl and corresponding healthy donors 

revealed reduced CTLA-4 cycling in the memory compartments 
(Fig. 3d, e) . Defects in CTLA-4 cycling were observed despite 
normal activation as evidenced by CD25 upregulation (Fig. S3e). 
Comparing mean fluorescence intensities of cycled versus total 
CTLA-4 confirmed a relative reduction of cycling CTLA-4 in 
patient CD4 cells (Fig. S3f). We furthermore tested CTLA-4 re
cycling by only labeling for CTLA-4 that re-appeared on the cell 
surfaces after at least one cycle of antibody-tracked internaliza
tion, as outlined in schematic Fig. S3g. In line with our results, 
memory Tregs of Pl also showed a reduced appearance of re
cycled CTLA-4 at membrane surfaces, compared to healthy 
control (Fig. S3h and i). Altogether, CTLA-4 cycling pro
cesses were impaired in DEF6-mutated patient T cells. 

DEF6 mutations affect CD80 ligand uptake by CTLA-4. W e 
next investigated patient T cells for their ability to capture and 
trans-endocytose CTLA-4-ligands. We here investigated memory 
Tregs, as previous work bas shown that this cell population most 
robustly reveals defects in CTLA-4 ligand binding37. In accor
dance with our hypothesis that defective CTLA-4 cycling results 
in reduced surface availability of CTLA-4 and as a secondary 
consequence also in reduced relative ligand capture on the T-cell 
surface, we observed reduced uptake of CD80-Ig in Pl memory 
Tregs (Fig. 4a, gating as in Fig. S3k), as indicated by the reduced 
slope of the best fit line when compared to healthy controls 

6 NATURE COMMUNICATIONS 1 (2019)10:3106 [ https:/ /doi.org/1 0.1038/s41467-019 -10812-x I www.nature.com/ naturecommunication s 



 

274 | P a g e  
 
 

NATURE COMMUNICATIONS I https//doi.org/10.1033/s41467-019-10312-x ARTICLE 

a 

CD80-lg 

HD 

No ligand CD80-lg + anti-CTLA-4 

r: 
w Slope: 0.22 ± 0.02 

0 
Slope : O. 71 ± 0.02 

0 
Slope: 0.24 ± 0.02 

~ 10000 10000 

010CQ 
<X) 

0 
0 

P1 

1 

fi)'.) 

Slope: 0.17 ± 0.03 
0 

Slope: 0.45 ± 0.06 
0 

Slope: 0.17±0.03 
0 

0 10000 10000 

CTLA-4-AF647 

b 

CD80-lg 

~î 
(permeabilized) 

1o' 

HD bestf it 

0 
Slope: 0.91 ± 0.04 

1000 0 

a:: 

Slope: 0.91 ± 0.12 
0 

10000 

+ Anti-CTLA-4 
Without 

blocking-ligand 
0 .241 0 .438 0.271 1.7 

29.4 

1o' 1o' 104 1o'-i10° 101 1o' 1o' 1o' 1o' 

CTLA-4-PE 

Fig. 4 DEF6 mutations affect CD30 ligand uptake by CTLA-4. a Ligand upta ke assay of memory T,egs reveals reduced upta ke of CD30- lg in Pl cells 
(bottom, orange lines) compared to HD contrai (top and bottom, black/gray lines), as depicted by the reduced slope of the best-fit lines. Pur ified CD4 
T cel ls were stimulated with anti-CD3/ ant i-CD23 ant ibody-coated beads (16 h) CD30- lg and anti-CTLA-4 (where applica ble) antibodies were present 

during stimu lation . Ant i-CTLA-4 blocked ligand upta ke in both samples. For permeabilizat ion contrai, CD30-lg was added after fixat ion/permeabilizat ion, 
for binding ai l availa ble CTLA-4. Data from flow cytometry were extracted, visua lized and ana lyzed with Pr ism. Slopes were ca lculated with linea r 

regression. Gating as in Fig. S3k. Representative of two independent experiments. b Transendocytosis assay of CD4 T ce lls shows reduced CD30-GFP 
capture by Pl cel ls from CHO cells, indicated by reduced CTLA-4+CD3ü+ double-positive populations (orange numer ical insert) Presence of anti-CTLA-4 

blocked tran sendocytos is. Cells were st imulated for 16 h with anti-CD3 antibody. Co-stimulatory signal was provided by CD30-GFP expressing cells. 

Quantification as in Fig. S3j, gating as in Fig. S31. Representat ive of two independent experiments. Source data of Fig. 4 are pravided as a Supplementary 
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(Fig. 4a, "CD80-Ig"). The observed differences are in line with 
previous reports on cells from patients with heterozygous CTLA4 
mutations showing dysfunctional ligand capture37. Presence of 
CTLA-4-blocking antibody abolished ligand uptake (Fig. 4a, 
"CD80-Ig + anti-CTLA-4") . Finally, the addition of ligand after 
cell permeabilization resulted in comparable slopes reflecting 
similar overall binding capabilities of the total expressed CTLA-4 
(Fig. 4a, "CD80-Ig (permeabilized)"). Thus, our data demonstrate 
that CTLA-4 does not effectively reach surfaces in DEF6-mutated 
T cells, and as a result the surface-dependent function of CTLA-4 
is disturbed. We also analyzed CTLA-4-dependent ligand trans
endocytosis from CD80-GFP expressing donor cells. In line with 
a reduced CTLA-4 surface abundance we found less CD80-GFP 
transendocytosed into CD4 T cells of Pl compared to healthy 
control (Fig. 4b and quantifi.ed for CD4 T cells in Fig. S3j, gating 
as in Fig. S31). Presence of CTLA-4-directed antibody blocked 
transendocytosis (Fig. 4b and Fig. S3j) . Altogether, due to 
impaired availability of the checkpoint protein CTLA-4 on T cell 
surfaces, the capturing and transendocytosis of ligands is conse
quently impaired. 

DEF6 knockout phenocopies CTLA-4 cycling defects. To eval
uate the causality of mutated DEF6 for aberrant regulation of 
CTLA-4 traffi.cking, we utilized several models. We performed 
CTLA-4 mobilization assays on CD4 T cells of Pl and a healthy 
donor to monitor CTLA-4 on cell surfaces after short stimulation, 
which effectively mobilizes CTLA-4 from interna! stores. While 
total CTLA-4 expression was unaffected, mobilized CTLA-4 was 
reduced in patient T cells compared to HD (Fig. Sa, gating as in 
Fig. S4a) . In a similar setup, we electroporated healthy control or 
DEF6E331K-mutated PBMCs with wild type DEF6-GFP (Fig. Sb) 
or mutated DEF6E331K-GFP (Fig. Sc). The observed mobilization 
defect of CTLA-4 in DEF6E331K-mutated CD4 T cells was 
reversed by wild-type DEF6 but not by DEF6E331K (Fig. Sb, c, 
gating as in Fig. S4a). To further prove causality, we generated 
CRISPR-mediated knockout clones of DEF6 and Renilla control 
in CTLA-4-mCherry transduced Jurkat cells (Fig. Sd). 

Pronounced reduction of DEF6 expression resulted in defective 
CTLA-4 cy<ling, confi.rming the role of DEF6 in regulating 
CTLA-4 trafficking (Fig. Se, gating as in Fig. S4b). These defects 
could be partly reconstituted by electroporating wildtype but not 
mutant DEF6 (Fig. Sf, gating as in Fig. S4c), though slightly more 
mutant protein was expressed (Fig. S4d). DEF6 knockout cells 
furthermore showed reduced suppression tendency against CD4 
target cells in presence of unlabeled PBMCs as APC source (Fig. 
S4e, gating as in Fig. S4f). 

Our collective data on primary T cells reconstituted with 
wildtype DEF6 and on Jurkat knockout cells demonstrate that the 
decreased CTLA-4 availability in DEF6-mutated patient cells is 
caused by defective intracellular trafficking processes. 

DEF6 mutations affect RABll interactions. Given our fi.nding 
that the guanine nucleotide exchange factor DEF6 regulates 
CTLA-4 cycling processes, we hypothesized that DEF6 might 
regulate the small GTPase RABI 1, a central protein for recycling 
endosomes that has been shown to co-localize to CTLA-4+ 
vesicles8•11 . W e fi.rst assessed the localization of endogenous 
DEF6, RABll and CTLA-4 in activated patient-derived and 
control PBMCs. In line with previous studies8, we observed 
prominent co-localization of CTLA-4 with RABI 1 in the healthy 
control cells (Fig. 6a, b). In sharp contrast, RABll/CTLA-4 co
localization was largely reduced in TCR/CD28-stimulated 
DEF6E331K-mutated cells of Pl (Fig. 6c). Line scans through 
CTLA-4 + vesides confi.rmed the lack of co-localization with 
RABll in DEF6E331 K-mutated cells (Fig. 6d). To quantify RABll 
and CTLA-4 co-localization, defi.ned regions of interest with high 
CTLA-4 expression and RABll-positive vesicles were selected 
and analyzed for overlap coefficients. Quantitative analyses 
revealed a signifi.cant reduction of co-localization for Pl and P3 
compared to respective healthy control cells (Fig. SSa-c), sug
gesting a negative impact of mutated/reduced DEF6 on CTLA-4 
+RABll + recycling vesicles. Of note, RABll was expressed at 
similar levels in Pl and P3 as in healthy controls (Fig. SSd). To 
valida te changes in interaction of wildtype or mutated DEF6 with 
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RABll, we petlormed co-immunoprecipitation analyses in co
transfected HEK293T cells. While wildtype DEF6 co
immunoprecipitated with RABI I (Fig. 6e), this interaction was 
reduced in the DEF6E331K-expressing cells (Fig. 6e). These results 
suggest a possible GEF activity of wildtype DEF6 for the small 
GTPase RABll, and could hence play a causative role in reduced 
recycling of CTLA-4 in patient cells. Consistent with the fact that 
GEF proteins for small GTPases interact preferentially with the 
dominant negative, GDP-bound form of their target proteins39, 

we found that DEF6 interacted strongly with dominant-negative 
(GDP-locked) RABIIS25N, but weakly with constitutively-active 

(GTP-bound) RABIIQ7üL in HEK293T cells (Fig. S5e) . In con
trast, DEF6E33iK did not show relevant co-immunoprecipitation 
with wild-type, GDP- or GTP-locked RABI I (Fig. S5f, long 
exposure shown). In Jurkat cells, endogenous DEF6 co
immunoprecipitated with Strep-HA-tagged RABll but not with 
the Strep-HA-GFP-expressing control (Fig. 6f), confirming a 
physical interaction in a T-cell model. The second identified 
mutation DEF6Y210D was barely expressed in primary T cells of 
P3 (Fig. 2e), probably due to rapid degradation. We over
expressed GFP-tagged wildtype or Y210D-mutated DEF6 in 
Jurkat cells in presence or absence of proteasomal inhibitor 
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electroporated with inactive RAB11 525N, constitutively active RAB11070L, wildtype RAB11 or empty vector (EV), stimulated with OKT3 and analyzed for 

cycling CTLA-4 after 10 min and 30 min, respectively. Cycling was reduced in RAB11 525N expressing cells (blue, blue numerical insert, g), while RAB11070L 
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MG 132 and tracked GFP signals over time. Our data confirm loss 
of DEF6Y210D two days after transfection which could be fully 
reverted by adding MG132 (Fig. Ssg). Lastly, kinetic studies on 
purified proteins suggest that the PH-DH domain of DEF6 has 
GEF activirr toward the small GTPase RABll, while mutated 
PH-DHE331 is inactive (Fig. Ssh). 

To confirm the link between RABI 1 and CTLA-4 trafficking, 
we overexpressed inactive RABI 1 s25N and constitutively active 
RABll Q?OL in Jurkat-mCherry-CTLA-4 cells, and analyzed 
CTLA-4 cycling by counterstaining the cycling protein with 
BV421-coupled antibody. As shown in Fig. 6g, h (gating as in Fig. 
S5i), when compared to overexpressing wildtype RAB 11 or empty 
vector, inactive RABI 1 s25N indeed blocked CTLA-4 cycling while 
presence of active RABI 1 Q ?OL contrarily enhanced this process at 
longer time points. 

In sum, our data reveal a previously unknown physical 
interaction and GEF activity of DEF6 toward the small GTPase 
RABll, a recognized component of CTLA-4+ recycling endo
somes8. Consistently, DEF6-mutated cells lacked this interaction 
and showed reduced RABI 1 +cTLA-4+ double-positive vesicles, 
suggesting a direct link to the observed defect in CTLA-4 
trafficking dynamics through RABI 1 as demonstrated by inactive 
RAB11s25N compromising CTLA-4 cycling. 

Discussion 
The role of DEF6 in murine autoimmunity models has been 
controversial as the development of autoimmunity appears to 
depend on their genetic background26 ,27,30,31 . In humans, the 
intronic DEF6 SNP rs10807150 which alters gene expression, is 
associated with the onset of systemic lupus erythematosus40 . 

Here, we describe two unrelated families with three patients 
harboring two distinct biallelic missense mutations in DEF6. The 
patients present witl1 immunodeficiency and systemic auto
immunity, thus indicating a critical role for DEF6 in preventing 
autoimmunity in humans. We uncover a role for DEF6 in reg
ulating abondance and recycling of the T-cell meckpoint protein 
CTLA-4, as the fonctional cause of the observed autoimmune 
manifestations in DEF6-mutated patients. We base our conclu
sions on the following observations and in line with previously 
outlined criteria:41 (i) we identified different biallelic mutations in 
DEF6 as the single common gene affected and segregating per
fectly with the disease in two unrelated families; (ii) DEF6 has 
been previously shown to have a role in the immune system 
although its precise role in human immunity had not been 
determined; (iii) we identified a CTLA-4 trafficking defect 
amenable to rescue upon reconstitution of patient T cells with 
wildtype DEF6, explaining the predominant clinical presentation 
of autoimmunity; (iv) CRISPR-based DEF6 knockout in Jurkat 
cells recapitulates defective CTLA-4 cycling and could be reve1ted 
by reconstitution with the wildtype protein; (v) we provide a 
functional explanation involving compromised RAB11-DEF6 
interaction affecting RABll-dependent CTLA-4 shuttling; (vi) 
lastly, the successfully commenced CTLA-4-Ig therapy in Pl led 
to remission of symptoms. 

CTLA-4 is a critical molecule in human immune homeostasis. 
A reduction of CTLA-4 levels by 50% as observed in CTLA-4 
haploinsufficiency results in severe autoimmunity13,14, while 
notably patients with biallelic loss-of-function germline muta
tions in CTLA4 have not been described and are potentially lethal. 
Ct[a4-I- mice are viable, although they develop fatal auto
immunity early in life whereas their Ctla4+1- littermates are 
healthy42A3. These studies suggest that humans appear to have a 
narrower window of tolerance regarding CTLA-4 critical abon
dance for the onset of disease. This assomption is further sup
ported by genome-wide association studies which have identified 

SNPs affecting the relative cell surface expression of CTLA-4 
associated with human autoimmune disease44. Reduction of 
available CTLA-4 by enhanced lysosomal degradation is also the 
cause for severe autoimmunity in LRBA deficiency11 . Again, in 
contrast to the human phenotype, Lrba-1- mice do not develop 
overt autoimmunity45- 47, have a normal lifespan and also intri
guingly exhibit an increased acceptance of allogeneic bone mar
row grafts45 . Thus, DeJ6-1- , Ct[a4-I+ , and Lrba-1- mice display 
inconsistent autoimmune manifestations or lack such. Our dis
covery of a mechanistic link between DEF6 mutations and CTLA-
4 fonctional integrity offers insights to autoimmunity in humans. 
Clinical and immunological phenotypes in DEF6-mutated 
patients include T-cell lymphopenia, low class-switched B cells, 
hepatosplenomegaly, autoimmune hemolytic anemia and bowel 
inflammation, ail of which are reminiscent of CTLA-4 hap
loinsufficiency and LRBA deficiency13- lMS- so _ In accordance 
with previous reports on genetically determined autoimmune 
diseases through compromised CTLA-4, clinical manifestations 
vary between patients due to the lowered thresholds of inhibitory 
T cell fonction, rather than through specific triggers51 . Still, they 
do represent the same disease. As for other newly described 
disease entities, larger patient cohorts in future studies will help to 
unravel the full phenotypic spectrum of disease due to functional 
DEF6 deficiency. lt is impossible to dissect whether the strong 
immunosuppressive treatment in Pl may have contributed to the 
more pronounced B-cell deficiency including borderline-low 
frequencies of class-switched memory B cells and impaired vac
cination titer generation, and also the persistent susceptibility to 
infections which has been described previously in individuals 
treated with abatacept52. To date, P3 has exhibited less pro
nounced autoimmune manifestations. This could be due to a 
distinct mutation with distinct cellular effect, or possibly a dif
ferent genetic or epigenetic background. Given the reduced 
CTLA-4 expression in P3 (Fig. 3a), it is possible that other 
autoimmune manifestations may present with time. Interestingly, 
in contrast to CTLA-4 and LRBA-mutated patients, DEF6-
mutated patients do not show an obvious activation/exhaustion 
phenotype in peripheral blood T cells. This might be due to the 
fact that DEF6 is also involved in T-cell signaling. Def6- 1- mice, 
for example, exhibit a reduced clonal expansion of CD8+ 
T cells29 . The interplay of DEF6 in T-cell signaling and regulation 
of CTLA-4 might result in a normal status of T cells derived from 
the blood, but increased activation in situ, where antigen is pre
sented in higher concentrations as suggested by the massive T-cell 
infiltration in peripheral tissues (Fig. l b). The homozygous fra
meshift mutation in SKIV2L that was additionally identified in Pl 
and the deceased sister P2 in family A (Table SI), could represent 
a disease-modifying factor potentially affecting cardiac fonction 
and/or bowel inflammation53 , but does not explain the auto
immune presentation observed in DEF6-mutated individuals 
from both families and our identified link to aberrant CTLA-4 
shuttling. We proved causality by reconstitution of the CTLA-4 
cycling defect in patient-derived cells through ectopie expression 
of wildtype DEF6, and a similar reconstitution of DEF6-knockout 
Jurkat models could revert the observed CTLA-4 cycling defect. 
Finally, the response of Pl to CTLA-4 replacement therapy 
suggests a T cell-mediated disease. 

The co-localization, co-immunoprecipitation and over
expression data confirm that DEF6 regulates CTLA-4 vesicular 
trafficking via the small GTPase RABll. RABll has previously 
been located at recycling vesicles containing CTLA-48. We 
identify a cellular regulation pathway of CTLA-4, which may 
in volve direct activation of RAB 11 by DEF6, a GEF protein that 
fonctions downstream of TCR engagement. RABI 1 is a broadly 
expressed small GTPase and its deletion in a murine knockout 
model was found embryonically lethal54. It is also considered a 
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crucial component of the so-called exocyst, which regulates late
endosomal trafficking55. However, it is largely unknown which 
GEF proteins activate RABI 1 to promote its multiple actions, and 
future studies are required to address this question. Our data 
reveal that RABI 1 interacts with DEF6, and that DEF6 acts as 
GEF protein for RABI 1 as suggested by a preferential interaction 
of DEF6 with the GDP-locked small GTPase, and further evi
denced by kinetic GEF activity studies on purified protein 
domains. The phenocopy of defective CTLA-4 cyding by over
expressing inactive RAB 11325N in Jurkat cells further supports 
this theory. In patient-derived DEF6-mutant T cells, RABll+ 
recyding endosomes do not co-localize with CTLA-4+ vesicles, 
suggesting that DEF6 promotes RABll-mediated recyding of 
CTLA-4. 

In conclusion, our work identifies a role for DEF6 in regulating 
CTLA-4 availability and trafficking to prevent autoimmunity, in 
line with CTLA-4 functioning both as immune rheostat and 
defining thresholds of immune activation for anti-cancer 
immunity11 J 3,14,56. The work presented herein underlines the 
power of identifying genetic causes for immune diseases as a way 
to uncover immune regulatory pathways2. Given the identified 
role of DEF6 in tuning the immune checkpoint protein CTLA-4, 
future studies should address whether DEF6 and related proteins 
are amenable to manipulation for targeted therapeutic interven
tion in immune-mediated disorders or potentially also anti
cancer immunotherapeutic approaches. 

Methods 
Patients and ethics. Patient studies have been approved by the ethics committee 
at the Medical University of Vienna (MedUni Vienna), Austria (study number 
EK499/2011), and the Regional Ethical Review Board in Stockholm (study number 
2013/1723- 31 /4). Patients Pl and P2 were evaluated, followed up and treated at the 
Children's hospital of the MedUni Vienna. P3 was evaluated, followed up and 
treated at Astrid Lindgren' s Childrens Hospital in Stockholm. Biological material of 
patients and healthy donors (HD) was obtained on informed consent in accor
dance with the Declaration of Helsinki. Blood drawings were taken by veni
puncture. Healthy-donor shipping controls which underwent the same handling 
and storage conditions were included in all experiments where blood was not 
directly assessed. 

Further clinical information on the patients. Patient 1 (Pl, index patient of 
family A) presented oligohydramnion in prenatal ultrasounds and intrauterine 
growth retardation. A Caesarean section was performed at 38 weeks of gestation 
due to rupture of the membrane and pathological dopplersonographic measure
ments. Weight and length at birth were below third percentile (1435 g; 39 cm; head 
circumference 25.5 cm). No abnormalities were observed during the perinatal 
period, apart from mild respiratory distress syndrome. Pl presented hypertelorism, 
inward mamillae, growth retardation (below third percentile) and abnormal fatty 
tissue distribution. At 23 days of life severe watery diarrhea was observec:l. asso
ciated with vomiting and electrolytes imbalances (hypernatremia and hyper
chloremic acidosis; Na: 159 mmoll 1, pH 7.1; base excess: -18) and massive 
increase of inflammation markers (C reactive prote in concentration: >20 mg dl 1 ). 

Total parenteral nutrition was initiated with no obvious improvements of diarrhea. 
Hydrolyzed formula also did not improve Pl 's health status. Viral, bacterial, 
parasitic or allergie causes of the diarrhea were excluded upon repeated testing. 
Massive bowel inflammation was suggested by increased stool calprotectin 
(Fig. l e). Endoscopy revealed atrophy of gastric mucosa with numerous apoptotic 
cells. Complete villous atrophy was also observed in the small intestine. Microvillus 
inclusion disease and an underlying metabolic disease were excluded. The duo
denum showed massive infiltrat ion of eosinophils and T cells (Fig. Sl a). Plasma 
and goblet cell numbers were reduced. Colonie mucosa showed normal appear
ance. Subsequently, Pl developed perianal dermatitis (Fig. l e). Topical treatment 
had no effect on the dermatitis and deep, induratec:l. painful ulcers evolved. Enteral 
feeding was offered, but led to massive vomiting. Thus, therapy with corticosteroids 
(prednisone 1 mgkg 1 day 1) was initiated which showed slight improvement of 
disease status. lntravenous cyclosporine was added to the therapy. Enteral feeding 
was gradually increased through a jejunostomy. Vomiting ceased and stool con
sistency improved substantially. Parenteral nutrition could be withdrawn. With 
subsequent reduction of cyclosporine, watery diarrhea recurred leading to a loss of 
about 1.5 kg within two weeks. At the age of 2 months Pl presented hepatomegaly 
and laboratory liver abnormalities (elevated y-glutamyl transferase (450 U 1 1) and 
liver enzymes (AST/ALT: 100 Ul 1)), which were treatable with ursodeoxycholic 
acid. Echocardiography imaging of Pl revealed a dilated cardiomyopathy with an 
atrial septal defect (ASD). Treatment with phosphodiesterase inhibitor and 

acetylsalicylic acid was initiated. Due to suspected vasculitis the patient further 
received intravenous immunoglobulins. P l developed a biventricular hypertrophy, 
with an ASD. Treatment with enalapril, atenolol, spironolactone, and furosemide 
resulted in improved ventricular fonction, however, biventricular hypertrophy 
persisted and arterial hypertension developed. Due to reduced immunoglobulin 
levels after birth (Table 1), the patient was supplemented with intravenous 
immunoglobulins (IVIG) for two months in which IgG/IgM/IgA levels were closely 
monitored. IVIG administration was paused until the age of 10 months when IVIG 
supplementation was reinitiated due to reduced specific immunoglobulin titers 
after vaccination with various agents (polio, diphtheria, tetanus) (Table 2). 

Patient 2 (P2, deceased sister, family A) was bom at 35 weeks of gestation due to 
premature rupture of the membrane. She showed intrauterine growth retardation 
(weight at birth: 1260 g; length at birth: 38 cm (both: below third percentile for 
age); and head circumference at birth: 29.5 cm (at third percentile)) without catch
up postnatally (weight at 2 months of age: 1696 g; length at 2 months of age: 40 cm 
(both: below third percentile for age). She presented with a cleft palate. Enteral 
feeding was difficult due to clinical signs that were interpreted as necrotizing 
enterocolitis. Neither diet with extensively hydrolyzed formula nor with elemental 
formula improved her clinical condition, necessitating parenteral nutrition. 
Colonoscopy at the age of 138 days revealed rectal ulcers and remarkably few 
plasma cells and increased numbers of apoptotic cells in the descending and 
transverse colon. Rectal fissures and ulcers were detected. Mucosal membrane 
showed normal conditions. Besicles the gastrointestinal symptoms, the patient was 
found to have an atrioventricular septum defect (AVSD) which was treated with 
pulmonary artery banding and VSD patch closure. She developed increasing heart 
insufficiency, pulmonary hypertension and a third-grade atrioventricular (AV) 
block requiring pacemaker treatment. Her liver presented severe hepatomegaly and 
signs of progressing cholestasis, siderosis, steatosis and hypertriglyceridemia (430 
mg dl 1 ). Furthermore, she developed a metabolic acidosis and hypokalemia. 
Screening for an underlying metabolic disorder was negative. Liver failure was 
reported as P2 presented massive jaundice, anasarca and ascites. Histology of the 
liver revealed autolysis. Clinical signs and symptoms suggestive of an undefined 
immunodeficiency appeared as P2 presented with recurrent infections and sepsis 
(Table 2). Autopsy after death revealed pulmonary artery and biventricular dilation 
as well as right ventricular hypertrophy. She showed pleural effusion and 
congestion. 

Patient 3 (family B) was bom uneventfully and healthy except for a verrucous 
nevus. His presentation with CMV initiated the treatment with corticosteroids as 
well as ganciclovir/valganciclovir. EBV and HIV serology were negative. As CMV 
DNA levels decreased, valgandclovir treatment was stopped after 1 month of 
therapy. Azathioprine treatment started after six weeks, during tapering of steroids. 
The steroids were stopped after 4 months of treatment, with azathioprine 
continued for an additional 3 months. During the relapse ofhemolytic anemia P3 
was put on immunosuppressive treatment again with corticosteroids and 
azathioprine until the age of 3.5 years. During treatment he developed transient 
thrombocytopenia (minimum 32 x 109 L 1) at the age of 2 years and 4 months. 
Thereafter, he has remained with a growth curve without remarks (5.5 years 
currently). Blood values have normalized except for lymphocyte numbers being 
repeatedly low (0.9- 2.5 x 109 L 1, Table 1). The patient has not displayed any 
gastrointestinal symptoms but was prescribed oral antibiotics since, and no cardiac 
anomalies were detected. 

Genetie analysis. DNA of Pl and P3 was extracted from whole blood with 
Genomic DNA Purification kits (Promega). DNA of P2 was extracted after death 
from stored histology slides. DNA of relatives was extracted either as described for 
Pl or from saliva samples with the Q!Aamp"' DNA mini kit. For Pl (family A), 
homozygous intervals were determined applying Affymetrix"' SNP-based homo
zygosity mapping and used as a filter for detected variants. Whole exome 
sequencing was performed on genomic DNA of Pl and analyzed for nove! non
sense, missense and frameshift variants, as follows: After library prep with the 
Illumina True Seq and Exon Enrichment kit, the sample was multiplexed and 
loaded onto two lanes of one flow cell. DNA was sequenced on an Illumina 
HiSeq2000 Sequencer by paired-end sequencing. After variant calling, demult i
plexing and alignment of the 227,048,916 reads, 97.8% of reads could be uniquely 
mapped. Average target coverage was 140x. VCF.Filter software57 was used for 
filtering for missense, nonsense, splice-site and frameshift variants in the whole 
exome sequencing data. The obtained list was filtered to exclude variants with a 
minor allele frequency (MAF) > 0.01 in 1000 Genomes, dbSNP and gnomAD, and 
an internal cohort database was used to further exclude recurrent variants. Filtered 
candidate variants were analyzed and investigated in the ExAC and gnomAD 
browsers for loss-of-function intolerance and predicted-to-observed mutation 
rates 33. For segregation analysis of candidate variants, DNA of family members (14 
individuals, Fig. 2a) was investigated by Sanger sequencing, leaving three candidate 
genes with variants in family A (Supplementary Table Sl ). For family B, whole
exome enrichment and sequencing of P3 and the healthy mother were performed 
applying a Agilent SureSelect v5 51 Mb kit and Illumina HiSeq2000 sequencer. 
Reads were aligned to human genome GRCh37 with BWA/0.7.4 (ref. 58). 
Variant calling and annotation were performed with haplotype caller from the 
Genome Analysis Toolkit (GATK) (v.3) 59 and variant effector predictor (VEP) 
(version 75)60, respectively. Variant filtering was performed using GEMINI 
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(v0.l l.0a)61. Validation of variants was done by standard capillary sequencing, 
family members (parents) were similarly sequenced for presence of identified 
variants (Fig. 2b). DEF6 remained as the single gene affected and segregating in 
both pedigrees (Supplementary Table Sl). Ali next generation sequencing data are 
deposited at the EGA database with restricted access (see the Data Availability 
section). Analyses of conse1vation and mutational impact were done with the 
prediction tools Polyphen-262 and SIFT63 , and CADD scores64 were calculated for 
segregating genes. 

Flow cytometry. For family A, immunophenotyping was performed on a BD 
LSRFortessa TM or BD FACSCanto™II. Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were isolated from patients or HD blood with a Ficoll gradient and were 
either used fresh or cryo-preserved in liquid nitrogen. Staining of surface antigens 
was performed after blocking in FBS-containing medium for 30 min at 4 °C, 
intracellular antigens were stained applying the fixation/permeabilization kit for 
intracellular antigens or transcription factors (Affymetrix, eBioscience). Al! ana
lyses were performed using FlowJo X (TreeStar Inc.) and Prism 7.0 (GraphPad 
Software). Magnetic microbeads-based sorting of total CD4 T cells was done by 
negative depletion applying the EasySep human CD4+ T cell enrichment kit, stem 
cell technologies™. The following antibodies were used for flow cytometry: From 
Beckman Coulter: CD16-FITC (clone 3G8), CD19-PECy7 (13-119), CD3-FITC 
(UCHTl), CD3-PC5.5 (UCHTl), CD4-PE (13B8.2), CD4-PECy7 (SFCl12T4Dll), 
CD45RA (ALBll), CD45RO (UCHLl), CD56-PE (N901), CD56-PECy5 (N901), 
CD8-PECy7 (SFCI21), TCRvu24-PC-7 (Cl5), TCRvpll-FITC (C21); from eBi
socience, Affymetrix: CD152-PE (14D3), CD19-PerCPCy5.5 (HIB19), CD3-APC 
(SK7), CD3-APC (UCHTl), CD4-eFluor450 (RPA-T4), CD4-PerCPCy5.5 (RPA
T4), CD45RA-PerCP-Cy5.5 (Hil00), CD69-APC (FN50), FOXP3-FITC 
(PCHl0l), FOXP3-eFluor450 (236A/E7), FOXP3-APC (236A/E7) from BD Bios
ciences: CD152-PE (BN13), CD16-PECy7 (3G8), CD19-PECy7 (SJ25Cl), CD25-
PE (M-A251), CD25-BV605 (2A3), CD27-PE (M-T271), CD27-PECy7 (M-T271), 
CD27-V450 (M-T271), CD3-APC-H7 (SK7), CD4-APC (RPA-T4), CD4-AF700 
(RPA-T4), CD4-BV421 (RPA-T4), CD4-BV605 (RPA-T4), CD45RA-AF700 
(HilO0), CD45RO-FITC (UCHLl), CD56-AF700 (Bl59), CD56-V450 (Bl59), 
CD69-APC (L78), CD69-PECy7 (L78), CD69-PECy7 (FN50), CD8-V450 (RPA
T8), CD8-V500 (RPA-T8), CD8-FITC (HIT8a), Igi<-PE (G20-193), IgD-APC-H7 
(IA6-2), IgD-FITC (IA6-2), TCRup-FITC (WT31), TCRup-PE (Tl0B9.lA-31), 
TCRyô-APC (Bl), TCRyô-PE (11F2). 

For immunophenotyping of P3, PBMCs from P3 and healthy controls were 
obtained by Ficoll gradient isolation. Extracellular antigens were stained at room 
temperature for 20 min in PACS Buffer (PBS + 2% FCS + 4 mM EDTA) 
supplemented with directly conjugated antibodies, fixed with 1.6 % formaldehyde, 
permeabilized and stained intracellularly for 20 min at room temperature in BD 
Perm/Wash Buffer (BD Biosciences) supplemented with directly conjugated 
antibodies. Alternatively, fixation and intracellular staining was performed with the 
FoxP3/Transcription Factor staining buffer set (eBiosciences) according to 
protocol. Cells were analyzed on a BD LSRFortessa and al! analysis was perfomed 
using FlowJo software (TreeStar). To assess absolute numbers of immune cell 
subsets, Trucount assays were performed (BD Biosciences). The following 
antibodies were used for P3: From Beckman-Coulter: TCRgd-FITC (clone 
IMMU510) CD27-PECy5.5 (1A4CD27) CD27-ECD (1A4CD27), TCRVu24-FITC 
(Cl5), TCRVpll-APC (C21), CD56-PECy5.5 (N901), NKG2A-PECy7 (Zl99), 
CD27-PECy5.5 (1A4CD27); from BD Biosciences: CD45-V500 (HI30), IgD-BV711 
(IA6-2), CD38 (MHN4-2), CD16-PECF594 (3G8), CD56-PECy7 (NCAM16.2), 
CXCR5-AF488 (RF8B2), CD8-APCCy7 (SKl), FOXP3-V450 (259D/C7), CCR4-PE 
(lGl), CD69-BUV395 (FN50), CCR6-BUV737 (11A9), CD16-APCCy7 (3G8) , 
CD16-V500 (3G8), CD19-V500 (HIB19 BD), IgM-APC (G20-127), CD16-AF700 
(3G8), CD38-BV785 (HIT2), CXCR4-PE (12G5), CD25-PECy7 (M-A251), 
streptavidin-FITC (554060), CD19-APCCy7 (SJ25-Cl), CD57-BV605 (NK-1); 
from Biolegend: CD45RA-A700 (Hil00), CD8-BV570 (RPA-T8), CD3-BV605 
(OKT3), PD-1-APC (EH12.2.H7), TCRyô-BV510 (Bl), CD3-BV711 (OKT3), 
CD45RA-BV785 (Hil00), CXCR3-PE-Dazzle (G025H7), CD57-Pacific Blue 
(HCD57), CD19-FITC (HIB18), IgD-APCCy7 (IA6-2), CD25-APC (BC96), 
CD45RO-A700 (UCHLl), CCR7-BV421 (G043H7), CD8-BV711 (RPA-T8); from 
Invitrogen: CD4-Qdot605 (S3.5); from Exbio Antibodies: CD21-Pacific Blue 
(LT21); from Miltenyi Biotec: NKG2C-biotin (REA205). 

Cell culture and stimulation conditions. PBMCs and -derived cells as well as Jurkat 
E6.l cells were maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 10% ofheat
inactivated FCS (Life Technologies, Gibco), 50 U ml 1 penicillin, 50 mg ml 1 strep
tomycin and HEPES (al! from Gibco) at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% 
CO2• For CD4 T-cell isolation, Affymetrix eBioscience MagniSort negative selection 
was used. T cells were either stimulated with CD3/CD28 antibody-bearing dynabeads 
(Gibco) at a 1:1 or 1:2 bead to cell ratio, or with anti-CD3 (OKT3) and anti-CD28 
(CD28.2) soluble antibodies (both from eBioscience). T cells were expanded by co
culturing with gamma-irradiated feeder cells65 with PMNionomycin stimulation. 
CHO cells were cultured in DMEM medium (Gibco), supplemented as above. 

lmmunoblots . Cells were lysed in IP buffer (20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl. 
2 mM EDTA, 1 % TritonX-100, phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF, 100 mM), 

complete protease inhibitor cocktail (PIC)) or RIPA buffer supplemented with 
PMSF and PIC, and analyzed by Western blot with primary antibodies against: 
DEF6 (H00050619-B01; Abnova), GAPDH (sc-365062; Santa Cruz Biotechnology), 
RABll (700184, Invitrogen), HSP90 (F-8, Santa Cruz). Uncropped scans and 
(where applicable) additional exposures of al! immunoblots are shown in a separate 
Source Data file, with molecular weight markers indicated. 

Phosphoblotting. Feeder-expanded T cells were starved for 4 h in PBS/0.5% 
human serum. Samples were placed on ice and PHA stimulation mix was added 
still on ice. Samples were placed on a 37 °C thermoshaker and at the indicated time 
points, ice-cold PBS was added and respective samples were placed on ice 
immediately. Cells were then lysed in RIPA buffer as above, and resolved by SDS
PAGE Western blot. The following primary antibodies were used: HSP90 (F-8, 
Santa Cruz), AKT (40D4, Cel! Signaling), phospho-AKT (Ser473, D94, Cel! Sig
naling), ERKl/2 (137F5, Cel! Signaling), phospho-ERKl/2 (Thr202/Tyr204, Cel! 
Signaling). 

mRNA expression. Extraction of RNA was performed using RNeasy kit (Qiagen), 
first-strand complementary DNA synthesis was done using Expand Reverse 
Transcriptase (Roche) using both oligo-dT and random hexamer primers. Intron
spanning primers were used for gene expression analysis: DEF6-forward: 51 -
CATCTCGGAAGTGTTCCTCC-3', DEF6-reverse: 51 -CAAGTCCATCTGG
TACGCCT-31, ACTB-forward: 5' -GTTGTCGACGACGAGCG-31, ACTE-reverse: 
51 -GCACAGAGCCTCGCCTT-31. 

Calcium flux. To assess calcium influx in Pl, feeder-expanded T cells were harvested, 
washed with PBS and loaded with Calcium Sensor Dye eFluorTM 514 (eBioscience) 
for 30 min at 37 °C. After loading, cells were washed and resuspended in RPMI 10% 
FCS medium at 1 x 106 ml 1. Anti-CD3 (OKT3, eBioscience) was added to the cells 
to final concentration of 0.5 µg ml 1• After 5 min incubation at 37 °C, a baseline 
measurement of 30 sec was recorded, subsequently anti-mouse IgG (Jackson 
ImmunoResearch) was added to a final concentration of 20 µg ml 1 and measure
ment continued for 3 min. After stimulation, 1 µg ml 1 of ionomycin was added to 
the cells and acquisition continued for 1 more min. To assess calcium influx in P3, 
cells were incubated in HBSS buffer containing 1 mM probenecid (Thermo Fisher) in 
the presence of CD3-biotin (OKT3, Biolegend) and CD28-biotin (28.2, Biolegend) or 
IgG2a (MOPC-173, Biolegend) antibodies for surface staining, and the calcium dye 
Pluo-8 AM (abcarn). After 5 min incubation at 37 °C, a baseline measurement of 30 
sec was recorded, streptavidin (abcam) was added and measurement continued. 
Following antibodies were used for surface staining: from Biolegend: CD3-BV711 
(RPA-T8), CD4-BV785 (OKT4), CD45RA-PECy7 (Hil00); from BD Biosciences: 
CD27-APC (M-T271); from Invitrogen; CD3-Qdot605 (UCHTl). 

Cell proliferation. Cells were stained for 10 min with CFSE or VPD-450 violet 
proliferation dye65, washed in PBS and cultured in growth media. After 4 days, dye 
dilution traces of proliferated cells were compared by flow cytometry. 

Analysis of CTLA-4 mechanisms. For CTLA-4 cycling experiments (depicted in 
schematic Fig. 3b), CD4 T cells were isolated from PBMCs and left to recover at 
least 2 h in complete RPMI media at 37 °C in 5% CO2 atmosphere before pro
ceeding. Cells were then seeded to a 96-well U-bottom plate at a density of 2 x 106 

cells/mL and left unstimulated or stimulated with anti-CD3/CD28 coated dyna
beads. After 16 h incubation, antibodies were added to stain for cycling CTLA-4 
according to the following procedure: Anti-CTLA-4-PE (14D3, eBioscience) was 
added at 37 °C for the indicated time points (60 min, 30 min or 10 min, respec
tively). At time point zero, cells were placed immediately on ice and stained for 
surface CTLA-4. T-cell surface stains were added to al! wells (anti-CD4-
PerCpCy5.5 (RPA-T4 , eBioscience), anti-CD25-BV605 (2A3, BD Horizon), anti
CD45RA-AF700 (Hil00, BD Pharmigen)) were carried out for 30 min on ice. Cells 
were then washed in PBS and fixed for 1 h using the FOXP3 fixation/permeabili
zation kit (eBioscience). After washing in permeabilization buffer (eBioscience), 
intracellular stains were added for 1 h on ice. Cells were washed and analyzed by 
flow cytometry. Gating for naïve and memory T,egs and T conv cells was performed 
as shown in Fig. S3d. Using FlowJo software (10.4), percent-quartiles as well as 
geometric mean fluorescence intensity values for CTLA-4-positive and FOXP3-
positive or -negative final gates were extracted and normalized sample-internally to 
respective total CTLA-4 stains. Experiments were performed at minimum two 
independent blood donations of both Pl and P3. 

Re-cycling CTLA-4 (depicted in schematic Fig. S3g) was analyzed as follows: 
Isolated CD4 T cells were stimulated for 16 h as described. In step l, unconjugated 
anti-CTLA-4 antibody (Ticilimumab) was added and incubated for 60 min at 37 °C 
to ensure binding to the cycling portion of CTLA-4. After washing, goat-anti
human-Fc antibody (Lifetech) was then added and left to incubate for another 60 
min at 37 °C, 5% COi, to fluorescently label all CTLA-4 that was labelled in step 1 
that had re-cycled back via the cell surface during incubation with the secondary 
antibody. Cells were then harvested and stained for T-cell markers. To avoid 
stoichiometric h indrance, cells were counter-stained for total CTLA-4 with AF647-
conjugated C-19 antibody (Santa Cruz) binding the intracellular portion. 
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Analysis of soluble ligand uptake by memory T regs was clone as described 
previously37. In detail, CD4 T cells were isolated and stimulated with anti-CD3/ 
CD28 coated dynabeads (see above), or left unstimulated. Where applicable, CD80-
Ig was added and cells were incubated for 16 h. Subsequently, cells were labelled for 
T-cell surface markers, fixed and permeabilized as described above, and stained 
intracellularly with anti-CTLA-4-AF488 antibody (15162 S; Cell Signaling). CD80-
Ig was visualized with anti-human IgG-PE antibody (6140-09, Southern Biotech). 
Where indicated. ligand binding was blocked with anti-CTLA-4 antibody (550405, 
BD Biosciences) during incubation. For total-uptake controls, respective samples 
were incubated with CD80-Ig after cell permeabilization. Using FlowJo software, 
cells were gated on memory T regs• and fluorescent values for CTLA-4 and CD80 
were ex:ported and plotted with GraphPad Prism software. Slopes of best-fi.t lines 
were calculated and compared to respective "no ligand" samples. 

For analysis of transendocytosis, isolated CD4 T cells were stimulated for 16 h or 
left unstimulated as described above, and co-cultured with CD80-GFP expressing 
CHO cells. To block transendocytosis, anti-CTLA-4 (as above) was added to control 
conditions. Cells were then harvested and stained for T-cell markers and total 
CTLA-4, as described above. Populations were gated on CD4 + cells and plotted for 
CTLA-4 and transendocytosed GFP (CD80). Percent quartiles are depicted. 
indicating CTLA-4+GFP+ populations having transendocytosed CD80 from CHO 
cells and incorporated (bound to CTLA-4) into T cells. 

For analysis of CTLA-4 mobilization, cells were stimulated for 60 min with PMA 
(20 ng/ml) and ionomycin (1 µM) in the presence of CTLA-4 antibody (as above), 
and subsequently stained forT-cell markers on ice. Cells were gated as shown in Fig. 
S4a. For reconstitution experiments, PBMCs were transfected for 24 h with pcDNA
GFP-DEF6 or pcDNA-GFP-DEF6E331K using the Amaxa Nucleofector kit for 
primary human T cells, according to the manufacturer's recommendations. 
Transfection efficiency was around 10% of GFP-expressing CD3+CD4+CD8 
T cells, and transfected cells were analyzed for the CTLA-4-positive portion. 

Cycling assays in Jurkat cells were performed similar to respect ive studies on 
primary cells. Jurkat cells carrying mCherry-CTLA-4 were constructed by 
relroviral transduction. For CTLA-4 cycling, cells were stimulated o/n with OKT3, 
before cycling CTLA-4-BV421 antibody was added for 10 or 30 min incubation, 
respectively. Cells were subsequently placed on ice, and then fixed with ICFix 
solution (eBioscience). Rescue and overexpression experiments were performed as 
above, by transfecting cells 24 h prior to analysis. Gating as in Fig. S4b. 

Suppression assay. PBMCs were isolated of one healthy donor, and split into two 
fractions. One fraction was used for CD4 T-cell isolation by negative selection. 
Isolated CD4 T cells were labelled with VPD450 dye, and the following cell ratios 
were seeded: Respective Jurkat: unlabeled PBMCs: VPD450-labelled CD4 T cells 
(same healthy donor) = 2:1:1. Cells were stimulated with OKT3 and monitored at 
various time points by Flow cytometry. Suppression of CD4 T-cell proliferation 
was assessed by tracing VPD450 dye dilution. Gating as in Fig. S4d. 

lmmunofluorescence. PBMCs or expanded T cells were either stimulated with 
antibodies against CD3/CD28 or left untreated. After a stimulation period of 48 h, 
cells were harvested and adhered to poly-L-lysine (Sigma)-coated cover slips by 
incubating cells for 10 min at 37 °C, 5% CO2. Cells were immediately fixed in 4% 
paraformaldehyde (PFA) solution. Permeabilization was clone by incubation with 
0.5% Triton-Xl00 (Sigma). Cells were blocked with 4% BSA (Roth). For staining 
the following antibodies were used: DEF6 (H00050619-B01, Abnova; or DEF6-
antisera20), CTLA-4 (15162 S; Cell Signaling; or sc-376016AF647; Santa Cruz), 
RABll (sc-6565; Santa Cruz), anti-mouse (A-11029, Life Technologies), anti-rabbit 
(A-21429, Life Technologies), and anti-goat (Life Technologies). Cells were 
counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI. Roth) for 10 mins. 
Coverslips were mounted in Prolong® Gold antifade reagent (Life Technologies). 

Confocal microscopy. Confocal microscopy was performed on a Leica SP8, 
Olympus FluoView FVl0i or Zeiss LSM700 laser scanning confocal microscope, 
equipped with an X63 or an X40 oil lens. For the evaluation of immunological 
synapse formation, cell conjugates of primary NK cells and K562 cells were formed, 
stained and assessed by confocal microscopy65. For RAB11-CTLA-4-DEF6 co
localization, line scan analysis and co-localization analysis by Pearson's correlation 
calculations (JaCoP tool) were performed with ImageJ66. Quantification of RABll
CTLA-4 co-localization was clone on areas of cells with delectable RABll-positive 
vesicles and maximal CTLA-4 expression. The thickness of slices was set to 0.4 µm. 
For P3, images were captured on a Zeiss LSM700 microscope using a pinhole of 1 
AU in each channel. 

Molecular cloning. DEF6 and RABl 1 cloning plasmids were bought from 
DNASU67 and further subcloned into expression vectors pcDNA-GFP or pTO
STREP-HA. Mutagenesis was achieved with the Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit 
(New England Biolabs) according to manufactor's instructions. Plasmid sequences 
were verified through capillary sequencing. 

CRISPR/Cas9 knockout generation. sgRNA targeling exon 1 of DEF6 (5'-ACTT 
GAGCAGTTCCTTGCGC-3') or Renilla control (5'-GGTATAATACACCGCGC 
TAC-3') were cloned into lentiCRISPR_ v.2 plasmid. according to Zhang lab 

protocols (https:/ /www.addgene.org/crispr/zhang/). Lentivirus was generated from 
HEK293T cells transfected with respective plasmids by calcium chloride pre
cipitation, as described above. 48 h after transfection, virus was harvested and 
Jurkat-mCherry-CTLA-4 target cells (generated by similar transduction from a 
retroviral mCherry-CTLA-4 plasmid) were transduced by spinfection. Puromycin 
selection (1 ng µL 1) was initiated the day after, for 8 days. From batch cultures, 
single-cell dilutions were seeded and proliferating clones were selected and sub
jected to TIDE gDNA comparison and Western blot, for evaluation of knockout 
efficiency. gDNA was compared by Sanger sequencing with a guide-covering pri
mer (5'-CCCCAGTGTTCGCTGATTCT-3'). TIDE sequence analysis (http://tide. 
deskgen.com/) of DEF6 knockout versus Renilla control revealed over 80% editing 
efficiency at insertion position + 1 after Cas9 cutting site for DEF6, with no obvious 
non-edited sequences delected. 

Co-immunoprecipitation. Co-immunoprecipitation of Strep-HA-tagged RABll 
(mutants) and GFP-tagged DEF6 (mutants) were performed as follows. 
HEK293T cells were transfected with DNA plasmids encoding Strep-HA- or 
FLAG-tagged RABll or variants, GFP-tagged RABll or DEF6 (variant), or MYC
tagged DEF6 (variant), and respectively empty vectors, by calcium chloride pre
cipitation. After incubating for 48 h at 37 °C in 5% CO2, cells were lysed in RIPA 
buffer. Lysates were cleared by h igh-speed centrifugation and 2 mg of respective 
supernatants were incubated with StrepTactin sepharose beads (!BA), EZview anti
MYC or anti-FLAG affinity gel in IP buffer (10 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl. 
0.5 mM EDTA, 1 m PMSF, PIC cocktail), rotating at 4 °C. Beads were washed three 
times in IP buffer, and bound proteins were resolved by SDS-PAGE. Proteins were 
detected by immunoblotting. 

Guanine nucleotide exchange assay. GEF activity of GST-PH-DH, GST-PH
DHE331K or GST control against GST-RABll was assessed in exchange buffer (20 
mM Tris-HCL, pH 7.5, 150 mM NaO, 1 mM Mg02, 1 mM DTT, 0.01 % NP-40), for 
enabling incorporation of Mant-GTP (Mant-GTP triethylammonium salt, Sigma, 
5 µM). EDTA (1 mM) was used as positive control. Mant-GTP was monitored at 360/ 
440 nm (excitation/emission) on a SpectraMax spectrophotometric plate reader. 

Statistical analysis. Data were analyzed with appropriate statistical tests as indi
cated in respective figure legends. Unpaired t tests were two-sided, Welch's cor
rection was applied. Data are displayed as mean ± SD, with 95% confidence intervals 
(where applicable). Sample sizes and replicates are indicated in figure legends. 

Reporting summary. Further information on research design is available in 
the Nature Research Reporting Summary linked to this article. 

Data availability 
The source data underlying subpanels of Figs. 2, 3, 5, and 6, and Supplementary Figs. SI 
SS are provided as a Supplementary Source Data file. Relevant data are available from the 
authors. Next generation sequencing data are deposited at the European Genome
phenome Archive (EGA) which is hosted by the EBI and the CRG, under accession !Ds 
EGASOOOOI003609 (Pl ) and EGASOOOOI003618 (P3 and mother) . The data are not 

available publicly due to restrictions for controlled access, and may be accessible through 
the relevant Data Access Committee via forma! application at the EGA (https://ega
archive.org). 
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Fig. S1: Extended phenotype of the DEF6-mutated patients. (a) Duodenal biopsies of Plat the 

age of 40 days showed villous atrophy (closed arrows) and an imbalance of leukocytic infiltrate 

with few plasma cells but increased eosinophils (lined arrows). Apoptotic bodies were visible in 

the epithelium of the crypts (asterisk) (H&E stain). (b) Tregs (CD3+CD4+CD25+CD12710wFOXP3+) 

are slightly reduced in Pl, compared to HD (three donors, one representative shown). (c) Pl 

presented reduced CD19+CD27 memory B cells, in line with her young age. (d) Serum cytokine 

blot of HD (top) and P 1 (bottom) showed no systemic increase of proinflammatory cytokines. 

Representative of two sample shipments. (e) Timeline of therapeutic interventions in Pl. Further 

medication: darbepoetin alfa, esomeprazole, cholestyramine; (gray background: out-patient; white 

background: in-patient (> 2 weeks)). ASA - acetyl salicylic acid. (f) Slightly reduced Tregs 

(CD3+CD4+CXCRS-PD-1 10wCD25+FOXP3+) in P3, compared to HD (representative of 6 donors). 

(g) P3 displays altered distribution of CD3- lymphocytes with a considerable decrease of mature 

(CD56ctimCD16+CD57+), and expanded population of CD56-CD16+ cells. (h) T-cell lineage 

phenotyping of P3 and HDs (6 donors). Naïve cells were defined as CD3+CD4+CXCRS-PDl

CD2S-FOXP3-CD45RA+ccR7+ populations. Among non-naïve CD4+ T cells, following 

populations were defined: Th1: CD25-FOXP3-CCR4-CXCR3+CcR6-, Th2: CD2S-FOXP3-

CCR4+CXCR3-CCR6-, Th1 7: CD2S-FOXP3-CCR4+cxcR3-cCR6+, Th1Th17: CD2S-FOXP3-

CCR4-CXCR3+ccR6+, Tregs: CXCRS-PD1-CD25+FOXP3+, Tfh (follicular-helper T cells): CD25-

FOXP3-CXCR5+PD1+, Exhausted T cells: CD25-FOXP3-CXCR5-PD1+. Data are shown as mean 

± SD. (i) F ACS plots corresponding to (f). Gating is indicated for Th1, Treg and Tfh, with background 

shift in the CXCR5 staining and a slightly adapted gate for P3. A representative HD sample was 
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chosen. U) Amino acids E331 (left) and Y210 (right) in DEF6 are conserved in vertebrates. Source 

data of Fig. S 1 are provided as a Supplementary Source Data file. 
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Fig. S2. Immunophenotypes of DEF6-mutant cells. (a) DEF6 expression in P3 and two HDs. 

Shorter immunoblot exposure as compared to longer exposure shown in Fig. 2e. (b) DEF6 is 

preferentially expressed in T and to a lesser extent NK cells, as analyzed by qPCR. ACTE - beta

actin control, Mono - monocytes. ( c-d) Calcium influx in response to CD3/CD28 stimulation in 

primary T cells of Pl (c) and P3 (d) was in the normal range (compared to 2 (c) or 6 (d) HDs), 

traced by flow cytometry. (e) Phosphoblotting of feeder-expanded T cells after stimulation with 

PHA reveals slightly reduced TCR-dependent signaling in the patients, compared to healthy donor. 

At the indicated time points, cells were lysed and blotted for phospho-AKT, phospho-ERK and 

control proteins. Images were cropped for visualization. Representative oftwo Western blots. (f

g) Unaffected proliferation abilities of feeder-expanded T cells (f) and primary PBMCs (g) of 

patients, compared to healthy controls (HD). Cells were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 

antibodies for 5 days. Gray - non-proliferated, black - healthy donors, orange - patients. (h) 

Normal NK cell synapse formation in P 1 (> 12 analyzed conjugates per individual) after incubation 

with K562 target cells, as visualized by con-ect placement of perforin at the synapse edge. Scale 

bar - 10 µm. Source data of Fig. S2 including uncropped immunoblots are provided as a 

Supplementary Source Data file. 
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Fig. S3 
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Fig. S3. Additional evidence for the CTLA-4 trafficking defect. (a) Raw mean fluorescence 

intensity data of memory Tregs, referring to Fig. 3a. Data were overlaid with mean ± SD, pooled 

from up to 3 experiments. (b-c) Additional cycling data on Pl , P3 and respective healthy controls, 

in naïve Treg (b, CD4+CD45RA+FOXP3+) and naïve Tconv cells (c, CD4+CD45RA+FOXP3-), 

corresponding to Fig. 3d-e. Data were overlaid with mean ± SD. (d) Gating strategy for CTLA-4 

cycling experiments, corresponding to Fig. 3c-e. (e) Unaffected CD25 upregulation in patient CD4 

T cells. Filled gray - unstimulated; unfilled - stimulated; gray/black - HDs; orange - patients. (f) 

Defective cycling in CD4 T cells of P3, as performed for Fig. 3d-e and Fig. S3b-c, calculated for 

relative mean fluorescence intensities of surface/cycled CTLA-4, normalized to MFI of total 

CTLA-4. Data were overlaid with mean ± SD. (g) Schematic representation ofCTLA-4 re-cycling 

to evaluate CTLA-4 re-appearing at outer cell membranes. (h-i) Reduced CTLA-4 re-cycling in 

memory Tregs of Pl. Cells were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibody bearing beads for 

16 hours before the primary non-labeled antibodywas added for 1 hour. A second antibody against 

the Fe portion of the primary antibody was added during the surface stain (recycling portion, see 

schematic shown in (g) ). Total staining was performed after permeabilization. MFI values are 

shown (h). Cells were gated on CD4+CD45RA-CD25+FOXP3+CTLA-4+ populations in isolated 

CD4 T cells and normalized to total CTLA-4 (i). Data are shown as mean ± SD, two independent 

experiments. (j) Quantification of two transendocytosis experiments corresponding to Fig. 4b, 

normalized to CTLA-4+ cells. Data were overlaid with mean ± SD. Statistics: ** p=0.008 (One

way Anova). (k) Gating strategy for ligand uptake experiments corresponding to Fig. 4a. (1) Gating 

strategy for transendocytosis experiments corresponding to Fig. 4b. Source data of Fig. S3 are 

provided as a Supplementary Source Data file. 



291 | P a g e  
 
 

Fig. S4 
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Fig. S4. Additional data on reconstitution and Jurkat knockouts. (a) Gating strategy for 

mobilization and reconstitution experiments in patient cells, corresponding to Fig. 5a-c. (b) Gating 

strategy (sequential) for cycling experiments on Jurkat knockout clones, corresponding to Fig. 5e. 

(c) Gating strategy for reconstitution of Jurkat knockout clones, corresponding to Fig. 5f. (d) GFP 

expression levels of Jurkat knockout clones reconstituted with GFP constructs (indicated) by 

electroporation, corresponding to Fig. 5f. Gating as in Fig. S4c. (e) DEF6 knockout in Jurkat

mCherry-CTLA-4 cells results in reduced suppression tendency against VPD450-labelled CD4 T 

cells compared to Renilla control, as exemplified by enhanced proliferation of VPD-labelled cells. 

Cells were seeded at the following ratio. Respective Jurkat : CD4 (VPD450-labelled) : PBMC 

(unlabeled, same healthy donor) cells = 2: 1: 1. VPD450 traces of proliferating CD4 T cells were 

followed over time. Gating as in Fig. S4f. Representative of two independent experiments. 

Numerical inserts show percentages of proliferated CD4 T cells. Data of both experiments are 

plotted to the right. Statistics: * p=0.027 (Unpaired t test). Data were overlaid with mean ± SD. (f) 

Gating strategy for suppression assay Fig. S4c. Source data of Fig. S4 are provided as a 

Supplementary Source Data file. 
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Fig. S5 
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Fig. S5. Additional data on RABl 1 and DEF6. (a) Quantification of RABl l/CTLA-4 co

localization after TCR stimulation in selected ROis reveals a significant reduction in Pl compared 

to two HDs. Statistics: ** p=0.005; **** p<0.0001 (One-way Anova). (b) Reduced CTLA-

4/RABl 1 co-localization in P3-derived feeder-expanded stimulated T cells. Representative images 

of CTLA-4 and RABll stains in P3 and a healthy donor (shown one out oftwo HDs), indicating 

less-pronounced CTLA-4 localizing to RABll + vesicles in P3. Feeder-expanded T cells were 

stimulated for 48h with anti-CD3/CD28 antibodies. Scale bar - 10 µm. ( c) Quantification of 

CTLA-4/RAB 11 co-localization in P3 con-esponding to b ), analyzed as for P 1 (a). Statistics: * 

p=0.0161, **** p<0.0001 (One-way Anova). Data are shown as mean ± SD (a,c). (d) Feeder

expanded T cells of both patients show equal RABll expression as HDs. (e-f) Co

immunoprecipitation of RABl 1 variants in HEK293T identifies DEF6 as potential GEF protein 

for the GTPase. Wildtype DEF6 co-immunoprecipitates with RABl 1 and inactive RABl 1 s25N, but 

not with constitutively active RAB1107oL (e). DEF6E33 iK only minimally co-immunoprecipitates 

with either RABll variant (f). Long exposure times (indicated) of 30 min were necessary to 

visualize residual mutant DEF6 pulldowns (f, DEF6 blot, long exposure ). Shorter exposure did not 

reveal binding (see the supplementary Source Data file). Additional HA and HSP90 blots (f) are 

shown in the Source Data file. Equal sample amounts were used for each experiment, sample load 

was balanced on immunoprecipitated RAB 11. One out of two individual experiments are shown. 

(g) DEF6Y2l0D is rapidly degraded a.fier overexpression in Jurkat cells, and can be blocked by 

proteasomal inhibition. GFP-tagged wildtype (bottom) or mutant (top) DEF6 were electroporated 

into Jurkat cells and GFP signal was traced over time, in presence or absence of MG 132. (h) 

Wildtype but not mutant PH-DH shows GEF activity toward RABI 1, as visualized by increased 

Mant-GTP intensity compared to mutant. Purified proteins were assayed, EDT A served as positive 
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control. RFI - relative fluorescence intensity. 1 µM (top) or 2 µM (bottom) GEF protein was used. 

Datapoints are shown as mean ± SD, nonlinear regression curve fitting was applied. One of two 

representative experiments shown. (i) Gating strategy for RABll-variant cycling experiments of 

Fig. 6g-h. All immunoblots in this Figure were cropped for visualization. Source data of Fig. S5 

including uncropped immunoblots are provided as a Supplementary Source Data file. 
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Supplementary Table 

Table S1. Characteristics of the segregating variants in the two families. 
Gene Family Position* Ref. Obs. Protein Poly- SIFT CADO TOPMed gnomAD ExAC 

phen-2 allele allele allele 
counts** counts counts 

DEF6 Farn. A chr6 G A CCDS4802; 0.978 0.14 23.6 Horn: 0 , Horn: 0, 
35286024 c.G991A; Het: 50 Het: 21 
(rs541285645) p.E331K (26162) (8886) 

MAF: MAF: 
0.001911 0.00024 
(SA), (SA) 
0.0002674 
(total) 

DEF6 Farn. B chr6 T G CCDS4802; 0.858 0.03 26.4 
35280283 c.T628G; 

p.Y210D 
CR2 Farn. A chrl G A CCDS31007; 1.000 0.02 25.4 Horn: 0, Horn: 0, Horn: 0, 

207644154 c.G1295; Het: 2 Het: 163 Het: 74 
(rs781255614) p.G432E (125568) (282512) (16502) 

MAF: MAF: MAF: 
0.000016 0.00057 0.0045 
(total) (total) (SA) 

SKIV2L Farn. A Chr6 CA C CCDS4731; 29.3 
31936274 c.C3029delA; 

p.Q1010fs*15 

Prediction scores were calculated with Polyphen-2 (ref. 1), SIFT2 and CADD3. Variant counts (in 
brackets: total analyzed alleles) and frequencies were downloaded from gnomAD 
(https://gnomad.broadinstitute.org/) or ExAC (http://exac.broadinstitute.org/) databases4, or the 
TOPMed database via the Bravo browser (https://bravo.sph.umich.edu/freeze5 /hg38/). Current 
genomes include: gnomAD-10,738, ExAC-60,706, TOPMed Bravo -62,784 individuals. MAF 
frequencies are indicated for identified heterozygotes. (Accession date: March 31, 2019) (Ref.: 
reference; Obs.: observed; het: heterozygous; hom: homozygous; MAF - minor allele frequency; 
SA - South Asian; pLI: probability of loss of fonction intolerance of homozygous/heterozygous 
variants; --- - not reported; * human reference genome GRCh37; * * positions were converted and 
extracted for GRCh38 reference genomes). 

ExAC 
pLI 

0.98 

0.98 

0 
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Abstract 

The intrinsic immunosuppressive properties of regulatory T (Treg) cells can be harnessed for 
therapeutic approaches aiming at down-modulating harmful immune reactions. ln this conte:xt, 
expanded type 1 Treg cells (Tr1 cells) specific for ovalbumin (ova-Tr1 cells) 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 and the expression of lytic 
molecules by the ova-Tr1 cells administered in the previously reported Rrst-in-Man study [Crohn's 
And Treg cells Study 1 (CATS1) study]. Accordingly, ova-Tr1 cells were found to carry granules 
containing high levels of lytic molecules, including multiple granzymes and granulysin. These cells 
displayed a T-cell receptor (TCR)-independent cytotoxic activity, which was preferentially directed 
toward myeloid cell lines and monocyte-derived dendritic cells. Upon contact with myeloid cells, 
ova-Tr1 cells induced their apoptosis via a perforin-independent and a granulysin/granzyme
dependent mechanism. As compared to CDS+ cytotoxic T cells, ova-Tr1 cells required more time 
to lyse target cells and displayed a more graduai 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 preferentially eliminates myeloid target 
cells in a TCR-independent manner. 

Keywords: cell therapy, crohn 's disease, cytotoxic activity, monocytes, Tri ce lls 

Introduction 

Reinforc ing and modulating the immune system has recently 
become an efficient strategy to tackle the challenges posed 
by cancers and chronic inflammatory diseases (1-3). 
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 ( 4-6) or regulatory 
T (Treg) cells to contrai autoimmune and inflammatory dis
eases (7, 8). Treg cells are endowed with a suppressive activ
ity (9), which operates through immunosuppressive cytokines 
(10, 11 ), metabolism disru ption (12) or inhibition of antigen
presenting cell maturation (13). lnterestingly, Treg cells can 

also mediate a cytotoxic activity toward bath effector T cells 
(14) and myeloid ce lls, including antigen-presenting cells 
(15, 16). lmportantly, such cytotoxic activity has been 
reported to be required for the regulatory activity of these 
cells in vivo (17). Type 1 Treg cells (Tri ce lls) are an attractive 
subset of Treg ce lls for therapy since they can be generated 
in vitro (18). They also share immunosuppressive and cyto
toxic activities (19- 21 ). Nevertheless, the relevance of these 
activities in the context of therapeutic approaches remains to 
be evaluated . 

An autologous T-cell-based approach consisting of the 
administration of in vitro expanded ovalbumin-specific type 
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Page 2 of 12 Granu/ysin- and granzyme-dependent Tr1 ce// /ysis 

1 Treg cells (ova-Tr1 cells) has been developed for the 
treatment of Crahn's disease (CD) (20, 22). The phase 1/lla 
Crohn's And Treg cells Study 1 (CATS1) clinical study showed 
the safety of this appraach in the context of refractory disease 
and pravided a significant clinical impravement in 8 of the 20 
treated patients (23). This clinical response was paralleled by 
a reduction in pra-inflammatory monocytes in the blood of the 
patients 3 weeks after injection, suggesting that ova-Tr1 cells 
might dampen CD-associated inflammation via the contrai of 
monocytes. 1 n the present study, we explored whether known 
Tr1-cell-associated mechanisms might contribute to the con
trai of monocytes by ova-Tr1 cells. The phenotypic analysis of 
markers of the regulatory and cytotoxic activities expressed 
by the cells administered to CD patients revealed a relation
ship between levels of cytotoxic molecules and CD activity 
index (COAi) reduction. This interrelationship led us to focus 
on the cytotoxic potential of those cells using a combination 
of assays based on flow cytometry and quantitative video 
micrascopy (24). Our study demonstrates that therapeutic 
Tri cells are endowed with an alternative cytotoxic activity 
that eliminates myeloid cells, independently of T-cell receptor 
(TCR)-mediated signaling, via a granulysin- and granzyme
dependent mechanism. 

Methods 

Celfs 

Ova-Tr1 celfs. The expansion process of autologous ova-Tr1 
cells was optimized from the phase 1/lla study for a phase llb 
clinical trial to prevent adverse effects fram residues of feeder 
cells (22). Ova-Tr1 cells were praduced using an ex vivo cell 
culture pracess, which generates ova-specific T lymphocytes 
in 8-10 weeks. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
from individual donors were used as source of ova-Tr1 cells for 
the manufacturing of the drug substance. Donor PBMCs were 
enriched in autologous antigen-specific T cells by stimulation 
with ovalbumin (ova). After limiting dilution plating of the result
ing activated cells, T cells demonstrating specificity to oval
bumin and production of ova-Tr1 cytokines were selected for 
additional expansion and pracessing. Expansion relied on a 
stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in the pres
ence of rhll-2 and rhll-4 (bath fram Miltenyi). The final drug 
product consisted of the expanded ova-Tr1 cells that were for
mulated in a cryopreservation medium, put in vials and frazen . 

COB+ cytotoxic T lymphocytes. To generate contrai cytotoxic 
T lymphocytes (CTLs), cos+ T cells were sorted fram healthy 
donor PBMCs with a FACS Aria sorter (BD Biosciences) 
and cloned. CTL clones were cultured in RPMI 1640 glu
tamax (Gibco) supplemented with 5% human serum (PAA), 
100 µg m1-1 penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES, 0.1 mM 
minimum essential medium (MEM) non-essential amino acids 
and 1 mM sodium pyruvate (lnvitrogen) and stimulated every 
2 weeks with irradiated PBMCs and Epstein-Barr virus
transformed JY cells in the presence of 1 µg m1- 1 phytohae
magglutinin (PHA), 100 IU m1-1 rhll-2 and 5 ng m1-1 rhll-15. 
Contrai Foxp3+ Treg cells were isolated from healthy donor 
PBMCs on the basis of the expression CO4+ CD1271ow CD25+ 
(EasySep Stemcell isolation kit) according to the manufac
turer's protocol. 

Target cel/s. The U937 (ATCC), THP1 (ATCC), JY (ATCC) and 
K562 cell lines were cultured in RPMI (Gibco) supplemented 
with 10% fetal calf serum (FCS; PAA) and the components 
described above. The P815 cell line was cultured in Dulbecco's 
Modified Eagle's medium (Gibco) supplemented with 10% FCS 
(PAA) and the components described above. Primary dendritic 
cells (DCs) were obtained from monocytes following isolation 
of PBMCs from a healthy donor and 1-h adherence in a flask. 
OC differentiation was induced during 6 days of culture in RPMI 
supplemented with 10% FCS and in the presence of 750 IU m1-1 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor and 100 IU 
m1-1 rhll-4. Where indicated, immature DCs were treated with 
1 µg ml-1 of lipopolysaccharide to obtain mature DCs. 

Phenotypic characterization 

Ova-Tr1 cells and Foxp3+ Treg cells were stained for extracel
lular markers with fluorachrome-coupled antibodies recogniz
ing CD4-VioBlue (VIT4, Miltenyi), CD25-APC (4E3, Miltenyi), 
CD62L-FITC (145/15, Miltenyi), CD127-PE (MB15-18C9, 
Miltenyi), CTLA-4-PE (BNl3, Miltenyi), ICOS-PECy7 (ISA-3, 
eBioscience), GITR-AF488 (eBioAITR, eBioscience), PD-1-PE 
(PD1 .3.1.3, Miltenyi) and CD39-PE (MZ18-23C8, Miltenyi) for 
30 min at 4°C. lntracellular staining was performed after fixa
tion and permeabilization using the Cytofix/Cytoperm kit (BD) 
with the following antibodies: Foxp3-APC (3G3, Miltenyi), 
perforin-APC (delta G9, Miltenyi) , granulysin-AF488 (RB-1, 
BD Pharmingen), granzyme A-FITC (CB9, BD Pharmingen), 
granzyme B-PE (GB-11, BD Pharmingen), granzyme H-PE 
(03, lnterchim), granzyme K-efluor660 (G3H69, eBioscience) 
and granzyme M (rabbit, polyclonal, CliniSciences). For 
granzyme M staining, a goat anti-rabbit secondary antibody 
(CliniSciences) coupled with FITC was added. Ali data were 
acquired on a Macsquant 1 O cytometer and analyzed using 
MacsQuantify software (Miltenyi). 

Phospho-ZAP-70 staining 

Contrai CO4+ T cells were stimulated for 30 min with anti-CD3/ 
CD28 beads (U ratio) . Ova-Tr1 cells were used upon thaw
ing and harvested from the culture every 3 days (in parallel 
with the cytotoxic assays performed on the same days). After 
washing, a first step of fixation with 4% paraformaldehyde 
(PFA) was performed at room temperature (RT) for 10 min, fol
lowed by a permeabilization step with 90% methanol at -20°C 
overnight. A rabbit polyclonal antibody for phospho-ZAP-70 
(Tyr493, Cell Signaling Technology) was used at a dilution of 
1 :25 for 45 min at RT, then revealed by a secondary anti-rabbit 
lgG antibody coupled with AF647 (lnvitrogen) at a dilution 
1 :400 for 30 min at RT. Data were acquired on a Macsquant 
1 O cytometer (Miltenyi) and analyzed using FlowJo software. 

Cytotoxic assays 

Ova-Tr1 cells were co-incubated with various target cells, at 
1: 1, 5: 1 and 1 O: 1 effector to target cell ratios (reference num
ber of 25.000target cells against 25000, 125000 and 250000 
effector cells). Cells were pelleted for 1 min at 1500 rpm 
and incubated at 37°C/5% co

2 
fram 4 to 72 h. Aphidicolin 

(Sigma) was used at 0.2 µg ml-1 during the assay to black 
target cell proliferation for all target cell lines, but not primary 
cells. When indicated, blocking antibodies were used at the 
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concentration of 10 µg ml-1 (anti-DNAM-1, -Fasl, -Trail and 
-HLA-DP/DQ/DR) (25-27). Anti-DNAM-1 (102511 ), -Fasl, 
(NOK-1) -Trail (RIK2) and -HLA-DP/DQ/DR (7-5-10-1) mono
clonal antibodies (mAbs) were purchased from R&D Systems, 
Thermo Fischer Scientific, Biolegend and Antibodies-online, 
respectively. The cytotoxic activity was assessed by quanti
fying the number of residual alive target cells as described 
previously (24). These data were acquired on a Macsquant 
1 O and VYB cytometers (Miltenyi) and analyzed using FlowJo 
software. 

Live microscopy recording of cytotoxic activity 

Cytotoxic activity was monitored by microscopy in eight
well IBIDI chambers coated with 10 µg mI-1 of fibronectin 
(Sigma-Aldrich) for 1 h at 37°C/5% CO2. Effector cells were 
pre-stained with CellTracker green CMFDA dye (lnvitrogen) 
for 30 min at 37°C/5% CO

2 
or CellTrace Calcein red/orange 

dye (lnvitrogen) and then transferred into an IBIDI eight-well 
chamber together with U937 cells. A 2 µM concentration of 
NucView 488 caspase-3 substrate (Biotium) or a 200 µM con
centration of propidium iodide (Pl; Sigma) was added. The 
cells were imaged at a frame rate of 3 min for NucView exper
iments or 2 min for Pl experiments, using a Leica SP8 con
focal microscope equipped with a chamber set at 37°C/5% 
CO

2 
and a 20x (0.8 NA) objective. To automatically count 

caspase-3+ cells through time, images were binarized and 
further processed using erosion, dilatation and watershed 
tools from the lmageJ software (National Institutes of Health). 
The percentage of caspase-3+ cells was calculated based 
on the number of alive target cells enumerated at the begin
ning of the recording. Measurements of interaction time and 
Pl entry delay were done by cropping regions of interest con
taining isolated conjugates made of one T cell and one target 
ce ll. 

Analysis of lytic granules by confocal microscopy 

Ova-Tr1 cells were seeded onto poly-L- lysine-coated slides. 
Cells were fixed with 4% PFA for 1 o min at 37°C, washed with 
phosphate-buffered saline (PBS) 3% bovine serum albumin 
(BSA) and permeabilized with PBS 3% BSA 0.1 % saponin 
for 15 min at RT F-actin was stained with phalloidin-AF555 
for 1 h at RT Granulysin and granzyme B were revealed with 
coupled-mAb (anti-granulysin-AF488, RB-1 and anti-gran
zyme B-AF647, GB-11 both from BD Pharmingen). LAMP-1 
was first stained with a primary rabbit antibody (Abcam), then 
revealed by a goat anti-rabbit-AF405 secondary antibody 
(lnvitrogen). Slides were mounted with Vectashield mounting 
medium (Vector Laboratories). Images were acquired on a 
LSM 710 confocal microscope equipped with a 63x (1.4 NA) 
oil immersion Plan-Apochromat objective (Carl Zeiss AG). 

SiRNA transfection 

Ova-Tr1 cells were harvested and re-suspended in OPTI
MEM medium at 1.106 cells in 100 µI and transferred in a 
2 mm cuvette (Bio-Rad) alone or together with 2 µg final either 
of two contrai SiRNA or three Si RNA targeting granulysin (Life 
Technologies, ID 17933, 18028 and 135803). The transfec
tion was performed by electroporation using the Gene Pulser 

system (Bio-Rad) with the square wave program: 300 V and 
1 pulse of 2 ms. Cells were immediately put back in culture in 
their culture medium added with cytokines. 

Suppression assays 

Conventional T cells (Tconv) consisted of CD4+ T-cell blasts 
generated from human PBMCs with a PHA/IL-2 stimula
tion . Tconv cells were stained with CellTrace Violet (CTV, 
ThermoFisher Scientific) while Ova-Tr1 cells were stained 
with CMFDA (ThermoFisher Scientific). The Tconv and ova
Tr1 cells were plated at the indicated ratio, in the presence 
of IL-2 (100 U mI-1 final) and in the presence or not of anti
lL-10 antibody (40 µg ml-1) (Miltenyi, clone JES3-9D7). For 
the stimulation, CD3/CD28-coated beads were added to the 
wells at a bead/Tconv cell ratio of 1 :2. After 96 h of incubation, 
each condition was acquired using a MACSQuant10 cytom
eter and analyzed using FlowJo software. 

To assess the suppressive activity of Ova-Tr1 cells toward 
Th 17 CD4+ T cells, CD4+ T cells were purified from human 
blood and cultured in Th 17-skewing conditions. These Th 17 
CD4+ T cells were characterized by RORC expression and 
IL-17A production, as measured by RT-PCR and ELISA, 
respectively. During the differentiation process, these cells 
were exposed to the culture supernatant of ova-Tr1 cells that 
had been stimulated for 48 h with anti-CD3/CD28 antibody
coated beads. RORCexpression and IL-17A production were 
compared to the basal levels in order to assess the suppres
sive activity of different Ova-Tr1 cells. 

Statistical ana/ysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad soft
ware. Statistical significance was determined by performing 
a one sample t-test or a two-tailed unpaired t-test, as indi
cated. Graphs show mean values ± SEM. Resulting P val
ues are indicated as follows: ns P > 0.05; *0.01 < P < 0.05; 
**0.001 < P < 0.01; ***0.0001 < P < 0.001; ****P < 0.0001. 

Results 

Expression of granzymes and granulysin by ova-Tr1 cells is 
linked to clinicat response in CD patients 

ln order to get insight into the mechanism by which ova-Tr1 
cells might contrai refractory CD in the context of adoptive 
cell therapy, we analyzed the expression of molecules known 
to mediate regulatory and cytotoxic activities in these cells. 
Ova-Tr1 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 (Fig . 1A). 
As previously described, ova-Tr1 cells secreted high amounts 
of IL-1 o and IL-13, low amounts of IFN-y, but no IL-4 (23). This 
analysis also confirms that these cells harbor a Tr1 cytokine 
profile (19, 28). Analysis of immune checkpoint surface mol
ecules on ova-Tr1 cells showed expression of ICOS and GITR 
but low levels of CTLA-4 and PD-1. Furthermore, ova-Tr1 cells 
expressed high levels of the ATP-degrading ectonucleoti
dase CD39 (29). The suppressive ability of ova-Tr1 cells was 
first tested as their capacity to inhibit the proliferation of Tconv 
cells (Supplementary Figure S1A). A partial contrai of Tconv 
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cell proliferation was observed at the 10: 1 ova-Tr1 :Tconv 
ratio. This suppressive activity appeared to not depend on 
IL-10 as indicated by the apparent lack of effect of anti-lL-10 
antibody treatment (Supplementary Figure S1 B). Given the 
central role of Th 17 cells in CD inflammation, we th:n test:d 
the ability of ova-Tr1 cells to counteract Th 17 cell dlfferent1a
tion. For that purpose, we applied the culture supernatant of 
ova-Tr1 cells that had been stimulated with anti-CD3/CD28 
antibody-coated beads onto purified CD4+ T cells cultured in 
T 17-skewing conditions (Fig . 18). The supernatants of ova
T;1 cells dampened both the expression of RORG and the 
production of IL-17A. Together these data show that ova-Tr1 
cells have a moderate suppressive activity toward Tconv cell 
proliferation and Th 17 cell differentiation . 

Tr1 cells have been shown to also mediate their suppres
sive function via the release of lytic molecules, including 
granzyme Band perforin (21 ). We checked the expression of 
all described granzymes (A, B, H, K and M), as well as per
forin and granulysin in the ova-Tr1 cells (Fig. 1 C). The tested 
clones consistently expressed high levels of granzymes A, 
B, H and M but almost no granzyme K. lnterestingly, while 
the ova-Tr1 cells expressed very low levels of perforin, they 
expressed granulysin, a cytotoxic molecule that was recently 
described to be able to cooperate with granzymes to kill path
ogens (30). We then studied these cells by confocal micros
copy 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 (Fig. 1 D). Together, these 
data indicate that ova-Tr1 cells harbor a cytotoxic potential, 
although they express very low levels of perforin. 

Our characterization of the ova-Tr1 cells points to their 
potential to contrai inflammatory responses such as those 
underlying CD via suppression of pathogenic T cells and/ 
or via a cytotoxic mechanism. We therefore investigated, 
retrospectively, in the remaining drug products from CATS1 
study patients whether the expression of markers of these 
activities might correlate with the change in COAi scores. 
Ova-Tr1 cells infused to patients were studied for the expres
sion of several markers of immunosuppressive and cytotoxic 
functions, such as costimulatory molecules, CD39, various 
chemokines receptors, as well as IL-10 secretion. Moreover, 
the proportion of cells expressing granzymes (A, B, H, K and 
M), perforin and granulysin was monitored by flow cytometry 
(representative dot plots are presented in Supplementary 
Figure S1C) and compiled into a lytic molecule score cor
responding to the sum of the percentages of cells expressing 
each of the lytic molecules separately. This score was com
pared to the patient COAi change reached at 5 weeks after 
injection , when the peak of response was observed in CATS1 
(Fig. 1 E). A c linical response was defined as a reduction of 
at least 100 points of the patient COAi score. The analys1s 
revealed that the lytic molecule score of the infused cells 
was associated with the clinical response. lndeed, responder 
patients displayed high lytic molecule scores. ln contrast, 
non-responder patients displayed 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 COAi of the infused 
patients (data not shown). Together, these data indicate that 
the in vivo efficacy of ova-Tr1 cells in the context of CD m1ght 
be related to the cytotoxic potential of these cells, on the 
basis of their high expression of numerous granzymes and 
granulysin. This observation raises the question as to whether 
ova-Tr1 cells are endowed with a lytic activity and, if so, which 
pathogenic cells they might target. 

Ova-Tr1 ce/1s preferentially eliminate myeloid ce/1s 
independently trom TCR re-stimulation 

We tested the intrinsic cytotoxic activity of ova-Tr1 cells 
against various hematopoietic cell lineages using a cytom
etry-based method designed to assess both short-term and 
long-term cytotoxic activity at reduced effector to target 
cell ratios (24). Although ova-Tr1 cells displayed only mini
mal elimination of the myeloid cell lines U937 and THP1 in 
a 4-h assay, they efficiently eliminated these cells over 24 h, 
in a ratio-dependent manner (Fig. 2A). The ability of ova-Tr1 
cells to eliminate myeloid cells was confirmed with the use 
of primary cells. lndeed, ova-Tr1 cells efficiently eliminated 
monocyte-derived DCs, independently from their maturation 
status. Ova-Tr1 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 line
age (primary CDS+ T cells) (Fig . 2B). Therefore, the cytotox1c 
activity of ova-Tr1 cells appears to be preferentially directed 
toward cell lines and primary cells belonging to the mono
cytic lineage. To further dissect the cytotoxic activity of ova
Tr1 cells, we chose to use the U937 cell line as a model. ln 
the clinical setting, frozen batches of ova-Tr1 cells are thawed 
and directly administered to patients. We assessed how long 
the cytotoxic property of ova-Tr1 cells would be maintained in 
that setting (Fig. 2C). Upon thawing, ova-Tr1 cells displayed a 
low, but detectable, target cell reduction activity at 4 h, which 
strongly increased at 24 h. This cytotoxic activity was main
tained over the g days of in vitro culture. To further evalu
ate their functional stability, ova-Tr1 cells were re-stimulated 
with anti-CD3- and anti-CD28-coated beads. Three days after 
stimulation, ova-Tr1 cells remained as efficient at eliminating 
U937 cells as they were following thawing. Remarkably, the 
lytic activity of ova-Tr1 cells appeared to not require TCR trig
gering upon target cell encounter. This notion was reinforced 
by the fact that addition of a pan blocking ant1body against 
HLA-DP/OO/DR failed to inhibit ova-Tr1 cell mediated cyto
toxicity (Supplementary Figure S2A). The independence from 
TCR triggering might be explained by a tonie status of the 
TCR. ln support of this hypothesis, ova-Tr1 cells displayed 
a high level of phosphorylated form of Zap-70 upon thaw
ing, after g days of in vitro culture and after re-stimulatio~ 
(Supplementary Figure S2B and C). Together, these data 1nd1-
cate that the TCR-independent cytotoxic activity of ova-Tr1 
cells directed toward myeloid cells is a very stable property 
that is not affected by in vitro culture nor by re-stimulation. 

Graduai onset of lytic activity by ova-Tr1 ce/1s against 
myeloid ce/1s 

Given the increase in cytotoxic activity measured between 4 
and 24 h of co-culture with the target cells, we investigated 
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target cells. Mean± SD of an experiment in duplicates with n = 2 ova-Trî clones. 

the kinetics of the ova-Tr1 cell cytotoxic activity by monitor
ing the events of U937 cell death by live microscopy (Fig. 3A 
and 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 of ova-Tr1 ce lls, CTLs and Foxp3+ Treg cells. As 
expected, CTLs did not display any cytotoxic activity toward 
U937 ce lls without an exogenous stimulus. However, in the 
presence of anti-C D3 antibody, expected to bind Fe recep
tors on the target ce lls (31 ), they eliminated a high proportion 
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of target cells within a few hours. Distinctly from CTLs, ova
Tr1 cells were able to activate caspase-3 in U937 cells with
out add ition of anti-CD3 antibody. This apoptosis activation 
further demonstrates that ova-Tr1 cells are endowed with a 
cytotoxic activity leading to the apoptosis of myeloid target 
cells. The cytotoxic activity of ova-Tr1 ce lls was characteri zed 
by a slow onset followed by a graduai increase of apoptotic 
target ce lls. As an additional contrai, we tested the ability of 
Foxp3+ Treg cells to eliminate U937 cells. However, Foxp3+ 

Treg cells did not display any lyt ic activity in this experimental 
model system. 

To further explore the mode of action of ova-Tr1 -cell -medi
ated elimination of myeloid target ce lls, we performed live 
microscopy experiments in the presence of a high concentra
tion of Pl to reveal target cell membrane permeabilization as a 
consequence of a lethal hit delivery (32). These experiments 
reveal that upon contact with U937 ce lls, ova-Tr1 cells were 
able to deliver a lethal hit, confirming their identity as genuine 
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cytotoxic T ce lls (Fig. 3C). However, while every CTL forming 
a conjugate with a U937 cell , in the presence of an anti -CD3 
antibody, led to an event of Pl burst within 2 h, only one fourth 
of the ova-Tri cells were able to do so (Fig. 3D). The lim
ited proportion of ova-Tri cells demonstrating a killing activity 
within the 2-h observation time frame might be explained by 
the increased delay with which they eventually killed target 
ce lis. 1 ndeed, the time between contact and Pl entry was on 
average 65 min for ova-Tri ce lls as compared to 20 min for 
CTLs (Fig. 3E). The ova-Tri ce lls that did not kill within the 
2-h time frame formed conjugates with U937 cells that were 
as prolonged as some from killer cells, thereby excluding the 
failure to recognize target ce lls as a reason for the lack of 
cytotoxic ity (Fig. 3F). As expected from the previous set of 
experiments, Foxp3 Treg ce lls failed to induce a detectable 
Pl burst in the U937 cells, confirming the specific ity of ova-Tri 
ce lls in the killing of myeloid target ce lls. ln conclusion, the 
graduai onset of U937 cell lys is by ova-Tri ce lls observed at 
the population level might be explained , at least in part, by a 
delay between initial contact and lethal hit delivery. 

Ova-Tr1 cells sustain their lytic activity toward myeloid 
cells over da ys 

Given the graduai onset of lytic activ ity in the ova-Tri ce lls, we 
investigated their ability to contro l myeloid cell populations 
over pro longed interaction times. For this purpose, ova-Tri 
ce lls were co-cultured with U937 cells for 4, 24, 48 and 72 h 
at the E:T ratios of U , 5: 1 and 10:1. Severa! of the ova-Tri 
c lones tested demonstrated a cumulative killing activity over 
48-72 h, leading to near elimination of the U937 cell popula
tion at the 10: 1 ratio in the absence of exogenous TCR stimu
lation (Fig. 4A). A CTL clone tested in parallel as a contro l 
displayed only minor spontaneous killing activity toward the 
U937 ce lls. Although ova-Tri ce lls did not require TCR trig
gering to eliminate U937 cells, we tested whether TCR trig
gering might potentiate the cytotoxic activity of these ce lls. 
Upon addition of anti -CD3 antibodies, the five tested clones 
displayed increased cytotoxic activity toward the U937 
ce lls (Fig. 4B). lndeed, the exogenous trigger of the TCR in 
ova-Tri ce lls raised their killing kinetics and increased their 
overall effic iency at a low E:T ratio. Remarkab ly, two of the 
five tested clones displayed comparable killing kinetics and 
effi c iency as the CTL clone tested in parallel. The potentiat
ing effect of the anti -CD3 antibody might be explained by an 
accelerated onset of the lytic activity, as observed by video 
microscopy (Supplementary Figure S3A). This was related to 
a slight increase in the proportion of ova-Tri cells that inflicted 
a Pl burst in their opposing target ce lls (Supplementary 
Figure S3B) and to a trend toward shortened lethal hit deliv
ery (Supplementary Figure S3C). This analysis highlights the 
fact that the cytotoxic activity of ova-Tri cells against myeloid 
ce lls is sustained over days and can be potentiated upon 
TCR triggering. 

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

To further elucidate the mechanism of action of ova-Tri ce lls, 
we investigated which effector molecules might mediate their 

cytotoxic activity. The relatively slow, graduai and sustained 
activity is suggestive of a lyt ic 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 (Fig. SA and B). Neither antibody inhibited 
the cytotoxic activity of the ova-Tri ce lls, 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 Tri ce lls (21 ). However, this 
receptor appeared not to be involved in the cytotoxic activ
ity of the ova-Tri cells since the blocking antibody approach 
also failed to affect this activity (Fig. SC), although it was able 
to reduce the lytic activ ity of NK-92 cells used as a control 
(Supplementary Figure S4A). 

We have previously reported that the cumulative killing 
activity of CTLs over a pro longed time is mediated by per
forin and granzymes, rather than the Fas/Fasl pathway (24). 
Given the expression of high levels of granzymes within vesi
c les resembling lytic granules, we tested their contribution 
to the cytotoxic activity of ova-Tri cells. The serine protease 
inhibitor 3.4DCI, known to block the activ ity of granzymes, 
totally inhibited ova-Tri -cell-mediated lysis of U937 cells 
(Fig. 5D), thereby identify ing granzymes as major effectors of 
the cytotoxic activ ity of these cells. Unlike c lassical cytotoxic 
lymphocytes, ova-Tri cells express very low levels of per
forin , which is required to allow membrane permeabilization 
and delivery of granzymes in cytotoxic T cells and NK cells. 
We investigated whether 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 perfor in , it failed to affect the cyto
toxic activity of ova-Tri cells (Fig. SE), although it was able 
to reduce the lytic activity of control CTLs (Supplementary 
Figure S4B). This experiment indicates that perforin is not 
involved in the cytotoxic activity of ova-Tri cells. Our pheno
typic characterization revealed that ova-Tri cells expressed 
high levels of granulysin , a molecule of activated cytotoxic 
lymphocytes that mediates killing of bacteria via membrane 
destabilization properties (30, 33). Since no specific inhibitor 
of granulysin has been described, we tested its contribution 
to the cytotoxic activity of ova-Tri by inhibiting its expression 
with SiRNA. As assessed by flow cytometry, a substantial 
inhibition of granulys in expression (up to 70%) was reached 
72 h after electroporation of ova-Tri ce lls with specific SiRNA 
(Supplementary Figure S4C). Very c learly, the 24-h lytic activ
ity of ova-Tri ce lls was reduced (>50%) upon electropora
tion with the SiRNA targeting g ranulysin as compared to the 
control SiRNA (Fig. SF). We then plotted the level of cytotoxic 
activity and granulys in expression stemming from two inde
pendent experiments in which two ova-Tri c lones were elec
troporated , either without SiRNA or with contro l or granulysin 
SiRNA (Supplementary Figure S4D). This analysis shows a 
positive relationship between granulys in expression in these 
different ce lls and their lyt ic activ ity, reinforc ing the notion that 
granulysin is a key molecule to control Tri -cell -mediated cyto
toxic activity. Together, our data point to a combined action of 
granulysin and granzymes as the mechanism by which ova
Tri ce lls kill myeloid target cells. 
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Fig. 4. Sustained lytic activity of ova-Trî cells over prolonged time periods. (A) U937 target cells were co -incubated with different ova-Trî clones 
and CTLs at the ET ratios î î, 5 î and îO î. Absolute counts of residual live target cells were measured alter 4, 24, 48 and 72 h of co-culture. 
Lysis percentage was obtained based on the number of target cells alone. (B) The same experiments as in A with î O µg m1- 1 anti-CD3 antibod
ies added du ring the co-culture. Representative expe riment of two (n = 5 ova-Trî clones and n = 2 ova-Trî clones). 

Discussion 

Our study aimed at exploring the biology of therapeutic ova
Tr1 cells and identified cytotoxic ity toward myeloid ce lls as 
a c linically relevant activ ity. The retrospective analys is of the 
cells infused to CD patients in the phase I/ lla CATS1 c lini
cal study (23) indicated that expression of lytic molecu les, 
rather than markers of suppression, is related to the CDAI 
change in ind ividual patients_ Analysis of lytic molecule 

expression revealed that the ova-Tr1 cells administered to the 
patients expressed a wide array of lytic molecules inc luding 
the granzymes A, B, H and M as well as granulys in. To our 
knowledge, we are the first to report the expression of g ran
zymes H, granzyme M and granulys in in a Treg cell popula
tion (14- 16, 34, 35). lmportantly, our analysis shows that the 
cumulative expression of lytic molecules in the administered 
ova-Tr1 ce lls correlated with the reduction of the CDAI score 
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Fig. 5. Identification of the molecular pathway for ova-Tr1 cell lytic activity. (A) Cytotoxic assay in the presence of a blocking antibody against 
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pools). This assay was initiated 48 h after electroporation. Mean± SD of a representative experiment out of two, each performed in triplicates. 

measured in the treated patients. This finding justified a fur
ther exploration of the biology of ova-Tr1 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
Tr1 cells are genuine cytotoxic lymphocytes. 1 ndeed, these 
cells were able to efficiently kill cells of the monocytic lineage 
in a contact-dependent manner. Ova-Tr1 cells were found 
to establish prolonged contacts with target cells. Upon con
tact, they destabilized the plasma membrane of the target 
ce lls as observed by the entry of Pl. Furthermore, target cells 
were found to undergo apoptosis as shown by the activa
tion of caspase-3. Similarly to other cytotoxic lymphocytes 
such as CTLs or NK cells, ova-Tr1 cells were loaded with a 
high content of LAMP-1 • granules containing lytic molecules. 
However, our in-depth characterization of the cytotoxic activ
ity of ova-Tr1 cells revealed that in many aspects they used 
an alternative lytic pathway as compared with CDS• CTLs. 
lndeed, they appeared to preferentially target cells of the 

monocytic lineage, to kill over prolonged time periods inde
pendently from TCR triggering and to rely on granulysin, 
rather than perforin , for the lytic process. Given the described 
cross-talk between NK cells and monocytes (36), it is tempt
ing to speculate that ova-Tr1 ce lls might resemble NK cells 
and utilize an NK cell receptor as a trigger for their cytotoxic 
activity toward myeloid cells. Our experiments indicate that 
the receptors NKG2D, NKp46 and NKp30 expressed at the 
surface of ova-Tr1 cells were not involved (data not shown). 
We can, however, not exclude that an additional NK cell 
receptor might mediate or contribute to the ova-Tr1 cell killing 
of myeloid cells. 

Our study demonstrates a preferential lytic activity of thera
peutic ova-Tr1 cells toward myeloid cells, especially monocytic 
cells. This information is in line with the observation that in the 
CATS1 clinical study, responder CD patients displayed a reduc
tion of circulating pro-inflammatory monocytes after ova-Tr1 
infusion. A comparable specific ity for target cells of the myeloid 
lineage has been previously reported for Tr1 cells (21, 37). Such 
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specificity might be a property of the Tri cell subset since c las
sical human Treg cells are able to lyse a broader spectrum of 
target cells, such as T cells, B cells, monocytes and DCs (16). 

The lytic capacity of Tri 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 (21 ). Despite 
a similar TCR independence, DNAM-1 did not seem to be 
involved in the lytic activity of the ova-Tr1 cells studied here. 
lnterestingly, we show that although the TCR was not the trig
ger for the lytic activity of ova-Tr1 cells, it could potentiate it. 
The reactivity of the TCR might be explained by the recur
rent in vitro stimulation applied to the ova-Tr1 cells during 
their generation that may lead to a tonie state. Accordingly, 
a high level of phosphorylated ZAP-70 was measured in the 
expanded ova-Tr1 cells. This feature applied both to the drug 
product upon thawing and following in vitro culture and re
stimulation. We therefore favor a model in which such tonie 
TCR signais might combine with signais originating from co
receptors to trigger the lytic activity of ova-Tr 1 cel ls. 

Whereas high granzyme loads are usually accompanied by 
perforin expression in both CD4+ and CDS+ cytotoxic T cells 
(38), we observed here that the ova-Tr1 lytic activity relied 
on granzymes but was independent of perforin. lnterestingly, 
these ce lls were found to express high levels of granulysin, 
a protein shown to facilitate granzyme diffusion and to exert 
additional cytotoxic activities (30, 39). The antibody used 
in our study does not distinguish the two reported granuly
sin isoforms. However, the fact that the granulysin staining 
colocalized with LAMP-1 by confocal microscopy (Fig. 1 D) 
suggests that the 9 kDa cytolytic isoform of granulysin was 
detected. lndeed, it has been reported that the 9 kDa and 
not the 15 kDa isoform colocalizes with LAMP-1 in NK cells 
( 40). Using Si RNA, we provide clear evidence that granulysin 
is mediating the killing of myeloid cells by the ova-Tr1 cells. 
To our knowledge, we are the first to report on the activity of 
granulysin in a Treg ce ll subset. lnterestingly, our data sug
gest that granulysin might operate as a "'spare wheel' for per
forin to deliver granzymes within target myeloid cells. lndeed, 
granulysin is able to perturb membranes and was shown in 
particular to allow granzyme delivery into intracellular patho
gens (30, 33). Alternatively, granulysin might activate target 
cell apoptosis directly, as shown previously for CTLs and NK 
cells (39). However, the observation that serine protease inhi
bition in ova-Tr1 cells led to full inhibition of their lytic activity 
indicates that granulysin did not promote killing indepen
dently from the granzyme molecules. 

Ova-Tr1 cells displayed a sustained lytic activity over very 
prolonged time periods relying on a graduai onset of their 
cytotoxicity. lndeed, ova-Tr1 cells appeared to kill slowly with 
an increased delay between contact and lethal hit delivery 
as compared to CTLs. ln addition, ova-Tr1 cells did not all 
engage at once in killing target cells, at least over the 2-h 
observation period. Such features are expected to contribute 
to the sustainment of the lytic activity measured over 3 days 
of interaction with target cells. The sustained lytic activity of 
ova-Tr1 cells might be the reflection of an alternative lytic 
pathway involving granulysin instead of perforin. lt 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 cos+ cytotoxic T cells 
( 41 ). The cytotoxic activity of ova-Tr 1 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. 

ln summary, we here provide evidence that ova-Tr1 cells, 
used in refractory CD adoptive cell therapy, eliminate pro
inflammatory myeloid cells as a major mechanism of action. 
Ova-Tr1 cells mediate the killing of myeloid cells via an alterna
tive lytic pathway, which does not require TCR re-stimulation 
nor perforin. Ova-Tr1 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 (42- 44), a cytotoxic activity toward these cells 
is relevant for therapy. Finally, our precise characterization of 
the cytotoxic activity of ova-Tr1 toward 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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RÉSUMÉ 

Le cytosquelette d’actine est, avec les microtubules et les filaments intermédiaires, un composant essentiel des 

cellules eucaryotes. Son dynamisme, sa structure et les différents régulateurs qui le contrôle permettent de 

soutenir différentes fonctions cellulaires. L’importance de cette structure est d’ailleurs révélée par l’existence 

d’immunodéficience primaire, maladies génétiques rares, causée par des mutations touchant les régulateurs du 

cytosquelette d’actine. À ce jour, 20 déficiences en protéines régulatrices ont été découvertes et étudiées, nous 

permettant ainsi de mieux comprendre les rôles spécifiques de chaque régulateur dans le contrôle des fonctions 

immunitaire. Durant ma thèse, j’ai eu l’opportunité d’étudier le rôle de plusieurs régulateurs du cytosquelette 

d’actine dans les fonctions cellulaires immunitaire telle que WIP, WDR1, ou encore ARPC1B. J’ai en effet 

démontré que les lymphocytes T CD8+ provenant de patient WIP déficient avait un défaut de cytotoxicité et de 

migration due à une organisation et polarisation de l’actine anormale. J’ai ensuite pu contribuer à une étude 

collaborative sur 3 patients déficients en la protéine ARPC1B, où nous avons pu décrire un défaut de la formation 

de la synapse immunologique. Après avoir décrit le rôle des régulateurs de polymérisation de l’actine, j’ai eu 

l’opportunité d’étudier la protéine WDR1, protéine impliquée dans la dépolymérisation des microfilaments. 

L’étude du compartiment lymphoïde de 6 patients porteurs de mutations dans le gène WDR1 a permis de 

démontrer que WDR1 avait un impact dans le développement des lymphocytes B ainsi que leur différenciation 

mais avait un impact moindre sur le compartiment lymphocytaire T.  

En conclusion, mes travaux de thèse ont eu pour but de comprendre plus précisément le rôle des régulateurs 

d’actine dans les fonctions immunitaires. Mieux comprendre ces mécanismes de régulation permettra un 

meilleur diagnostic des patients immundéficients et de trouver éventuellement de nouvelle cible de traitement 

pour les maladies auto inflammatoires. 

ABSTRACT 

Together with microtubules and intermediate filaments, the actin cytoskeleton is an essential structural 

component of cells. Its dynamism, its structure and the different regulators sustain multiple cellular functions. 

The crucial role of the actin cytoskelelon in the functioning of the immune system is best pointed out by the 

severity of primary immunodeficiencies (PID), genetic diseases, caused by mutations in genes encoding actin 

cytoskeleton regulators. To date, 20 deficiencies in these proteins as well as upstream regulators have recently 

been discovered and studied, allowing to better understand the roles of individual actin regulators in controlling 

the immune cell functions.During my PhD, I had the opportunity to study the roles of several actin regulators in 

immune cell functions such as WIP, WDR1 and ARPC1B. I described that WIP deficient T lymphocytes fail to 

form a complete immunological synapse and they display a migration capacity defect towards chemokines, due 

to an abnormal polarization and actin remodeling. I then contributed to a collaborative study on ARPC1B 

deficiency and observed that T lymphocytes from patients showed an abnormal immunological synapse 

formation. After studying the role of actin polymerization promoting factors, I investigated the role of WDR1, 

an actin filament severing protein. I had the opportunity to study 6 patients carrying mutation in the WDR1 gene. 

In the lymphoid cell compartment, I described that WDR1 deficiency leads to a dysregulation of actin level and 

has major impact on B cell diffentiation but more limited impact on T cell signaling. 

In conclusion, my work has been designed in the way to understand more precisely the role of actin regulators 

and their roles in immune cellular process. Better understand those mechanisms of regulation will help further 

to the diagnosis of PID patients and eventually find new target for treatment. 


