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Introduction

A- INTRODUCTION

Nous sommes exposés a des millions de pathogeénes potentiels a travers le contact, I’ingestion
et ’inhalation. Notre capacité a éviter les infections dépend de notre systéme immunitaire
adaptatif et durant les premiers jours apres 1’exposition a un pathogéne, de notre systéme
immunitaire inné.

L’immunité regroupe les immunités innée et spécifique. L’immunité spécifique permet
I’acquisition d’une mémoire immunologique conférant une protection immédiate lors de la
seconde rencontre avec un antigéne pathogene. Elle regroupe I’immunité humorale et
I’immunité cellulaire.

L’immunité humorale fait intervenir la sécrétion d’anticorps par les lymphocytes B alors que
les lymphocytes T sont une sous-population de lymphocytes jouant un role majeur dans la
réponse a médiation cellulaire.

L’activation cellulaire T est initiée par I’interaction du récepteur T, le TCR avec des peptides
antigéniques, complexés aux molécules du CMH de classe I et II, et présentés par les CPAs
(cellules dendritiques, lymphocytes B, macrophages).

La transduction du signal correspond aux phénomenes biochimiques initiés aprés cette
interaction. Elle comporte une série de cascades de signalisation intra-cellulaires.
L’engagement du TCR par les antigénes déclenche la phosphorylation des tyrosines situées
sur les ITAMs présents sur les sous-unités CD3 associées au TCR. Cette phosphorylation est
due a des PTKs de la famille Src: Lck et Fyn qui initient la signalisation du TCR, ce qui
permet le recrutement de ZAP-70 qui phosphoryle a son tour 2 de ses subtrats, SLP-76 et
LAT et amplifie la réponse.

Ces 2 protéines servent de protéines de liaison. Elles n’ont pas d’activité enzymatique
intrinseéque mais lorsqu’elles sont phosphorylées, permettent la colocalisation avec d’autres
protéines de signalisation. Alors que SLP-76 est située dans le cytosol, 1’adaptateur
transmembranaire LAT, est lié aux rafts lipidiques. Lorsque LAT est phosphorylée, elle lie
directement la PLCyl, Grb2, Gads permettant la localisation de ces molécules et de leurs
protéines associces (incluant PI-3K, SOS, C-Cbl, Vav, SLP-76, et Itk) aux rafts lipidiques de

la membrane plasmatique.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
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Introduction

Cet évenement est nécessaire pour la phosphorylation et 1’activation de la PLCy1 aussi bien
que I’activation de Erk qui sont 2 enzymes clés, chacune d’elle devant étre activée pour que
I’engagement du TCR aboutisse a I’activation cellulaire T.

La PLCyl activée catalyse I’hydrolyse du PI-4,5-P, en IP3 et en DAG. Le premier produit
induit la libération de calcium intracellulaire alors que le second est un activateur de la
protéine kinase C et de Ras-GRP aboutissant a ’activation de Erk, qui phosphoryle et régule
de multiples effecteurs en aval.

La phosphorylation des tyrosines aboutit a la réorganisation du cytosquelette ainsi qu’a
I’activation de multiples voies, dont les voies Erk, JNK, NF-kB et NFAT conduisant a la
transcription de multiples genes impliqués dans la prolifération, la différenciation et la mise
en ceuvre de fonctions effectrices de la cellule [Lin J et al. 2001, Okkenhaug K et al. 2004,
Van Leeuwen JE et al. 1999, Rudd CE et al. 1999, Rudd CE, et al. 2003, Davis MM et al.
2002, Coombs D et al. 2002].

Au cours du vieillissement, le systéme immunitaire subit de nombreuses altérations.

Le vieillissement immunitaire, regroupé sous le terme « immunosénescence » n’est pas une
détérioration immunitaire inévitable et progressive mais plutdt un remodelage ou certaines
fonctions sont réduites alors que d’autres sont conservées voire augmentées [Burkle et al.
2007].

L’immunité cellulaire T est probablement la plus affectée par le vieillissement. Les altérations
de la fonction T sont les plus dramatiques et ont un rdle indirect dans les déficiences
immunitaires au niveau humoral comme au niveau cellulaire.

Nous nous sommes intéressés plus particulierement a 1’activation cellulaire T et a la mise au
point d’un modele permettant une évaluation rapide de la capacité d’activation des
lymphocytes T dans le but d’appliquer ce modéle a 1’étude de I’'immunosénescence.

Nous aborderons successivement dans cette introduction les données sur le récepteur T et ses
mécanismes d’activation puis une revue des phénomenes d’immunosénescence ainsi que les

intrications entre le viellissement immunitaire et la pathologie.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 7/155
12 novembre 2010



Introduction

I — Activation cellulaire T

1- Structure du récepteur T

Comme le lymphocyte B, le lymphocyte T est destiné a reconnaitre un antigene donné grace a
un récepteur qui induit son activation en réponse a la présentation de I’antigene (figures 1 &
2). Le récepteur T est formé de I'association d'un hétérodimere TCR constitué¢ de 2 chaines
variables of3 ou Y0, liées entre elles par des ponts disulfures et de protéines CD3 non
polymorphiques [Rudoph MG et al. 2006].

Chez 1’adulte, les lymphocytes T sont en majorité de type aff mais 10% des lymphocytes T
présents dans les épithéliums sont de type 0.

Les protéines du complexe CD3 (CD3y, CD35, CD3¢ et CD3() existent sous forme soit
d’hétérodimeres CD3ey, et CD3¢d, soit de 'homo-dimere CD3LC.

Les protéines CD3y, CD38, CD3¢ ont un domaine extracellulaire immunoglobuline alors que
les chaines { ont un domaine extra-cellulaire court mais une grande partie intracellulaire
[Figure 1]. Le complexe CD3 est responsable de la transmission du signal de reconnaissance
antigénique a I’intérieur de la cellule, appelée transduction du signal.

Chaque chaine TCR est composée d’un domaine immunoglobuline variable et d’un domaine
constant suivi par un domaine transmembranaire et une courte extrémité cytoplasmique.

Les chaines TCR sont responsables de la reconnaissance du ligand et ont une spécificité pour
I’antigene. Elles n'ont aucune capacité de signalisation intrinseéque. Les TCR lient le pMHC
avec une relativement faible affinité par leur CDRs présentes dans leurs domaines variables
[Rudolph MG, 2006].

Les chaines TCRYd sont moins connues que les chaines TCRaf3. Les cellules Tyd répondent
aux infections bactériennes ou parasitaires et reconnaissent en priorité les antigénes contenant
des phosphates de mycobactéries par un mécanisme inconnu [Rudolph MG, 2006].

Les interactions entre les chaines CD3 et ’hétérodimere TCR sont médiées par 2 charges
positives dans la région transmembranaire du TCRa et 1 charge positive dans le domaine
transmembranaire du TCRp. Les charges négatives des domaines transmembranaires des

chaines CD3( interagissent avec les charges positives des chaines of3.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
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Introduction

La chaine TCRa se lie a I’hétérodimere CD3¢€0, ce qui permettrait a CD3¢ey d’interagir avec la
chaine TCRB [Murphy 2008, van der Merwe and Davis, 2003].

Les molécules CD3 (gamma, delta, epsilon et zéta) possedent des motifs conservés de
séquences d’acides aminés, appelés ITAMs. Ils sont composés de 2 motifs YXXL/I séparés
de 6 29 aa, ou Y est la tyrosine, L la leucine, I, I’isoleucine et ou X représente n’importe quel
aa. La séquence canonique des ITAMs est YXX[L/I]X¢oYXX[L/T]. Les ITAMs fournissent
des sites de recrutement pour les SH2 des tyrosines kinases. Le complexe TCR contient 10
ITAMs avec 1 ITAM dans chaque chaine CD39, y et € et 3 ITAMs dans chaque chaine CD3C.
Il est maintenant clairement défini que la phosphorylation des tyrosines des ITAMs du CD3

est une étape précoce et indispensable pour ’activation des cellules T médiée par le TCR.

Les TCR reconnaissent les peptides présentés par le CMH de classe I ou de classe 1.

Les molécules du CMH II présentent les peptides qui proviennent de la protéolyse des
antigenes extra-cellulaires dans les compartiments de type endosomal alors que les molécules
du CMH de classe 1 présentent les peptides essentiellement dérivés de la dégradation

intracellulaire des protéines du cytosol.

Les TCRs qui reconnaissent ces CMH se retrouvent dans 2 populations cellulaires
principales : les lymphocytes T helper pour le CMH de classe II et les lymphocytes T
cytotoxiques pour le CMH de classe 1.

TCR
f_‘_\
recognition

v
signaling

Figure 1 - Le récepteur T associe des protéines de reconnaissance de l’antigéne et des protéines
invariables de signalisation. D’aprés Janeway’s immunobiology-KM Murphy, chapitre 6.
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Extracytoplasmic
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Transmembrane
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Intracytoplasmic
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Figure 2 - Structure des différentes chaines protéiques formant le récepteur des cellules T. Chaque
ovale colorié représente un domaine immunoglobuline. En a) un TCRaf} est représenté a gauche, un
TCRyd est représenté a droite. En b), un TCRof est représenté entouré des six chaines formant le
complexe CD3. Les batons grisés des parties intracytoplasmiques représentent les sites de
phosphorylation des ITAMs. D'aprées M. Bonneville et X. Saulquin, Encyclopedia of Life Science,
John Wiley & Sons 2005.

2- Sélection des lymphocytes T

La capacité des cellules T a faire la distinction entre les ligands du soi et du non-soi n’est pas
une propriété innée des cellules T mais est transmise par des processus de sélection se
produisant durant le développement cellulaire T dans le thymus [Jameson SC et al. 1995].

Ces processus modelent le répertoire des cellules T en régulant la survie des thymocytes en
réponse a la reconnaissance des complexes peptides endogenes — CMH.

Le développement des lymphocytes T dans le thymus est caractérisé par une sélection
positive au cours de laquelle les lymphocytes T double positifs qui reconnaissent les antigénes
peptidiques exogenes en association avec le CMH du cortex thymique et s’y lient avec une
affinité suffisante, poursuivent leur maturation. Les cellules ayant survécu vont migrer dans la

medulla et sont mises en présence d'autoantigénes complexés avec les molécules du CMH
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portées par les cellules épithéliales : les cellules dont le TCR interagit fortement avec les
autoantigenes vont subir une apoptose. Ce phénomeéne permet 1'élimination des lymphocytes
auto-réactifs et contribue a la tolérance périphérique. C’est la sélection négative.

Au terme de cette sélection intra-thymique, seuls 5% des thymocytes seront exportés vers la

périphérie.

3- Réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire comporte 2 phases: une réponse spécifique a un antigéene donné et
une amplification non spécifique des effets de cette réponse.

L’activation des cellules T naives spécifiques d’un antigéne conduit a leur différenciation et
leur prolifération, générant des clones de cellules T effectrices dont la présence témoigne
d’une mémoire immunitaire. Cette réponse immune dite primaire est suivie d’une période
d'apoptose des lymphocytes T spécifiques avec diminution de leur activité effectrice au fur et
a mesure que la quantité d'antigénes diminue. Lorsque l’antigene est rencontré pour la
deuxieme fois, les cellules T mémoires génerent une réponse spécifique amplifiée et plus
rapide.

L'activation des lymphocytes T fait intervenir leur liaison a un antigéne spécifique ainsi que
des molécules de co-stimulation.

Les lymphocytes T assurent 2 types de réponses immunitaires : la cytotoxicité grace aux
lymphocytes T cytotoxiques de type CD8 capables de lyser des cellules portant des antigenes
spécifiques (aprés sensibilisation vis-a-vis de ces antigenes), et I’hypersensibilité retardée
dépendant des lymphocytes T auxiliaires de type CD4. Ces 2 types de lymphocytes
combattent les pathogenes intracellulaires (virus, certaines bactéries et parasites),
inaccessibles aux anticorps. Les lymphocytes T cytotoxiques reconnaissent les antigenes
viraux associées aux molécules du CMH de classe 1. Les lymphocytes T auxiliaires
reconnaissent le complexe formé par 1’antigéne associé a la molécule du CMH de classe II a
la surface des cellules présentatrices d’antigene.

On distingue 2 types de lymphocytes T auxiliaires en fonction du profil de cytokines
produites. Les lymphocytes TH1 sécretent du TNF-a et de 'IFN-y et favorisent la réponse
immunitaire de type cellulaire. Les lymphocytes TH2 sécretent principalement de I'IL-4, de

I’IL-5, de I'IL-10 et de I'IL-13 et cooperent avec les lymphocytes B pour favoriser la
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production d’anticorps. Cette distinction est sans doute moins claire chez I’homme que chez

la souris.

4- Les molécules co-réceptrices CD4 et CD8

CD4 et CD8 sont deux molécules de la membrane lymphocytaire impliquées dans la
reconnaissance de l'antigéne. Elles sont généralement exclusives chez les lymphocytes T naifs
et matures. Les lymphocytes T cytotoxiques expriment le plus souvent CD8. Les lymphocytes
T auxiliaires ainsi que les lymphocytes T suppresseurs (T reg) portent CD4. CD4 est une
molécule a domaine transmembranaire unique, formée de quatre domaines de type
immunoglobuline dans sa partie extracellulaire. La molécule est capable de former des
dimeres. Elle possede un court domaine intra-cellulaire qui contient une séquence permettant
son interaction avec la kinase Lck.

CDS est formée de deux chaines transmembranaires liées par un pont disulfure. L'extrémité
distale des chaines est formée d'un domaine de type immunoglobuline. La chaine peptidique
s’étendant du domaine distal a la membrane est de conformation allongée, du fait d'une
glycosylation importante. CD4 et CD8 ont une longueur sensiblement égale a la longueur
totale du complexe TCR-pMHC.

Une caractéristique commune de ces deux molécules est de lier le CMH sur un site €loigné du
sillon portant le peptide antigénique.

CD4 lie spécifiquement le CMH de classe II, CDS lie spécifiquement le CMH de classe

I. Ces deux molécules sont liées a la kinase Lck dans le cytoplasme lymphocytaire.
L'interaction du TCR avec 1'ensemble p-MHC est accompagnée d'une interaction de CD4 ou
CDS8 avec la partie proximale du CMH. Lors de la reconnaissance de I'antigéne par le TCR,
cette interaction favorise le confinement de la partie intra-cytoplasmique de CD4 ou de CD8

et de Lck a proximité des chaines cytoplasmiques de CD3.

5- La transduction du signal

L’engagement du TCR par les agonistes p-MHC initie un signal qui est transmis au noyau par
des cascades de phosphorylation et de translocations de protéines aboutissant finalement a
I’activation cellulaire T. Les extrémités cytoplasmiques du TCR étant trés courtes, il a été
démontré depuis plus de 15 ans que la transduction du signal est médiée par les molécules

CD3 par la phosphorylation des ITAMs [Smith-Garvin JE 2009].
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Contrairement aux progres dans les connaissances des mécanismes de propagation du signal,
le mécanisme par lequel la liaison p-MHC au récepteur T se traduit en un signal d’activation
reste obscur [Ma et al. 2008, Smith-Garvin JE 2009].
Les difficultés de compréhension de ce mécanisme sont liées:

- A la complexité de la structure multichaine TCR/CD3

- Aladiversité des peptides présentés par les p-MHC sur les CPAs

- A l’environnement complexe dans lequel I’interaction p-MHC-TCR prend place.

5-1. L’engagement du TCR et I’origine du signal

On sait depuis 15 ans que le CD3 induit la transduction du signal a partir du récepteur engagé
via ses ITAMs. La phosphorylation des ITAMs est un élément clé¢ de D'initiation de la
transduction. La mani¢re dont le lien du TCR est «traduity en premier signal reste
controversée. Certains modeles suggerent que 1’agrégation du TCR ainsi que des changements
conformationnels jouent un role dans I’initiation du signal.

Plusieurs modeles ont été décrits pour expliquerle déclenchement de la cascade de

signalisation.

5-1-1. Changements de conformation

Au départ, il a été suggéré que des changements conformationnels a I’intérieur du TCR
pouvaient jouer un role majeur dans la transduction du signal Des changements
conformationnels ou dans la flexiblité¢ au niveau du site de liaison du TCR peuvent étre
nécessaires pour une activation efficace.

I s’agit des changements conformationnels induits par la reconnaissance de I’antigene dans
les extrémités cytoplasmiques du TCR qui peuvent étre induits par des mouvements de
torsion du TCR par rapport aux chaines CD3 ou par des mouvements de piston créant des
déplacements verticaux par rapport a la membrane plasmatique.

Dans le mouvement de piston, le complexe TCR/CD3 est poussé¢ dans la membrane par

I’engagement du ligand. Le domaine rigide transmembranaire en forme de baguette de CD3ey
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pourrait alors transmettre un mouvement de piston du complexe TCR perpendiculaire a la
membrane plasmatique, d’une maniére similaire a ce qui a déja été rapporté pour le récepteur
aspartate [Sun ZJ et al. 2001]. Ce mouvement permet le déplacement des domaines
cytoplasmiques de CD3 induisant I’exposition de sites de fixation a des kinases ou a des
molécules d’adaptation [Otteman et al. 1999, Aivaizian et al. 2000, Sun et al. 2001, Gil et al.
2002].

Une variante du modele de piston est le mouvement de torsion du TCR induit par
I’engagement du ligand par rapport aux molécules CD3, qui permet également a certains sites
de devenir accessibles [Sun et al. 2001, Gil et al. 2002, revue dans Davis, 2002].

D’une maniere similaire, une force externe est nécessaire pour le modele récemment proposé
de déformation du récepteur dans lequel le mouvement des cellules T au contact de la CPA,
exerce une force d’interaction transitoire pMHC/TCR. Dans ce modele, la signalisation du
TCR est induite par des changements de conformation du complexe TCR/CD3, initiés par une
force de traction provenant du cytosquelette et transmise a travers la liaison pMHC/TCR
lorsque celle-ci est assez solide pour résister a la rupture [Ma et al. 2008]. Ce modele est
décrit dans le chapitre mécanotransduction [figure 7].

Deux changements conformationnels différents mais non mutuellement exclusifs dans les
prolongements intra-cytoplasmiques du CD3 ont ¢été proposés comme mécanismes
responsables de la phosphorylation des ITAMS.

Le premier mécanisme est basé sur 1’observation qu’en présence d’un lipide acide congu pour
mimer le feuillet interne de la membrane plasmatique, les prolongements intra-
cytoplasmiques de CD3¢ et d’une facon moindre de la chaine CD3( se plient ou interagissent
avec ce lipide de facon a prévenir la phosphorylation. Inversement, dans une solution aqueuse
ou en présence d’un lipide «zwitterionique» (amphiphile), les prolongements du CD3 sont
plus facilement phosphorylés par Lck [Aivazian D, et al. 2000, Xu C et al. 2008].

Ces découvertes ont conduit a I’hypothese que dans les cellules T au repos, les prolongements
de CD3¢ et /ou CD3( sont en contact proche avec le repli riche en lipides de la membrane
plasmatique, les rendant ainsi inaccessibles a la phosphorylation par Lck, mais apres la liaison
du TCR, ils sont relachés de la membrane et phosphorylés.

Cette hypothese a été testée sur les cellules T et I’interaction entre le domaine cytoplasmique
de CD3¢ et la membrane plasmatique a récemment été confirmée sur des cellules Jurkat au

repos par la technique FRET [Xu C et al. 2008].
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Apres interaction avec le TCR, un autre changement conformationnel de CD3e induit
I’exposition d’une région riche en proline (proline rich region ou PRR) capable de recruter un
domaine SH3 de la protéine d’adaptation tyrosine kinase Nck. Ce phénoméene apparait avant
la phosphorylation des ITAMs de CD3¢ et de CD3( [Gil D et al. 2002]. Nck pourrait ainsi
recruter et activer des molécules effectrices nécessaires pour la phosphorylation secondaire
des ITAMs. Cependant des données récentes chez la souris «Knock-out» pour la région PRR
CD3¢ n’ont pas réussi a montrer la nécessité de I’interaction CD3e/Nck pour activer les
cellules T périphériques [Mingueneau M et al. 2008, Szymczak AL et al. 2005]. Malgré la
découverte originale de la présence, au niveau de CD3, d’une région sans ITAM, critique
pour la signalisation du TCR, plusieurs controverses concernant la région PRR persistent
[Mingueneau M et al. 2008, Gil D et al., Tailor P et al. 2008, Takeuchi K et al. 2008].

Un autre changement de conformation pourrait étre favoris¢ par des interactions en groupe qui
pourraient libérer les extrémités du CD3( de la membrane plasmatique et augmenter leur
accessibilité a Lck [Seminario MC et al. 2008].

Bien que les changements conformationnels puissent expliquer I’initiation de la cascade
intracellulaire des kinases, on ne sait pas comment le peptide antigénique associ¢ au CMH, et
les interactions p-MHC/TCR induisent des changements conformationnels dans les régions
intracellulaires du complexe CD3.

Des modeles basés sur des changements conformationnels induits par le ligand et/ou sur
I’agrégation du TCR ont été proposés [Tableau 1].

Les structures cristallines de plusieurs complexes p-MHC/TCR ont révélé de petits
changements conformationnels dans I’hétérodimeére du TCR a D’extérieur du domaine de
liaison [revue dans Rudolph MG 2006].

Cependant du fait des limitations courantes de la cristallographie et de la spectroscopie en
résonance magnétique nucléaire, seules des structures isolées de p-MHC/TCR sans domaines
transmembranaires ni composants du CD3 ont pu étre élucidées.

Ainsi, des changements conformationnels des composants du complexe TCR/CD3 entre eux

ou en relation avec la membrane plasmatique ne peuvent étre écartés.
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Modele Description
Mouvement de piston | Une force externe a I’interaction CPA/TCR pousse le complexe
Déplacement TCR/CD3 comme un piston dans une direction perpendiculaire a la

membrane, exposant les motifs activateurs sur les régions
intracellulaires des chaines CD3.

Déformation du

La force induite par la cellule T, qui se détache de la CPA, induit la

récepteur stimulation du TCR en produisant un changement conformationnel
Changement lorsque les interactions p-MHC/TCR sont d’une affinité suffisante
conformationnel pour résister a cette force.

Géométrie permissive | Des dimeres de p-MHC lient des diméres de TCR/CD3 induisant
Changement un changement conformationnel comme une rotation avec scission
conformationnel dans la ou les chaines CD3 qui révelent des motifs d’activation

inaccessibles auparavant.

Ségrégation cinétique

L’initiation du signal se produit du fait de I’exclusion de molécules
inhibitrices, de la zone de contact étroit entre la cellule T et la
CPA, de ce fait modifiant ainsi le stade enzymatique d’attente vers
un stade d’activation.

Diffusion de pieges Modele de ségrégation cinétique étendu dans lequel le coefficient
(« Diffusion d’affinité et de diffusion de p-MHC/TCR dicte la valence des TCR
trapping ») nécessaires pour emprisonner les complexes dans la zone de
Clustering contact étroit et de ce fait initier un signal productif.

Pseudo-dimeres Un agoniste p-MHC/TCR recrute un second TCR par ’interaction
Clustering avec son CD4 associé, le deuxieme TCR se lie alors a un pMHC

coagoniste endogeéne formant un pseudo-dimere stable qui
déclenche la signalisation par la proximité d’ITAMs et de Lck
associ¢e a CD4 et/ou par un changement conformationnel

Tableau 1- Modéles récents pour la stimulation initiale du TCR - D’aprés Smith-Garvin JE, T cell

activation. Annu Rev Immunol 2009.

5-1-2. La ségrégation cinétique

Dans le modele de ségrégation cinétique, le contact étroit qui se produit entre la cellule T et la
CPA induit ’exclusion de grosses molécules de la zone de contact [Davis JS, 2006]. Les
phosphatases inhibitrices avec des domaines extra-cellulaires longs comme CD45 sont
exclues du fait de leur taille.

Les complexes TCR qui s’engagent avec les p-MHC a la surface de la CPA restent dans une
zone de contact rapproché, loin des phosphatases permettant ainsi d’initier la signalisation.
Les complexes TCR qui ne s’engagent pas avec un p-MHC sont libres de diffuser en dehors

de la zone de contact. Le raccourcissement des domaines extra-cellulaires de molécules

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand
12 novembre 2010

Page 16/155



Introduction

inhibitrices ou I’allongement des domaines extra-cellulaires de molécules d’adhésion ou
accessoires peuvent abroger la signalisation du TCR, suggérant qu’une ségrégation cinétique

est un aspect important de 1’initiation du signal TCR [revu dans Davis JS, 2006].

Le modele de diffusion des piéges («diffusion trapping model») associe a la ségrégation

cinétique la notion de clustering puisque c’est ’immobilisation ou la prise au piege des p-
MHC/TCRs dans des zones de contact étroit qui induit I’initiation du signal TCR [Varma R,
et al. 2008].

La valence, ou degré d’agrégation, des p-MHC/TCR nécessaires pour ce pié¢geage et donc
pour la stimulation dépend du coefficient d’affinit¢ et de diffusion de I’interaction p-

MHC/TCR.

5-1-3. Modzéles basés sur la multimérisation (clustering des TCR)

La multimérisation des récepteurs par des ligands physiologiques peut déclencher 1'activation,
mais 1’oligomeére activateur de base est un dimere [Boniface JJ et al. 1998].

L’agrégation du TCR a longtemps été impliquée comme un mécanisme de stimulation du
TCR. Dans le modele d’agrégation classique, le « crosslinking » (lien transversal entre) des
complexes TCR/CD3 avec des complexes p-MHC multimériques rend possible le
rapprochement et la transphosphorylation entre les prolongements intracytoplasmiques du
CD3 et les PTKs associées.

Le fait que des multimeres solubles de p-MHC mais non des monomeres, puissent déclencher
I’activation du TCR est un argument supplémentaire pour la théorie de I'agrégation [Delon et
al., 1998].

Cependant de récentes études biochimiques et microscopiques suggerent que des agrégats de

TCR sont présents dans les cellules T non activées [Davis JS, 2006].

Un seul p-MHC est capable d’initier une réponse calcique transitoire a la fois dans des
cellules T CD4" et dans des cellules T CD8" [Sykulev et al. 1996, Delon J et al. 1998, Irvine
DIJ et al. 2002]. Cela suggere que 1’unité de base est un hétérodimere TCR-corécepteur. En
effet, des cellules T exprimant I’antigéne CD4 répondent avec un signal calcique transitoire a
un seul agoniste p-MHC, alors qu’en bloquant le CD4, il faut au moins 30 ligands p-MHC
pour obtenir 1’activation du TCR [Irvine DJ et al. 2002].
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Le role du CD4 dans la réponse cellulaire a un faible nombre d’agonistes peptidiques pourrait

s’expliquer par le modéele des pseudo-dimeres qui propose qu’un agoniste p-MHC/TCR

puisse recruter un deuxiéme TCR d’une maniére dépendante du CD4. Ce second TCR
pourrait se lier a un p-MHC endogene co-agoniste, formant un pseudo-dimere stable capable
de déclencher la signalisation du fait de la proximité des ITAMs et Lck ou a travers les
changements conformationnels de CD3 [Krogggsgaard M et al. 2005] [figure 3]. En effet un
simple changement conformationnel de CD4 pourrait avoir un effet de rapprochement des
chaines CD3( avec Lck, favorisant ainsi la phosphorylation des tyrosines initiant 1’activation

cellulaire [Irvine DJ et al. 2002].

CD3(

Peptide
endogéne

Pseudodimeére

Figure 3 : Théorie des pseudodiméres (D’aprés Irvine DJ et al. Nature 2002)
5-1-4. La mécanotransduction

Les cellules ressentent leur environnement physique grace a la mécanotransduction.

La mécanotransduction décrit les processus cellulaires qui traduisent les stimuli mécaniques
en signaux biochimiques permettant ainsi aux cellules de s’adapter a leur environnement et de
moduler leur fonction.

Plusieurs composants biologiques sont décrits comme mécanosenseurs [Jaalouk DE et al.

2009] :
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Des canaux ioniques activés par 1’étirement de la membrane plasmatique permettent
un influx de calcium et d’autres ions [figure 4-a].
Au niveau des cellules endothéliales, le glycocalix, une couche moléculaire riche en
hydrates de carbone au niveau de la surface cellulaire peut médier la signalisation par
la mécanotransduction en réponse a des forces de cisaillement induites par un flux
dynamique [Hahn, et al. 2009] [figure 4-b].
Des récepteurs jonctionnels entre 2 cellules ou entre des adhésions focales et la
matrice extracellulaire (ECM), permettent aux cellules de sonder leur environnement
[figure 4-c, -d].
Le déploiement de forces induites par les protéines de la matrice extracellulaire,
comme la fibronectine peut induire une signalisation par un phénomene de
mécanotransduction situé a I’extérieur de la cellule [figure 4-¢].
Une tension intracellulaire peut induire des changements conformationnels des
¢léments du cytosquelette comme les filaments, des protéines de liaison ou des
protéines motrices [figure 4-f].
Le noyau Ilui-méme peut agir comme un mécanosenseur. Des déformations
intracellulaires peuvent altérer la conformation de la chromatine et moduler son acces
aux facteurs de transcription et a la machinerie transcriptionnelle [figure 4-g].

La compression de I’espace intercellulaire peut altérer la concentration efficace des

molécules de signalisation autocrines et paracrines.

Pratiquement toutes les cellules répondent a une stimulation mécanique induisant des
changements fonctionnels adaptatifs. Ces changements induisent des réponses a court
terme (comme ’augmentation ou la diminution de la tension cellulaire, 1’adhésion,
I’étalement ou la migration) aussi bien que des changements dans les effets a long
terme (comme dans la synthése de protéines et leur sécrétion, la réorganisation

structurale, la prolifération et la viabilité).
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Figure 4 : La mécanotransduction cellulaire - D’aprés Jaalouk DE et al. Mechanotransduction

gone awry- Nature Reviews 2009.

Les intégrines et les cadhérines qui médient les adhésions cellulaires a la matrice
extracellulaire et aux cellules voisines, jouent un role central dans la mécanotransduction. Les
intégrines transmembranaires lient la matrice extracellulaire au cytosquelette en se regroupant
en complexes d’attache sous-membranaires spécialisés appelés adhésions focales. Les
adhésions focales sont des sites cellulaires majeurs responsables de 1’attachement des cellules
a la matrice extra-cellulaire et de la signalisation qui suit 1’adhésion. Ce sont des complexes
multimoléculaires qui rassemblent des récepteurs intégrines transmembranaires qui sont liés
au cytosquelette par des protéines d’ancrage cytoplasmiques associées a ’actine comme la
taline, la vinculine, la zyxine, la paxilline et la kinase d’adhésion focale (FAK). Les intégrines
se lient a un motif RGD (arginine-glycine-aspartate), une séquence présente dans de

nombreuses protéines de la matrice extra-cellulaire [Geiger et al. 2009].
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Figure 5 : Schéma de nanopatterning biofonctionnalisé permettant de contrdler le rapprochement des
intégrines a la surface cellulaire : des plots en or sont marqués avec des radicaux thiols associés a des
motifs peptidiques associant arginine, glycine et aspartate (RGD-Thiol). Les zones entre ces plots sont
recouvertes de PEG afin d’empécher 1’adhésion cellulaire. Ainsi I’adhésion cellulaire est entiérement
médiée par ces plots d’or recouverts de radicaux thiols RGD. Une distance de séparation entre les

plots > 73 nm réduit I’attachement cellulaire, 1’étalement et la formation des fibres de stress d’actine
du fait d’une restriction du rapprochement des intégrines. Cela est indiqué par 1’absence d’adhésion
focale (FA-), alors que des distances entre les plots < 58 nm permettent I’adhésion focale (FA+).

L’écart de 73 nm entre 2 sites de liaison de molécules d’intégrines individuelles pourrait étre
une échelle de longueur universelle au dela de laquelle le rapprochement, 1’adhésion et la
signalisation médiées par les intégrines ainsi que 1’adhésion cellulaire ne peuvent se faire
[Arnold M et al. 2004, Geiger et al. 2009]. Cet espace, compris entre 58 et 73 nm, apparait
universel car il est reproductible d’un type de cellule a I’autre [Arnold M et al. 2004, Figure
5].

Un composant particulierement intéressant de ces adhésions focales est la protéine d'adhésion
pl30CAS (également dénommée BCARI1). La conformation de cette molécule peut étre
modifiée par son étirement mécanique permettant 1’exposition de sites de phosphorylation Tyr
et sa phosphorylation par Src [Sawada et al. 2006].

Un modele de connexion entre les protéines de la matrice extracellulaire et le noyau est

présenté dans la figure 6 extraite de la revue de Wang et al. [Wang et al. 2009].
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Figure 6 : Connectivité moléculaire de la matrice extracellulaire au noyau. D’aprés Wang et al. 2009.

Dans le domaine de I’activation cellulaire, Zhengyu Ma et coll. démontrent que I’ancrage a la
surface de monomeéres de p-MHCs agonistes permet de déclencher I’activation du TCR avec
un potentiel remarquable [Ma et al. 2008, Figure 7] alors que des p-MHCs monomériques en
solution, sont insuffisants pour stimuler le TCR. Dans ce mode¢le, I’engagement du TCR,
nécessite non seulement I’adhésion du lymphocyte T a la surface, mais aussi un cytosquelette
d’actine fonctionnel car la contrainte mécanique est transmise par le cytosquelette aux points
d’attachement [Ma et al. 2008]. Le signal est initi¢ lorsque le complexe CD3-TCR est
déformé par une force de traction associée a la mobilité cellulaire. Cette force de traction
induit un changement conformationnel du TCRaf3, qui est ensuite transféré aux domaines
intracellulaires du complexe CD3 a travers les interactions entre domaines extra-cellulaires et

transmembranaires [Kuhns MS, et al. 2006].
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Figure 7- Le modéle de déformation du récepteur pour la stimulation du TCR. D’aprés Zhengyu Ma

Plos Biol 2008.

A- L’Interaction de p-MHC et de TCRs au site de contact membrane-membrane de [’interface cellule
T/CPA est facilitée par les molécules d’adhésion. L’interaction entre les agonistes p-MHC et le
TCR en soi n’initie pas la signalisation du TCR.

B- Les forces générées a partir du cytosquelette, qui conduit les changements morphologiques de la
cellule T et active le mouvement de la cellule T par rapport a la CPA, détachent la membrane
plasmatique de la cellule T de la CPA. Une partie de cette force est déliviée au complexe
TCR/CD3 via la liaison p-MHC-TCR. La liaison entre les agonistes p-MHC et le TCR est
suffisamment puissante pour délivrer une force qui déforme le complexe TCR/CD3 vers une
conformation capable d’initier [’activation du signal.

Beaucoup de modéles d’initiation du signal TCR ne sont pas exclusifs les uns des autres et il
est probable que I’agrégation du TCR, des changements conformationnels, et 1’exclusion de
molécules inhibitrices sont nécessaires pour déclencher la stimulation du TCR par étapes ou

simultanément.

5-2. Initiation du signal

Avant la stimulation du récepteur T, Lck, associée a CD4/CD8, reste séparée du TCR en étant
maintenue dans un état d’inactivité grace a Csk [Figure 8, étape 1].
Lck est un membre des tyrosine kinases de la famille Src. Csk est une tyrosine kinase qui

phosphoryle la tyrosine régulatrice négative Y505 C-terminale de Lck (Y505) afin de la
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maintenir dans un état inactif en lui conférant une conformation fermée (le résidu pY505 crée
un motif de liaison intramoléculaire pour le domaine SH2) [Boggon et al. 2004, Palacios et al.
2004].

L’interaction de Csk et de PAG permet 1’activation de Csk et I’inhibition de Lck. Lek devient
activée par le biais de sa déphosphorylation médiée par le CD45, de résidus tyrosine
impliqués dans la régulation [Leo et al. 2002, Marinari B et al. 2005]. Lck est également
activée par trans-autophosphorylation sur le résidu tyrosine de sa boucle d’activation [Figure
8, étape 2].

Apres stimulation du TCR, CD4/CDS associ¢ a Lck se co-localise avec le TCR aboutissant a
la phosphorylation des résidus tyrosine de chaque motif ITAM des chaines CD3 &/¢/y et des
chaines C [van Leeuwen et al. 1999, Figure 8, étape 3].

Tous les résidus tyrosine situés dans le motif sont phosphorylés par Lck. Le complexe
TCR/CD3 contient 10 ITAMs avec 1 ITAM dans chaque chaine CD3 &/¢/y et 3 ITAMs dans
chaque chaine CD3 (.

La phosphorylation des ITAMs par Lck est suivie du recrutement de ZAP-70, un membre de
la famille des PTKs Syk. ZAP-70 est exclusivement exprimée dans les cellules T et NK. Les
ITAMs doublement phosphorylés, fournissent un site d’amarrage de haute affinité pour les
domaines tandems SH2 de ZAP-70 [Figure 9, étape 4]. Une fois recrutée, ZAP-70 est activée
par phosphorylation et sera responsable de la phosphorylation de nouvelles molécules en aval.
Du fait de la présence de 10 ITAMs sur le complexe TCR, jusqu’a 10 molécules de ZAP-70
peuvent se rassembler sur les récepteurs totalement phosphorylés [Van Oers et al. 1995,

Mustelin T et al. J 2003, Chu et al. 1998].

ZAP-70 comporte de multiples sites de phosphorylation (Y292, Y315, Y319, Y492, Y493)
ayant a la fois un effet régulateur positif et négatif sur son activité catalytique. La tyrosine 493
est un site de régulation conservé qui se trouve dans la boucle d’activation du domaine kinase.
I1 a été montré que ce site de régulation positive est nécessaire pour 1’activité de la kinase
ZAP-70 et qu’il est phosphorylé par Lck [Figure 9, étape 5]. Cette phosphorylation contribue
a la conformation active du domaine catalytique [Van Oers, et al. 1995, Chu DH et al. 1998,
Williams et al. 1999].
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ZAP-70 bénéficie ensuite d’une trans-autophosphorylation au niveau des sites de régulation
positifs Y315 et de Y319 qui permet d’achever son activation compléte [Figure 9, étape 6].

ZAP-70 activée, accompagnée de Lck, phosphoryle de multiples résidus tyrosine de la
protéine LAT [Van Leeuwen et al.1999, Figure 9, étape 7] et des adaptateurs spécifiques des
cellules T, comme SLP-76 aboutissant au recrutement et a 1’activation d’autres familles de

kinases et d’autres enzymes, permettant la génération de seconds messagers et 1’activation

cellulaire T [Van Oers et al. 1995, Chu DH et al. 1998, Williams et al. 1999].
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Figure 8 : Phosphorylation des chaines CD3 (d’aprés réactome, http://www.reactome.org)
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Figure 9 - Interaction de ZAP-70 avec les ITAMs (d’apres réactome, http://www.reactome.org)

5-3. Mise en place du signalosome

La derniére décennie a vu la description de I’assemblage et de 1’activation d’un complexe de
signalisation multimoléculaire fait de protéines d’adaptation. Ce complexe est responsable de
la propagation du signal du TCR vers de multiples et diverses voies de signalisation. C’est le

complexe de signalisation proximal [Figure 10].

Ras Ca*

Figure 10: le complexe de signalisation proximal d’aprés Smith-Garvin JE et al. Annu Rev.
Immunol. 2009.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces contrélées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 26/155
12 novembre 2010



Introduction

Parmi les cibles les plus importantes de ZAP-70 se trouvent la protéine d’adaptation

transmembranaire LAT et la protéine d’adaptation cytosolique SLP-76 [Zhang et al. 1998,

Bubeck et al. 1996].

Ces 2 adaptateurs forment la colonne vertébrale du complexe qui permet 1’organisation des

molécules effectrices d’une maniére spatio-temporelle correcte pour permettre I’activation des

voies de signalisation [Koretsky GA et al. 2006, Sommers CL et al. 2004, Zhang W et al.

1999].

LAT contient 9 tyrosines, phosphorylées une fois le TCR engagé, et lie le domaine SH2 C-

terminal de PLCyl, de la sous-unité¢ p85 de PI3K, des protéines d’adaptation aux récepteurs

de facteurs de croissance GRB2 et Gads [revue dans I’article de Sommers et al. 2004]. SLP-

76 est ensuite recrutée pour phosphoryler LAT par le biais de leur partenaire de lien mutuel,

Gads [Liu SK, 1999].

SLP-76 contient 3 domaines :

- un domaine acide N-terminal avec 3 tyrosines phosphorylables interagissant avec les
domaines SH2 de Vavl, Nck et ITK

- une région riche en proline (PRR) qui lie constitutivement Gads et PLCy1

- une région SH2 C-terminale qui peut lier la protéine ADAP, protéine d’adaptation
promouvant I’adhésion et la dégranulation et une kinase progéniteur hématopoictique 1
(HPK1) [revue dans article de Koretzky GA et al. 2006].

Bien que LAT et SLP-76 servent a «nucléér» ce large complexe de signalisation, les

molécules effectrices elles-mémes jouent un réle dans sa stabilisation. Par exemple, la kinase

ITK de la famille Tec est nécessaire au recrutement du GEF Vavl au site de contact de la

CPA, alors que Vav 1 est nécessaire pour la phosphorylation optimale de SLP-76 et le

recrutement a LAT ainsi que pour 1’activation de ITK [Dombroski D, et al. 2005, Reynolds

LF et al. 2002, Reynolds LF et al. 2004].

Ces données et d’autres suggerent que la formation du complexe est plus compliquée que le

modele linéaire souvent évoqué par simplicité.

Ainsi la PLCyl se lie directement a SLP-76, LAT et Vav 1 aussi bien qu’a sa kinase

activatrice ITK [QI Q et al. 2007]. 1l semblerait que ces interactions collectives soient

requises pour stabiliser la PLCyl dans une conformation correcte a I’intérieur du complexe

pour favoriser son activité¢ optimale [Beach D et al. 2007].
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Pour comprendre plus précisément les interactions de ce complexe dans les cellules naives T,
plusieurs laboratoires ont généré des souris exprimant des mutations transgéniques ou knock-
out dans des régions spécifiques de liaison de différentes molécules du signalosome [Miletic
AV et al. 2006, Sommers CL et al. 2005, Jordan MS et al. 2008].

Ces mutations entrainent toujours des déficits séveéres des voies de signalisation en aval
notamment des activités défectueuses de Vavl ou ITK. De fagon similaire, la mutation des
tyrosines de Vavl n’entraine pas de perte de I’interaction avec ses partenaires, mais une

dysrégulation de la signalisation dépendante de Vavl [Miletic AV et al. 2006].

Apres I’engagement du TCR, la PLCyl se retrouve donc dans le signalosome liée SLP-76,
Vavl et LAT ou elle est phosphorylée et activée par ITK, elle-méme dépendante de Vavl,
Lck, ZAP-70, LAT et SLP-76 [Beach D, et al. 2007, Reynolds LF et al. 2002, Liu KQ et al.
1998, Berg LJ, et al. 2005, Kim MJ et al. 2000, Figure 11, étape 14].

La PLCyl phosphorylée se détache ensuite de LAT et de SLP-76 et se transloque a la
membrane plasmatique en se liant au PI-4,5-P, par son domaine PH [Kim MJ et al. 2000,
Figure 11, étape 15]. La PLCyl va hydrolyser PI-4,5-P, produisant 2 seconds messagers : le
DAG et I'IP3 [Kim MJ et al. 2000, Figure 11, étape 16]. Ces seconds messagers sont
impliqués dans la mobilisation du calcium, I’activation de la PKCO, et de NF-kB [Huang et al.
2004, Rudd CE et al 2003, Zhang W et al. 2000, Wange, RL 2000, Liu SK et al. 2001, Qi Q et
al. 2007, Yablonski D et al. 2001, Kim MJ et al. 2000].
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Figure 11- Relargage des seconds messagers (DAG, PKC, Calcium) (d’aprés réactome,
http://www.reactome.org)

Apres la liaison du TCR, ITK est recruté a la membrane a travers des interactions du domaine
PH avec PIP;, généré localement par I’activité PI3K induite par Lck [revu dans I’article de
Berg LJ et al. 2005, Kim MJ et al. 2000].

Le complexe de signalisation proximal entraine 1’activation de voies dépendantes de la
PLCy1, incluant les réponses par le Ca** et le DAG, les réarrangements cyto-squelettiques et
les voies d’activation des intégrines.

La liaison avec des récepteurs de co-stimulation comme le CD28 augmente ces voies.

La production du DAG entraine 1’activation de 2 voies majeures impliquant Ras et la PKCB.
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5-4. Propagation du signal

Des modifications de I’expression génique sont nécessaires a la cellule T pour obtenir ses
pleines compétences prolifératives et produire des cytokines effectrices. Trois facteurs de
transcription particuliers ont ét¢ identifiés pour jouer un réle clé dans ces changements :

NF-kB, NFAT et AP-1 (Jun/Fos) [Figure 12].

5. PKC theta and NF-kB pathway
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Figure 12 : Propagation du signal (d’aprés réactome, http://www.reactome.org)

5-4-1. Les voies de signalisation médiées par le DAG

La production de DAG induite par le TCR entraine 1’activation de 2 voies majeures

impliquant Ras et la PKC6.
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5-4-1-1. La voie RAS

Ras est une petite protéine G qui fixe le GTP et qui est nécessaire pour 1’activation de la
serine-threonine kinase Raf-1. Raf-1 est une MAPKKK qui phosphoryle et active les
MAPKKSs, qui a leur tour phosphorylent et activent les MAPKs Erk1 et Erk2.

L’activité¢ des Erk kinases entraine 1’activation d’un facteur de transcription Elk1, qui
contribue a I’activation du complexe de transcription AP-1 (Jun/Fos) par la régulation de
I’expression de Fos.

Ras est uniquement actif lorsqu’il est lié au GTP, cette activation étant facilitée par les GEFs
et supprimée par les protéines GAPs. Deux GEFs de Ras sont présents dans les cellules T,

SOS et RasGRP [Figure 13].

‘\ (TCR/CDB

d

Ras activation

Figure 13 : Pactivation de Ras - d’aprés Smith-Garvin JE et al. Annu Rev. Immunol. 2009

RasGRP apparait dominant pour I’activation précoce de Ras, puisque que SOS ne peut
compenser un déficit en RasGRP [Ebinu JO et al. 2000, Egan SE et al. 1993, Dower NA et al.
2000].

Ras est recrutée a la membrane par un domaine liant le DAG, ou il est phosphorylé par la
PKCO [Ebinu JO et al. 1998, Roose JP et al. 2005]. SOS est 1i¢ de maniére constitutive a la
protéine d’adaptation GRB2.
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Apreés stimulation du TCR, le domaine SH2 de GRB2 est recruté et lie les tyrosines
phosphorylées sur LAT, apportant de fait SOS au niveau du complexe de signalisation

proximal, ou il peut faciliter D’activation localisée de Ras [Finco TS et al. 1998].

La significativité de ces 2 modes d’activation de Ras n’était pas claire jusqu’a ce qu’il soit
démontré que la production de RasGTP dépendante de RasGRP catalyse 1’activité SOS,
produisant une boucle de feedback positive et une activation de Ras robuste apres engagement

du TCR [Roose JP et al. 2007, figure 13].

Ce modele unifié explique la dominance de RasGRP. En effet RasGRP pourrait étre
nécessaire pour initier la production de RasGTP, qui apres avoir atteint des niveaux seuils

catalyserait I’activité SOS et amplifierait d’autant plus le signal.

5-4-1-2. La voie PKCO

La seconde voie de signalisation majeure régulée par le DAG est médiée par la PKCO. La
PKCO contient un domaine liant les lipides spécifiques du DAG. Ce domaine est important
pour recruter la PKCO a la membrane plasmatique apres I’activation cellulaire T.

Cependant la phosphorylation de la PKCO par Lck peut étre nécessaire pour induire un
changement conformationnel permettant la liaison a la PS [Hayashi K et al. 2007]. La PS, en
retour, augmente la liaison au DAG, entrainant I’activation de la PKCO [Melowic HR, 2007].
D’autres molécules de signalisation, incluant Vavl, PI3K, et PDK1, jouent également un role
dans la localisation de la PKCO mais les détails de ces contributions ne sont pas compleétement
définis [Hayashi K et al. 2007].

Une voie importante régulée par la PKCO est 1’activation de NF-kB.

Dans les cellules au repos, le NF-kB se trouve dans le cytosol associé a son inhibiteur (IxB)
qui I’empéche de migrer dans le noyau.

Apres la stimulation du TCR, un complexe tri-moléculaire se forme entre CARMALI [la
protéine d’échafaudage contenant CARD et MAGUK], la protéine d’adaptation Bcll0, et
MALT]1 [Hayashi Ket al. 2007, Schulze-Luehrmann J et al. 2006].

L’assemblage de ce complexe CBM (CARMAI1/Bcll10/MALT1) est régulé par la PKCO a

travers sa phosphorylation de CARMAI1, qui est nécessaire pour son association a Bcll10
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[Matsumoto R et al. 2005, Sommer K et al. 2005]. MALT]1 se lie a Bcl10 et contribue a la
dégradation de la sous-unité régulatrice du complexe IKK (IKKy), en facilitant sa
polyubiquitination [Sun L et al. 2004, Zhou H et al. 2004]. Cette dégradation permet la
phosphorylation de IkB par la sous-unité catalytique de IkB kinase (IKK) et ainsi le relargage
de NF-kB aboutissant a sa translocation dans le noyau [Schulze-Luehrmann J et al. 2006].

Une protéine associ¢e 8 CARMAL et récemment identifiée comme un composant additionnel
de ce complexe s’appelle ADAP [Medeiros RB et al. 2007]. ADAP initialement définie
comme liant SLP-76, s’associe au domaine MAGUK de CARMAI apres la stimulation
cellulaire T. Cette interaction pourrait altérer la conformation de CARMA1 et augmenter son

association avec Bcl10 et MALT1 et/ou stabiliser le complexe CBM.
5-4-2. Les voies de signalisation médiées par le Calcium

Les ions Ca*" sont des seconds messagers universels dans les cellules eucaryotes.
L’IP3 généré par I’activité PLCyl stimule des récepteurs constituant des canaux perméables
au Ca*" (IP3R) situés sur la membrane du RE, permettant la libération du Ca”" stocké dans le

cytoplasme [Figure 14].
TCR/CD3

Ca Ca

C

Calcium

Figure 14: Les voies de signalisation médiées par le Calcium - d’aprés Smith-Garvin JE et al. Annu
Rev. Immunol. 2009.
La déplétion calcique a I’intérieur du RE déclenche un influx soutenu de Ca®" extracellulaire

par I’activation des canaux CRAC dans un processus appelé « SOCE » (store-operated Ca”"

entry) [Oh-Hora et al. 2008, figure 14].
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La sous-unité formant les pores des canaux est une molécule a 4 domaines transmembranaires
appelée Orai 1 [Zhang SL et al. 2006, Feske S et al. 2006, Vig M, Science 2006].
Le détecteur de déplétion calcique des canaux de RE et I’activateur des canaux CRAC est la

molécule STIM siégeant au niveau du RE [Roos J et al. 2005 , Liou J et al. 2005].

Deux protéines, STIM 1 et STIM 2, sont présentes chez les mammiferes, et STIM1 joue un
role prépondérant pour la phase initiale robuste de 1’entrée du Ca2+ stocké (SOCE), alors que
STIM2 joue un role prépondérant pour maintenir les niveaux de base du Ca2+ et maintenir la
phase tardive de ce processus (SOCE) [Oh-Hora M et al. 2008 Brandman O et al. 2007].

Les canaux CRAC sont le principal mode d’entrée du Ca®" dans les cellules T.

L’augmentation des niveaux de Ca”" induite par 1’activation du TCR entraine I’activation de
facteurs de transcription dépendants du Ca®" et de la calmoduline, incluant MEF2 et DREAM.
Cette augmentation des niveaux de Ca’’ entraine également I’activation de protéines de
signalisation comme la calcineurine phosphatase et la kinase calcium-calmoduline dépendante
(CaMK), qui a leur tour activent plusieurs programmes de transcription [Savignac M, Pfugers
Arch 2007]. La calcineurine activée, déphosphoryle les membres de la famille NFAT,

aboutissant a leur translocation dans le noyau.

Dans le noyau, les isoformes de NFAT peuvent former des complexes avec d’autres facteurs
de transcription, entrainant des niveaux différents d’expression de genes, et des devenirs

fonctionnels dépendants du contexte du signal TCR.

L’interaction NFAT/AP-1, intégre les signaux Ca2+ et Ras, entrainant I’expression de genes
importants pour 1’activation cellulaire comme 1’expression d’IL-2. Inversement, en 1’absence
d’activation d’AP-1, I’activité NFAT induit un schéma d’expression de genes conduisant a
une anergie cellulaire T et 1’absence caractéristique de production d’IL-2 [Macian F et al.

2002].
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5-4-3. La signalisation du TCR aux intégrines

Les intégrines sont les principaux récepteurs cellulaires responsables de la médiation des
adhésions cellules/cellules ou cellules/matrice et qui permettent la migration leucocytaire et
indirectement 1’activation des cellules de D'immunité. Les intégrines sont composées
d’hétérodimeres de chaines a et B de type glycoprotéines transmembranaires de type I avec
des extrémités cytoplasmiques courtes. On a décrit 18 sous-unités o et 8 sous-unités [3

différentes, qui s’associent en paires pour former au moins 24 récepteurs o3 différents.

Les intégrines communes exprimées sur les leucocytes incluent LFA-1 ou o3>, Mac-1
(aMB2) et VLA-4 ou a4p1.

Les intégrines clés des cellules T comprennent LFA-1 et VLA-4, qui lient leurs ligands
respectifs ICAM et VCAM.

Les intégrines émettent de manicere bidirectionnelle des signaux a travers la membrane
plasmatique dans des voies mentionnées comme la signalisation de I’extérieur vers I’intérieur
(«outside-in signaling ») et la signalisation de D’intérieur vers I’extérieur (« inside-out
signaling »). Chacune de ces voies est médiée par des changements conformationnels de la
structure de I’intégrine. De tels changements permettent une liaison de haute affinité avec les
molécules d’adhésion (« counteradhésion molecules ») sur I’endothélium vasculaire ou la
matrice extracellulaire et aboutissent a 1’association des extrémités cytoplasmiques des

intégrines avec des molécules de signalisation intracellulaire.

Une des fonctions majeures des intégrines est de permettre le lien entre le cytosquelette de la

cellule et la matrice extra-cellulaire.

5-4-3-1. Voie de signalisation de I’extérieur vers I’intérieur (outside-in signalisation)

Les étapes de signalisation se produisant a la suite du regroupement des intégrines induit par
les ligands, correspondent a la signalisation de I’extérieur vers l’intérieur (« outside-in
signalisation ») et sont présentées dans la figure 15.

Les réponses fonctionnelles des cellules T résultant de la signalisation de I’extérieur vers
I’intérieur incluent I’activation de la prolifération, la sécrétion d’IL-2 et la stabilisation des

contacts entre la cellule T et la CPA [Abram CL et al. 2009].
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L’activation des kinases de la famille Src est une étape clé dans la voie « outside-in » et
entraine la phosphorylation d’une variété de molécules incluant les adaptateurs contenant des
ITAMSs qui, lorsqu’ils sont phosphorylés, permettent le recrutement et I’activation des kinases
Syk et Zap-70. Ces kinases, en retour, phosphorylent une variété de molécules, incluant SLP-
76 et Vavl. Cette voie de signalisation est analogue aux autres voies de signalisation décrites

en aval des immunorécepteurs [Abram CL et al. 2009, Figure 15].

Activated
open integrin

Integrin ligand

Actin
Transcription polymerization

Figure 15 : signalisation de I’extérieur vers l’intérieur (outside-in signaling)- D’aprés Abram CL
Annu Rev Immunol 2009. Cette figure détaille les événements de signalisation qui se produisent apres
liaison au ligand.

Vavl active ensuite des RhoGTPases aboutissant a la réorganisation du cytosquelette. Les
kinases de la famille Src peuvent également activer les kinases FAK et Pyk2 aboutissant a la
phosphorylation de Cbl et au recrutement et a I’activation de PI3K. L’association d’autres
molécules comme JAB ou la cytohesine avec I’extrémité cytoplasmique des intégrines active

d’autres voies de signalisation en aval.
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5-4-3-2. Signalisation de ’intérieur vers I’extérieur (inside-out signalisation)

L’activation des intégrines dépendante d’évenements initiés par le TCR, est un processus

désigné «inside-out signaling» (ou «signalisation de I’intérieur vers 1’extérieur »)

[Menasche G et al. 2007, figure 16].

Inside-out signaling
TCRACD3

w {' Intagrins
Pathway (
oa - R

Lv WAVE2
Pathway A ARP
2/3

J

Actin reocrganization

Figure 16 : Un mode¢le d’activation des intégrines. D’aprés Menasche G, Immunol Rev 2007.

Aprés I’engagement du TCR, le signalosome nucléé LAT/SLP-76 s’assemble. Ce complexe permet
I’activation de 3 voies nécessaires a I’activation de I’intérieur vers I’extérieur des intégrines:

Vavl et Itk contribuent a la réorganisation de I’actine nécessaire pour la mobilité des intégrines
(voie A).

La mobilisation du complexe ADAP/SKAPPS55/RIAM est nécessaire pour la localisation a la
membrane plasmatique de Rapl activée (voie B). Le complexe actif Rapl/RIAM induit
I’association de la taline avec les extrémités B des intégrines, entrainant peut-&tre une altération de
I’affinité des intégrines.

Enfin, la génération de DAG médiée par la PLCyl aboutit a I’activation de PKD1 et son
association avec Rapl (voie C). Cette interaction est nécessaire pour ’activation de Rapl et
contribue au recrutement de Rapl. Rapl a son tour recrute RAPL, et la liaison secondaire de
RAPL aux sous-unités oL entraine le rapprochement des intégrines et les changements de leur
affinités.

Les signaux initiés dans cette voie par I’engagement des immunorécepteurs, aboutissant au

changement conformationnel et au rapprochement des intégrines, permettent d’augmenter

I’affinité et I’avidité des intégrines pour leur ligand [Smith-Garvin et al. 2009].

Un régulateur central de la signalisation de I'intérieur vers 1’extérieur est la GTPase Rapl.

Rapl augmente ’activation cellulaire T en favorisant I’adhésion induite par LFA-1 a ICAM-

1. Cette conclusion fait suite a des ¢tudes utilisant la surexpression de formes dominantes-

négatives et constitutivement actives de Rapl [Katagiri K, et al. 2000, Sebzda E, et al. 2002]

ainsi que par I’analyse de souris déficientes en RaplA, chez qui ’adhésion de LFA-1 a
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ICAM-1 induite par le TCR est fortement réduite [Duchniewicz M, et al. 2006]. De
nombreuses molécules de signalisation proximales qui entrent dans la composition du
signalosome, incluant LAT, SLP-76 et PLCyl, sont nécessaires pour I’activation des
intégrines et de Rap1 [Menasche G et al. 2007, Figure 16].

Cependant il existe des molécules effectrices en aval qui ont un rdle plus sélectif dans
I’activation des intégrines, comme la protéine ADAP. Les cellules T de souris déficientes en
ADAP sont défectueuses dans le regroupement de molécules LFA-1 induit par le TCR et dans
I’adhésion a ICAM [Peterson EJ et al. 2001].

L’association de ADAP et SLP-76 est également nécessaire pour 1’activation des intégrines de
méme que 1’association de ADAP avec SKAPS5S5 [Kliche S et al. 2006, Wang H et al. 2004].
Le complexe ADAP/SKAPSS5 est important pour la localisation correcte de Rapl [Kliche S et
al. 2006].

Une troisieme protéine d’adaptation, RIAM, également liée de maniere constitutive a
SKAPSS, s’associe avec Rapl activée apres la liaison du TCR, entrainant un mouvement de
Rapl vers la membrane [Menasche G et al. 2007]. On ne connait pas le mécanisme de
localisation de RIAM a la membrane plasmatique aprés la stimulation du TCR mais ce
recrutement pourrait étre induit par 1’interaction de PI(3,4)P, avec le domaine PH de RIAM
[Lafuente EM et al. 2004].

Une cible importante de la PKCO pour I’activation de Rapl est la kinase PKD1. Apres la
stimulation par le TCR, Rapl s’associe avec le domaine PH de PKD1 [Medeiros RB et al.
2003], cette interaction étant nécessaire au recrutement de Rapl a la membrane et a son
activation. Comme PKD1 recrute également de maniere inductible C3G a la membrane de
fagon dépendante du TCR, il semblerait que cet événement contribue a la dépendance de

’activation de Rap1 pour PKD1 [Medeiros RB et al. 2003].

Rapl activée peut également s’associer a 1’effecteur RAPL. Cette interaction coincide avec la
localisation de RAPL a la membrane et est nécessaire pour sa liaison avec la sous-unité oL de

LFA-1 [Katagiri K et al. 2003].
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En plus de réguler l’activation de Rapl, les signaux du TCR régulent également les
regroupements des intégrines au cytosquelette. La taline est une protéine de liaison du
cytosquelette importante pour 1’activation des intégrines. L’activité de Rapl augmente
I’association de la taline avec les sous-unités 3 des intégrines a travers son association avec
RIAM [Han J et al. 2006]. Il semble que la formation du complexe taline/RIAM/Rap]1 puisse
permettre a la taline de se lier aux intégrines, ce qui peut induire une augmentation de son
affinité¢ pour le ligand. La taline n’est pas la seule protéine liant 1’actine impliquée dans
I’activation des intégrines. La vinculine, WAVE2 et le complexe Arp2/3 jouent é¢galement des

roles dans ce processus [Nolz JC et al. 2006].

5-4-4. L’actine et les réponses du cytosquelette (voie Rac)

Quand une cellule T rencontre un antigéne associé a une CPA, les signaux du TCR initient un
programme de réarrangements cyto-squelettiques de 1’actine a 1’origine de la polarisation de
la cellule T [Burkhardt JK et al. 2008]. La réorganisation de 1’actine est essentielle pour la
fonction cellulaire T si bien que les inhibiteurs de la polymérisation de 1’actine empéchent
I’interaction cellule T/CPA et abolissent les signaux proximaux du TCR [Holsinger et al.
1998]. La conjugaison TCR/CPA favorise des changements morphologiques qui induisent
une accumulation d'actine filamenteuse (F-actine) a I’interface de stimulation.

Ces changements sont liés a 1’augmentation de la fluidité de la membrane plasmatique et a
une diminution de la mobilité de la cellule. L’arrét de la motilité est associé a une
phosphorylation Ca®"-dépendante et & la désactivation de la protéine MyH9. Cependant la
voie de signalisation liant le TCR a cet évenement n’est pas précisément définie [Jacobelli J et
al. 2004].

La fluidité membranaire est augmentée par la déphosphorylation transitoire, dépendante du
TCR et de Vavl, des protéines ERM (ezrine, radixine, et myosine) entrainant la perte de leur
capacité a lier la membrane plasmatique au cytosquelette d’actine [Faure S et al. 2004].

La signalisation par le Ca®" et 1’activation des intégrines aprés 1’engagement du TCR
entrainent des modifications additionnelles des protéines associées a 1’actine qui peuvent
jouer un role en altérant la rigidité de la membrane plasmatique [Burkhardt JK et al. 2008].
L’accumulation de F-actine a I’interface cellule T/CPA est le résultat d’une activation

localisée, induite par le TCR, de multiples voies de régulation et de polymérisation de
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I’actine, la plus étudiée impliquant le complexe des protéines 2/3 lides a 1’actine (Arp 2/3)
mais d’autres voies indépendantes contribuent aussi a ce processus [Gomez TS et al. 2007].
L’activation de Arp 2/3 nécessite une interaction avec des facteurs promoteurs de nucléation
incluant les protéines WASp, WAVE2 et HS1.

WASp est recrutée au site d’activation du TCR a travers son interaction avec la protéine
d’adaptation Nck associée a SLP-76. WASp est activée via une stimulation dépendante de la
GTPase Cdc42 appartenant a la famille Rho [Zeng R et al. 2003]. L’activation médiée par
Vav-1 d’une seconde GTPase de la famille Rho, Racl, entraine 1’activation de WAVE2
[Burkhardt JK et al. 2008].

Il est probable que d’autres GEFs que Racl et Cdc42 interviennent dans les changements de
I’actine induits par le TCR [Miletic AV et al. 2006].

L’activation de la cellule T en réponse a une CPA entraine également la polarisation de la
cellule T, si bien que le MTOC se dirige vers le site de contact cellule T/CPA [Kupfer A et al.
1987]. Bien que la polarisation du MTOC ait longtemps été observée comme le signe d’une
liaison effective cellule T-CPA, les mécanismes de signalisation responsables de ce
mouvement restent mal compris.

Le mouvement du MTOC apparait essentiel pour la formation de la synapse immunologique

(SI) [Yokosuka T et al. 2005, Varma R et al. 2006b, Campi G et al. 2005].

De maniere opposée au MTOC et a la SI, une autre structure ordonnée se forme, connue
comme le complexe du pole distal (DPC). Bien que son rdle ne soit pas trés clair, le DPC
pourrait favoriser la séquestration des régulateurs négatifs afin de les maintenir a I’écart du
complexe d’activation du TCR [Burkhardt JK et al. 2008].

De plus, le DPC peut contribuer a la polarisation de molécules de signalisation clés qui
pourraient étre requises pour différencier activités de mémoire ou effectrice dans les cellules
récemment divisées [Chang JT et al. 2007]. La formation de ce complexe est dépendante de la
F-actine et de la re-phosphorylation des protéines ERM qui migrent au pdle distal liant les

molécules de signalisation au cytosquelette [Allenspach EJ et al. 2001].

Les cascades de signalisation du TCR et les voies de la réorganisation de 1’actine sont
interconnectées et difficiles a étudier séparément car beaucoup de molécules impliquées ont

de multiples fonctions adaptatrices et enzymatiques. Les signaux WASp, WAVE2 et Vav-1
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sont également impliqués dans des roles indépendants des réponses de I’actine [Reynolds LF,
et al. 2005, Nolz JC et al. 2007, Zhang W et al. 1999]. De plus I’altération des molécules
régulatrices de I’actine entraine des défauts de signalisation du complexe TCR [Billadeau DD
et al. 2007].

D’autres études semblent nécessaires pour comprendre les mécanismes d’interdépendance

entre les dynamiques du cytosquelette et I’activation cellulaire T.

5-4-5. La co-stimulation

L’activation optimale des lymphocytes T nécessite au moins 2 signaux. Un premier est délivré
par le complexe TCR/CD3 apres la reconnaissance de 1’antigéne. Des signaux additionnels de
co-stimulation sont délivrés par I’engagement de récepteurs de co-stimulation comme le
CD28 [Smith-Garvin et al. 2009].

Les voies de co-stimulation les mieux caractérisées sont médies par un ensemble de
molécules de co-stimulation appartenant a la superfamille de CD28, incluant les récepteurs
CD28, CTLAA4, ICOS, PD1 et BTLA. Ces protéines délivrent des seconds signaux a la fois
négatifs et positifs aux cellules T en interagissant avec la famille des ligands B7 exprimés sur
les cellules présentatrices d’antigenes. [Acuto O Nat Rev Immunol 2003 , Slavik et al 1999,
Alegre et al 2001, Fife BT et al. Immunol Rev 2008].

Dans les cellules T naives, la co-stimulation CD28 améliore 1’entrée dans le cycle cellulaire,
stimule potentiellement 1’expression de 1I’IL-2 et de son récepteur, et stimule 1’activation d’un
programme anti-apoptotique. CD28 s’engage avec un ou tous les membres de la famille des
récepteurs B7, B7.1 et B7.2. Apres la liaison au ligand, les tyrosines et les motifs riches en
proline présents a I’extrémité cytoplasmique du CD28 sont phosphorylés par Lck ou Fyn.

Le CD28 recrute et induit une phosphorylation et une activation d’un ensemble plus restreint
de composants de signalisation intracellulaires comme les protéines PI3K, Vav-1, Tec et les

kinases ITK, AKT et I’adaptateur Dok-1 [Michel F, Sci STKE 2002].
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5-5 La théorie des microsclusters et la synapse immunologique

Il y a quelques années, plusieurs travaux ont montré qu’une jonction spécialisée entre le
lymphocyte T et la CPA constituait une étape importante de 1’activation lymphocytaire T
[Monks et al. 1998, Revy et al. 2001 - figure 17].

Les études d’imagerie en microscopie confocale ont montré une remarquable organisation
moléculaire au sein de la SI [Monks et al. 1998, Grakaoui et al. 1999, Bromley et al. 2001,
Cemerski et al. 2006]. Sa formation se fait en quelques dizaines de minutes et aboutit a la SI

dite « mature ».

La SI est composée de 3 régions concentriques basées sur leur composition moléculaire :

- la ¢-SMAC riche en TCR, en molécules CD4 ou CD8 et en molécules de co-stimulation
(CD28).

- la p-SMAC entourant la c-SMAC, riche en intégrines comme LFA-1 [Monks et al. 1998,
Grakaoui A et al. 1998].

- Une troisieme région appelée d-SMAC est riche en volumineuses molécules comme
CD43 ou CD45.

Avec la formation de la synapse, le TCR initialement a I’extérieur est transporté au centre

dans la ¢-SMAC tandis que LFA1 initialement au centre est transporté¢ a 1’extérieur pour

former la p-SMAC, aboutissant a la formation de la synapse « mature » [Grakaoui et al.

1999].

Dans les premieres €tudes, la formation de la SI semblait étre une étape clé dans 1’activation

lymphocytaire T et on pensait que la c-SMAC ¢était le lieu de ’engagement des récepteurs et

de prolongement du signal [Monks et al. 1998, Revy et al. 2001, Marko et al. 2007].

Mais des résultats récents suggerent que les événements d’activation sont déclenchés avant la

formation de la synapse par la formation de « microclusters » de TCR qui vont se concentrer

ultérieurement dans la c-SMAC ou ils subiront une endocytose [Purtic et al 2005, Saito et al.

2006, Varma et al. 2006, Seminario et al. 2008].

En effet I’observation d’activation cellulaire par des CPA fixées [Allen PM et al. 1984], et de

la lenteur de la formation d’une SI alors que des signaux dépendants du TCR peuvent étre

rapidement initiés par des petites surfaces de contact [Lee KH et al. 2002], conduisent a

écarter la théorie de la SI comme un pré-requis pour ’activation de la cellule T. De plus
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certaines sous-populations de lymphocytes T peuvent étre activées en 1’absence de c-SMAC
[Balamuth F et al. 2001]. Dans les études de Lee et al, utilisant des techniques
d’immunofluorescence, la phosphorylation des tyrosines induite par le TCR culmine en
périphérie de la synapse et est absente de la c-SMAC qui se développe en une demi-heure
[Lee KH et al. 2002]. De plus, Lee et al. ont démontré que des cellules T mutantes n’arrivant
pas a former des synapses bien séparées sont «hyper répondeuses» a une stimulation

antigénique [Lee KH et al. 2003].

D’autres études ont montré que le signal d’activation précédait la formation de la c-SMAC et
la c-SMAC serait principalement le lieu de dégradation du TCR [Lee KH et al. 2002].

Dans une nouvelle approche impliquant des bicouches lipidiques patternées, Mossman et al.
ont démontré que des barrieres mécaniques au mouvement des microclusters de TCR,
favorisaient I’activation cellulaire T [Mossman et al. 2005].

Plus récemment il a été proposé que la SI soit a la fois le lieu d’augmentation du signal TCR
et son lieu de dégradation, et I’équilibre entre ces 2 processus serait déterminé par la qualité
de I’antigene de telle fagon que la c-SMAC puisse servir a amplifier des signaux agonistes
faibles [Cemerski S et al. 2006, Figure 18].

Enfin une nouvelle sous-région de la c-SMAC riche en molécules CD28 et en PKCO mais
relativement dépourvue en TCR, a été décrite, soulignant 1I’importance potentielle de la c-
SMAC pour la transduction du signal des molécules de co-stimulation [Yokosuka T et al.

2005].
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(d) Molecular physiology of the synapse
T cell APC
TCR pMHC
CD28 ¢c-SMAC
CTLA2 B7-1,B7-2
CD45 d-SMAC ———=
Dynamic actin

Figure 17 : Organisation de la synapse immunologique — d’aprés JT Groves Curr opin Immunol 2006

(a) Jonction schématique entre une cellule T et une CPA

(b) Image fluorescente d’une SI entre une cellule T et une membrane de support servant de
substitut de CPA. ICAM-1 est coloré en rouge, et occupe la p-SMAC, alors que le TCR (en
vert) et le MHC (jaune) se co-localisent dans la c-SMAC.

(c) Coupe schématique verticale de la SI, illustrant les espaces intermembranaires dans les régions
de la c-SMAC et de la p-SMAC

(d) Plan schématique de la physiologie moléculaire de la synapse, résumant la localisation des
protéines clés.

Ainsi, il est maintenant bien accepté que I’initiation des signaux TCR prend naissance dans
des microclusters périphériques qui se forment avant la SI [Seminario MC et al. 2008, Dustin
ML 2008, Saito et al. 2006]. La liaison p-MHC/TCR entraine la formation de microclusters
intracellulaires qui contiennent le complexe TCR et ses molécules de signalisation associées
dont ZAP-70, GRB2, LAT et SLP-76. [Bunnel SC et al. 2002]. Ces microclusters de
signalisation sont recrutés en 2 sec. Ils initient et peuvent soutenir les signaux Ca’" en
transmettant les signaux nécessaires a [’activation cellulaire T par [’assemblage des
complexes de signalisation [Yokosuka T et al. 2005]. Ces clusters persistent une courte durée
apres quoi ils convergent vers la c-SMAC [Yokosuka T et al. 2005, Varma R et al. 2006]. La
formation et la translocation de ces clusters sont dépendantes de la dynamique de la F-actine,
et de nouveaux clusters continuent a se former méme apreés que la synapse mature a été

¢tablie [ Yokosuka T et al. 2005, Varma R et al. 2006b, Campi G et al. 2005].
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Adaptive control of TCR signaling by . »
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Figure 18 : Mécanismes de formation aboutissant & la formation de la SI- D’aprés Cemerski et al.
Curr Opin Immunol 2006.

En haut a gauche : Schéma de la SI comme un régulateur de 1’activation cellulaire T qui dépend de la
régulation de la balance entre la signalisation induite par le TCR et la dégradation du TCR au sein de
la SI. Avec des ligands d’affinité élevée, la c-SMAC favorise surtout la dégradation du TCR. Pour des
ligands de faible affinité, la formation de la c-SMAC en augmentant la densité des récepteurs et des
ligands, augmente I’occupation des récepteurs, favorisant la signalisation du TCR.

En bas a gauche : Dans les cellules CD4, la SI favorise la sécrétion polarisée de cytokines telles que
I’IL-2 ou I’'IFN-y (en noir) alors que d’autres cytokines comme le TNF ou I’IL-4 sont sécrétées d’une
maniére multidirectionnelle.

A droite : Schéma de la SI mature et répartition de ses composants.

En résumé, les complexes de signalisation dépendants du TCR initiés a la périphérie du
contact sont transloqués vers la c-SMAC et s’arrétent a cette destination. Ainsi la synapse dite
« mature » semble plus importante pour la régulation que pour le déclenchement des
évenements de signalisation qui se situent en amont de la formation de la synapse [Purtic et al

2005, Saito et al. 2006, Seminario et al. 2008].
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II - Immunité du sujet 4gé ou immunosénescence

Le systeme immunitaire subit des altérations fonctionnelles avec 1’age concomitantes de la
diminution de volume de tous les organes lymphoides. Ce déclin du syst¢tme immunitaire
avec ’age, appelé immunosénescence, correspond a un état de dysrégulation affectant de
multiples niveaux de réponses immunitaires et contribuant a une augmentation de la
susceptibilité des sujets agés aux maladies infectieuses, a 1’auto-immunité, au cancer et a la

baisse de la réponse vaccinale [Aw et al. 2007, Biirkle A, et al. 2007, Lesourd B 2004].

L’immunosénescence n’est pas une détérioration immunitaire inévitable et progressive mais
plutoét un remodelage ou certaines fonctions sont réduites alors que d’autres sont conservées
voire augmentées [Burkle et al. 2007, Gomez et al. 2005, Hodes et al. 2005, Lesourd B.
2004]. Ainsi l’altération des immunités innée et adaptative induit des déficits dans la
production des réponses immunitaires adaptées contre les pathogenes et apres vaccination,
favorisant la vulnérabilité des sujets agés contre un nouvel agent infectieux et la
recrudescence d’infections virales et bactériennes [Schmader et al.1999, Webster et al. 2000,

Hodes et al. 2005, Gomez et al. 2005, Akha et al. 2005, Silva et al. 2007].

Le vieillissement immunitaire est également marqué par un emballement plus important des
cytokines de I’inflammation notamment aprés un épisode infectieux [Douziech et al. 2002,
Gomez et al. 2005, Silva et al. 2007] et pourrait contribuer a 1’augmentation de la fréquence

des maladies dégénératives cérébrales [Vitte et al. 2004, Perry et al. 2007].

L’impact de ces changements liés a I’age dans le systeme immunitaire n’était pas une priorité
tant que I’espérance de vie de I’homme était de 40 ans. Cependant le doublement de
I’espérance de vie durant les 150 dernicres années, grace aux progrés médicaux, sanitaires et
nutritifs, impose au systeme immunitaire d’étre performant 40 années supplémentaires [Aw et
al. 2007].

L’étude de I'immunosénescence chez 1’homme nécessite une approche clinique rigoureuse
incluant des sujets en trés bonne santé, en appliquant par exemple les criteéres stricts définis
par le SENIEUR protocole [Ligthart GJ, et al. 1984, Annexe 1]. Ces criteres excluent les
pathologies telles que infections, maladies inflammatoires, tumeurs malignes, désordres auto-

immuns, anomalies biologiques et traitements pouvant influencer I’immunité (corticoides,
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anti-inflammatoires...). L’application de ces critéres stricts permet d’étudier en théorie le
vieillissement physiologique mais exclue 90% des sujets agés de 65 ans ou plus [Wick G et

al. 1997, Rowe JW et al. 1998].

La sélection d’une population de référence pour I’étude de I’immunosénescence, selon les
criteres du « Senieur protocol » a permis de préciser les déficits immunitaires liés a I’age et de
les différencier des déficits intriqués a la pathologie du sujet agé [Ligthart et al. 1984, Annexe
1].

Dans ces études, le test de référence fréquemment utilisé était le test de prolifération cellulaire
en présence de mitogenes en particulier a la PHA. Une constatation fréquemment retrouvée
¢tait une diminution des réponses prolifératives aux mitogenes avec le vieillissement [Krause
et al.1999, Douziech et al. 2002] bien qu’une étude n’ait pas retrouvé de différence
significative entre sujets jeunes et ages sains [De Greef et al.1992].

Cependant au cours du vieillissement se cumulent les effets du vieillissement physiologique
(appelé immunosénescence) et du vieillissement pathologique [Lesourd B 2004] et
I’exclusion de sujets agés fragiles peut limiter la compréhension des mécanismes de
vulnérabilité aux infections, dans une population a risque, avec des maladies chroniques sous-
jacentes. Il est donc essentiel de connaitre les intrications de la pathologie et du systeme
immunitaire.

Pour simplifier la compréhension des phénomeénes complexes impliqués dans
I’immunosénescence, nous soulignerons successivement les altérations des barriéres cutanéo-
muqueuses, des cellules souches hématopoiétiques, des immunités innées et adaptatives ainsi
que les conséquences cliniques potentielles de I’immunosénescence.

Mais les différents niveaux de réponse immunitaire sont intimement liés, le systéme
immunitaire spécifique étant dépendant de 1’intégralité fonctionnelle du systéme immunitaire
inné, sans lequel les cellules présentatrices d’antigene ne pourraient appréter 1’antigéne pour
le présenter sous une forme stimulante aux les cellules T.

De plus, 'immunité humorale est dépendante d’une réponse cellulaire T correcte pour la
génération, la différenciation des cellules B et la production d’anticorps [Burkle et al. 2007].
Nous verrons ensuite les intrications potentielles de I’immunosénescence avec les pathologies

chroniques et infectieuses, avec la transplantation rénale et les réponses vaccinales.
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1- Anomalies biologiques liées a I’immunosénescence

1-1. Atteintes des barriéres cutanéo-muqueuses

Le vieillissement est associé a une altération des barriéres épithéliales de la peau, des
poumons et du tractus gastro-intestinal, qui favorise I’invasion de ces tissus muqueux fragiles
par des organismes pathogenes [Gomez et al. 2005]. Les infections peuvent également étre
favorisées par des anomalies mécaniques du trafic muco-ciliaire au niveau des muqueuses
respiratoires ou encore d’obstacles situés sur les voies urinaires (adénome prostatique) [Cogné

2005].

1-2. L’activité des cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques ont la capacité de se différencier en différentes cellules
du sang circulant et celle de se renouveler. Le nombre de cellules souches CD34+ décline
dans le sang périphérique avec une diminution de leur capacité a s’auto renouveler et a
adhérer a I’environnement stromal de la moelle osseuse avec 1’age [Franceschi C, et al. 1999].
Ces anomalies sont également associées a une altération de leur programme de différentiation
hématopoiétique avec une réduction de leur capacité a s’orienter vers la lignée lymphoide

alors que 1’on note une augmentation du potentiel my¢loide [Aw et al. 2007].

1-3. Cellules de I’immunité innée

Elles représentent la premiere ligne de défense en étant responsables de la destruction
spontanée de nombreuses bactéries, de cellules infectées par des virus et de certaines cellules
tumorales.

Le systtme immunitaire inné a également un role important dans I’immunité adaptative

[Gomez et al. 2005].

Les polynucléaires neutrophiles voient leurs capacités fonctionnelles diminuer en particulier

leur capacité phagocytaire, de chimiotactisme et une diminution de leur production d’anions
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superoxyde en réponse a certains facteurs solubles et aux produits bactériens (GM-CSF, LPS,
fMLP) [Fulop et al. 2004, Gomez et al. 2005, Aw et al. 2007, Pawelec et al. 2007, Bongrand
P et al. 1984, Panda A, et al. 2009]. L’environnement joue probablement un rdle important
dans I’activité fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles. Ainsi des sécrétions de cortisol
engendrées dans certaines situations de stress et non compensées par la sécrétion de DHEAS
diminuant avec I’age, pourraient favoriser la dysfonction des polynucléaires neutrophiles [Aw

et al. 2007, Butcher et al. 2005].

Les CPAs sont responsables de I’apprétement de 1’antigéne c’est-a-dire de sa capture, et de sa
présentation aux récepteurs antigéniques sur les cellules T en association avec des épitopes
distincts du CMH. Les cellules dendritiques sont des CPAs «professionnelles». Elles servent
de sentinelles dans les tissus pour optimiser la capture des antigenes puis migrent dans les
organes lymphoides pour optimiser la sélection clonale des cellules T CD4+ et CD8+.

Les anomalies des cellules dendritiques sont discretes avec une légere diminution de leur
nombre et une capacité légerement diminuée a stimuler la sécrétion d’IFN y par les cellules T
et a stimuler la sécrétion d’IL-2 par rapport aux cellules dendritiques de sujets jeunes
[Pawelec et al. 2007].

On note en effet quelques changements dans la communication entre cellules dendritiques et
cellules T qui pourraient probablement avoir un impact sur les déficits cellulaires T au cours
de 'immunosénescence. L’expression de molécules de co-stimulation peut étre altérée et de
ce fait, altérer la production de cytokines par les cellules dendritiques, celles-ci régulant et
influencant les fonctions effectrices du lymphocyte T. L’ampleur de ce trouble de
communication entre cellules est probablement majorée dans les pathologies chroniques avec
une altération de la capacité des cellules dendritiques a se différencier apres interaction avec
des cellules T [Castle SC 2000]. Cela pourrait s’expliquer par une diminution de production
du GM-CSF chez les sujets agés, un facteur de croissance clé pour les cellules dendritiques
[Pawelec G 1999]. 1l semble toutefois exister une augmentation de leur fonction chez le sujet
agé en bonne santé et au contraire une dysfonction chez le sujet agé fragile [Martins et al.
2005].

Les cellules NK n’ont pas besoin d’une sensibilisation antigénique pour lyser les cellules
cibles (cellules tumorales ou infectées par des virus). Leur activité fonctionnelle de base

diminue avec 1’dge avec une baisse de leur fonction essentielle de cytotoxicité et une
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diminution de la réponse a la stimulation par I’IL-2 [Pawelec et al. 2007, Burkle et al 2007]
ainsi qu’a d’autres cytokines stimulantes comme I’[L-12, L’IFN-a. , I'I[FN-f et I’[FN-y [Panda
A, et al. 2009, Castle SC 2000]. Le raccourcissement télomérique pourrait également jouer un
role dans la diminution de leur activité [Pawelec et al. 2007]. Mais cette baisse de ’activité
lytique est compensée par 1’augmentation du nombre de cellules NK si bien que globalement
I’activité des cellules NK varie peu avec 1’age [Burkle et al. 2007].

De plus les cellules NK de sujets centenaires peuvent migrer parfaitement en réponse a des
stimuli chimiotactiques et peuvent tuer des cellules cibles comme les cellules de sujets jeunes
[Ginaldi L et al. 1999]. Leur nombre absolu et/ou leur activité pourrait avoir un impact sur la
sévérité¢ des infections et le taux de mortalité [Ginaldi L et al. 1999a, Ogata K et al. 1997,
Franceschi C et al. 1995, Cossarizza A et al. 1997].

Les macrophages jouent probablement un réle central dans I’immunité innée allant de la
phagocytose a la destruction en passant par la production de cytokines qui régule I’activité
d’autres cellules de ’'immunité innée. Bien que leur nombre ne soit pas modifi¢ au cours du
vieillissement, leurs activités de phagocytose et de chimiotactisme sont diminuées [Gomez et
al. 2005, Aw et al. 2007]. Leur capacité a produire certaines cytokines pro-inflammatoires
comme I'IL-1B, I'IL-6, I'[L-8 et le TNFa augmente avec 1’dge et ces sécrétions sont
amplifiées chez le sujet agé qui exprime des réponses inflammatoires prolongées [Panda A et
al. 2009]. L’équilibre entre cytokines pro- et anti-inflammatoires pourrait étre utilisé comme
un profil pour indiquer la fragilité et la mortalité des sujets agés [Van Der Biggelaar et al.
2004].

Cependant I’immunité naturelle est globalement peu altérée par rapport aux modifications

plus profondes affectant I’immunité cellulaire acquise [Martin et al. 2005].

1-4. Cellules de I’immunité spécifique

1-4-1. Modifications de I’immunité humorale

Au cours du vieillissement, on note une diminution de la fréquence et du nombre absolu de
lymphocytes pro-B dans la moelle et de leur capacité a se différencier en lymphocytes pré-B

(diminution de 60 a 90%). Cependant le nombre de cellules B périphériques reste a peu pres
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constant car la balance des cellules B mémoires- B naives est modifiée avec une accumulation
de cellules B mémoires au phénotype CD19+CD27+ malgré un renouvellement diminué des
cellules naives B [Aw D et al. 2007].

On ne note pas de diminution de la production des immunoglobulines avec 1’age mais plutot
un taux sérique stable voire une augmentation des taux sériques d’IgA et d’IgG [Lesourd B
2004, Moulias S 2002]. Les déficits en sous-classes d’IgG sont rares excepté le déficit en
IgG4 alors que les taux d’IgG1, d’IgG2, et d’IgG3 augmentent [Lesourd B 2004, Ginaldi L,
1999,b].

En revanche le répertoire antigénique des lymphocytes B est altéré avec une diminution de
I’hétérogénéité de la réponse anticorps et de la capacité a former des anticorps d’affinité
élevée vis-a-vis des antigénes [Lesourd B 2004, Aw D et al 2007, Pawelec et al. 2008]. De
plus, les lymphocytes B de sujets agés ont altération de leurs capacités de prolifération et
d’activation. L’atteinte humorale concerne surtout les réponses primaires pour lesquelles les
cellules B sont dépendantes de la coopération avec les cellules T alors que les réponses
humorales secondaires restent conservées.

Les fonctions humorales sont marquées par une perte d’acuité dans la distinction soi/non-soi
(ou reconnaissance des signaux de danger). On observe I’augmentation oligoclonale d’une
sous-population de lymphocytes B exprimant CD5+, ayant la capacité de produire des Ac de
faible affinité, indépendamment des cellules T [Aw D et al. 2007, Pawelec et al. 2008, Cogné
2005]. IIs favorisent 1’émergence de certains clones CD5+ a ['origine d’hémopathies
lymphoides comme les leucémies Ilymphoides chroniques ainsi que la production
d’immunoglobulines monoclonales a 1’origine de gammapathies monoclonales [Cogné 2005,
Cossarizza A et al. 1997]. Ces gammapathies monoclonales peuvent correspondre a
d’authentiques myélomes ou a des MGUS présentes chez 10 % des sujets de plus de 80 ans
correspondant a d’authentiques états pré-myélomateux [Landgren O et al. 2009] mais avec un
risque de transformation relativement faible (1% par an) [Cogné et al 2005].

Ces immunoglobulines monoclonales peuvent également avoir des actions pathogenes par des
activités auto-Ac (type agglutinine froide, cryoglobulinémie, facteur rhumatoide ou anti-
MAG) ou par la formation de dépdts tissulaires de certaines chaines 1égeéres monoclonales
(amylose AL) [Cogné M 2005].

On note également avec le vieillissement de I'immunité humorale des stigmates d’auto-

immunité chez 10 a 20% des sujets apres 60 ans avec présence de facteur rhumatoide (présent
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chez 14% de sujets agés contre 2% des sujets jeunes), d’Ac anti-nucléaires (présents chez
18% des sujets ages versus 4% des sujets jeunes), antiphospholipide, antithyroglobuline, anti-
cellules pariétales. Ces auto-Ac n’ont pas forcément de traduction clinique sauf pour trois
pathologies relativement fréquentes chez le sujet agé : ’anémie de biermer, les dermatoses
bulleuses et les thyroidites auto-immunes. Ainsi la valeur prédictive des tests d’auto-immunité
est étroitement liée au contexte clinique, surtout chez le sujet a4gé [Cogné et al 2005].
L’expansion oligoclonale de lymphocytes B CD5+ n’est pas la seule impliquée dans les
manifestations d’auto-immunité chez le sujet agé. L’altération fonctionnelle des cellules T et
de leur fonction suppressive pourrait favoriser la réactivation de «clones T oubliés». On note
également avec I’4ge une diminution de D’activité suppressive d’une population connue
comme essentielle dans la prévention de manifestations auto-immunes, la population T
régulatrice CD4+CD25+.

Malgré toutes ces données, les principaux changements observés dans I’'immunité humorale
sont dus aux perturbations de la collaboration T-B chez le sujet agé [Pawelec et al. 2008]. En
effet, le déclin de I’expression du CD40L par les lymphocytes T a un rdle non négligeable
dans le déclin de I’activation des lymphocytes B. Les cytokines IL-2, IL-4 et IL-5 produites
par les lymphocytes T activés favorisent des étapes variées de 1’activation des lymphocytes B
comme la prolifération et la différenciation en plasmocytes sécrétant des Ac. La diminution
de la production d’IL-2 avec I’age peut favoriser la baisse de la coopération des lymphocytes
T dans la production d’Ac par les lymphocytes B [Ginaldi L et al. 1999b, Ginaldi L et al.
2001].

1-4-2. Modifications de I’immunité cellulaire

Les changements les plus marqués de I’immunosénescence affectent les fonctions
lymphocytaires T [Akha et al. 2005, Marko et al. 2007]. Les réactions d’hypersensibilité
cutanée (de type réaction tuberculinique) sont classiquement diminuées vis-a-vis des
antigénes rencontrés dans le passé.

Une des manifestations anatomiques les plus évidentes du vieillissement immunitaire est
I’involution précoce du thymus, organe de différenciation des cellules T qui n’existe que sous
forme de reliquat chez les sujets de plus de 50 ans [Akha et al. 2005, Marko et al. 2007].

Le thymus est le premier site de développement des cellules T, générant des cellules T

immunocompétentes, tolérantes pour elle-mémes, et restreintes au complexe majeur
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d’histocompatibilité. L’involution thymique correspondant a une diminution de I’espace
¢épithélial thymique et du nombre de progéniteurs épithéliaux thymiques et a un déclin dans la
capacité du thymus a générer des thymocytes double positifs.

Chez I’homme, I’involution thymique débute a 9 mois et subit plusieurs phases de régression
rapide (2 moins de 10 ans puis entre 10 et 25 ans puis apreés 40 ans). Cependant, les
mécanismes controlant ce processus restent obscurs. Ils pourraient résulter du changement de
facteurs solubles, d’hormones et d’altérations du micro-environnement thymique. Ce
processus d’involution thymique est sans doute multifactoriel et a des répercussions sur les
cellules T périphériques [Pawelec et al. 2008, Goronzy et al. 2005].

Les variations du nombre de lymphocytes T CD3, CD4 et CD8 sont discutées avec une
diminution pour certains auteurs [Lesourd B 2004, Ginaldi L et al. 2001] et un nombre peu
variable pour d’autres [Burkle et al. 2007]. Cependant la baisse du nombre de lymphocytes
n’est pas proportionnelle a I’involution thymique, ce phénomeéne s’expliquant probablement
par la production extra-thymique de lymphocytes T matures [Hakim FT et al. 1997, Mackall
CL et al. 1995, Mackall CL et al. 1997 (a, b)].

Le vieillissement est responsable d’une baisse des capacités prolifératives des lymphocytes T
et leur degré de réponse serait corrélé a 1’age [Ginaldi L et al. 2001]. Mais ce phénomene
n’est pas constant, les lymphocytes de centenaires en bonne santé répondent bien a des stimuli
immunologiques comme les Ac anti-CD3 [Sansoni P et al. 1997] et ont une réponse a la PHA
retardée mais quantitativement non altérée [Monti et al. 1992]. De méme, des études ont
montré chez des sujets de 80 ans, en excellent état de santé, des réponses prolifératives
comparables a celles de sujets de 20 ans [Lesourd B 2004, Mazari et al. 1998]. Il pourrait y
avoir un lien entre longévité et réponses prolifératives mais des études longitudinales sont
nécessaires [Lesourd B 2004].

Deux autres phénomenes touchant I’immunité cellulaire sont liés : la sénescence réplicative
qui limite ’expansion clonale T [Effros RB et al. 2004] et le raccourcissement des télomeres.
La longueur des télomeres est un indicateur de la sénescence réplicative et le
raccourcissement des télomeres dans le sang périphérique d’individus agés est associé a une
diminution de la survie et a une augmentation de la mortalité par maladie cardiaque et
infection [Cawthorn RM et al. 2003]. Le raccourcissement des télomeres leucocytaires est
inversement associé aux niveaux plasmatiques de facteur Willebrand [Hjelmborg et al. 2010].

Les études montrent une diminution de la longueur des télomeres dans les cellules T et les
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cellules B sans modification de [Dactivité télomérase [Effros RB et al. 2004]. Ce
raccourcissent télomérique ne se produit pas a un taux constant mais semble plus rapide dans
les 2 ou 3 premicres décades de la vie et ne se produit pas dans toutes les cellules
immunitaires [Franceschi C et al. 1999].

Le second phénomene correspond a des changements des populations lymphocytaires T avec
le passage progressif d’un état ou les cellules naives dominent & un état ou dominent les
cellules mémoires [Akha et al. 2005, Burkle et al. 2007, Haynes et al. 2005, Kudlacek et al.
2000, Pawelec et al. 2008].

Malgré les divergences sur le nombre total de lymphocytes, on note tout au long de la vie des
modifications des sous-populations de cellules T avec une diminution progressive des
lymphocytes T naifs CD4 et CD8 qui doivent survivre sur une période de plusieurs décennies
surtout lorsque I’on considere les centenaires [Burkle et al. 2007].

La diminution du renouvellement des cellules naives comblée par une prolifération accrue de
cellules mémoires répond probablement a un phénoméne d’homéostasie. Ainsi on note une
proportion de 40% de cellules T mémoires a 20 ans contre 60% a 65 ans [Burkle et al. 2007]
et 90% vers 80 ans [Lesourd B et al. 1999, Lesourd B 2004].

En outre, les cellules mémoires produites chez le sujet 4gé ont des capacités prolifératives
diminuées [ Akha et al 2005, Haynes et al. 2005, Pawelec et al. 2008].

On observe également au cours du vieillissement une diminution du rapport CD4/CDS8
[Cogné 2005].

La diminution du pool de lymphocytes T CD4+ s’accompagne d’une orientation de la réponse
THI vers la réponse TH2 anti-inflammatoire mise en évidence par une augmentation de la
production d’IL-10 ainsi que d’une diminution de la production d’IL-2, de I’expression du
récepteur a I’'[L-2, d’'une augmentation de la production d’auto anticorps [Lesourd B 2004,
Pawelec et al. 1999, Castle et al. 2000, Burns EA et al. 1997, Castle et al. 1997, Castle et la.
1999].

Par ailleurs, certains pools cellulaires diminuent comme les cellules CD8+CD28+ avec
augmentation progressive des lymphocytes T mémoire CD8+CD28- [Burkle et al. 2007]. La
perte de I’expression du récepteur majeur de co-stimulation CD28 se produit essentiellement
dans la population CD8+. Les lymphocytes CD8+CD28- ont une réduction progressive des
télomeres et une capacité réduite de réplication [Burkle et al. 2007, Aw et al. 2007, Weng N et
al. 2009, Chen WH et al. 2009]. Ils portent des marqueurs d’activité cytotoxique et ont un
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phénotype comparable a des cellules mémoire. Les cellules T CD8+CD28- représentent plus
de 50% des lymphocytes T CDS8 périphériques comparées a moins de 20% des lymphocytes T
CD4 périphériques chez les sujets agés [Chen WH et al. 2009].

Ces cellules CD8 de sujets agés ont également une tendance exagérée a la production de
cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, IL-2, TNF) et sont produites dans un environnement

pro-inflammatoire, les infections persistantes favorisant leur accumulation.

L’augmentation des lymphocytes TCD8+CD28- est responsable de la présence de lacunes
dans le répertoire T avec représentation inégale des clones et accumulation de clones de
cellules mémoire CD8+ spécifiques d’infections persistantes comme 1’Epstein Barr Virus et le
CMV. La proportion de cellules CD8+CD28-CD57+ augmente avec 1’age, ces cellules
caractérisant des clones spécifiques du CMV. Il a été suggéré que I’infection a long terme
avec le CMV accélérait les altérations liées a 1’age dans la composition du répertoire T. Dans
tous les groupes d’age, I’infection latente a CMV est typiquement accompagnée d’une
diminution des cellules T naives et d’une accumulation simultanée de cellules T effectrices
[Appay Vet al. 2002, Looney RJ et al. 1999, Kuijpers et al. 2003, Khan N et al. 2002].

Le role de I’infection a CMV est probablement non négligeable dans le vieillissement
immunitaire en détournant 1’action du systéme immunitaire et en participant a I’état
inflammatoire chronique du sujet 4gé¢ communément appelé « inflamm ageing » et caractérisé
par ’augmentation de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFa) et de parameétres de
I’inflammation (augmentation de la protéine-C-réactive et des facteurs de la coagulation)
[Schmaltz et al. 2005]. On note des taux d’immunisation contre le CMV de 80 a 90% dans la
population agée [Schmaltz et al. 2005, Pawelec et al. 2010, Derhovanessain et al. 2009].
Cependant de nombreuses questions restent non résolues sur le role précis du CMV dans le

vieillissement et I’intérét de son éventuelle éradication [Pawelec et al. 2010, Moss P 2010].

La baisse des cellules naives de la sous-population T CD8+ pourrait expliquer la plus grande
vulnérabilité des sujets agés vis-a-vis des pathogeénes intracellulaires, les cellules CD8+ jouant
un role majeur dans les maladies infectieuses a germes intracellulaires ainsi que dans la

surveillance anti-tumorale.
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La capacité du thymus a assurer un répertoire diversifié cesse a partir de la 5™ décennie de la
vie. La fin de la 7°™ décennie de vie définit une période critique ot I’homéostasie des cellules
T n’est plus garantie et ou 1’on observe une rupture dans la diversité du répertoire des cellules

naives [Goronzy et al. 2005].

Le vieillissement s’accompagne également d’une baisse de I’expression du CD3 et de
molécules d’adhésion a la surface des lymphocytes T [Ginaldi L et al. 2001]. La distribution
des récepteurs de surface est influencée par des micro-domaines appelés « rafts lipidiques ».
Avec le vieillissement, les modifications de la composition en cholestérol et en sphingolipide
de la membrane pourraient altérer I’organisation de ces rafts lipidiques a la surface de la
cellule T participant aux difficultés d’interaction avec la CPA, cet effet étant plus prononcé
pour les cellules T CD4+. La reconnaissance de 1’antigéne notamment la formation de la SI
est affectée par une diminution de la redistribution des protéines de signalisation clés [Tamir
et al. 2000, Garcia et al. 2001]. La baisse de mobilité de ces molécules est en partie due a
I’augmentation de la concentration de cholestérol de la membrane. L’augmentation du niveau
de glycosylation des macromolécules a la surface des cellules T (CD43, CD45) avec le
vieillissement, empéche 1’accolement des cellules du fait de I’encombrement stérique et de
leur charge négative. Le clivage de ces macromolécules peut restaurer des niveaux élevés de
réponses cellulaires T chez des souris agées [Akha et al. 2005]. La proportion de cellules

capables de former une SI est ainsi diminuée [Akha et al. 2005, Fulop T et al. 1999].

Les voies de co-stimulation de 1’allo-reconnaissance sont également altérées chez les sujets
agés. Les niveaux des molécules de co-stimulation CD28, CD40 et CD154 (CD40L) sont
réduits alors que le niveau de CTLA4 (CD152), qui a un effet inhibiteur sur I’activation T, est
augmentg.

On observe également des défauts de signalisation en réponse a certaines stimulations
antigéniques : diminution de la réponse calcique, anomalies des phosphorylations, de la
translocation des facteurs de transcription, de 1’activation de la PKC, de la production de
cytokines [Pawelec et al. 2008, Akha et al. 2005, Fulop et al. 2009]. Les altérations des
seconds messagers incluant 1’auto-phosphorylation de Lck et I’activation de ZAP-70 et de
LAT, entrainent une baisse des facteurs de transcription, essentiellement le NF-kB qui a un

role de pivot dans la régulation de la production de cytokines, expliquant en partie la
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diminution de production d’IL-2 et une altération de la prolifération [Ponnappan U et al.
1999, Simons K et al. 1997, He HT et al. 2005]. Ces changements des seconds messagers
peuvent étre liés a des changements liés a 1’age de I’activité des phosphatases par
modification du contenu lipidique des membranes cellulaires, ces modifications pouvant étre
reproduites dans les cellules T jeunes en augmentant le contenu en cholestérol de la
membrane.

En conclusion, le vieillissement immunitaire cellulaire est un état caractéris€ par une
altération des réponses immunitaires adaptatives vis-a-vis des nouveaux pathogeénes en
particulier intracellulaires. Il se caractérise par une accumulation par expansion clonale, de
cellules mémoires surtout cytotoxiques.

De ces données découlent certains marqueurs d’immunosénescence regroupés sous le concept
de « phénotype a risque immunologique » ou « immune risk phénotype » (« IRP »)

« L” IRP » est décrit comme une augmentation des cellules CD8+CD28-CD57+ (associées a
un portage chronique de CMV), un ratio CD4/CDS inférieur a 1, une diminution des réponses
prolifératives aux tests fonctionnels in vitro, et une sérologie CMV positive suggérant que la
stimulation antigénique chronique a CMV est la cause de ces changements liés a I’age [ Wikby
A et al. 2005]. L’IRP, associ¢ a une augmentation de I’IL-6 et a la présence d’une atteinte
cognitive, est un marqueur de mortalité et de fragilité [Olsson J et al. 2000, Wikby A et al.
2005].

1-5. Cytokines et vieillissement

Le profil des cytokines subit des modifications profondes au cours du vieillissement avec
augmentation, de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-13, TNFa, IFNy).
Ces  cytokines  pro-inflammatoires  favoriseraient  I’émergence  de  diverses
pathologies partageant une pathogénie inflammatoire, telles que la maladie d’Alzheimer, la
polyarthrite thumatoide et 1’athérosclérose [Aw D et al. 2007, Franceschi et al. 2000].

Ce statut « pro-inflammatoire » est prédictif de morbidité et de mortalité chez le sujet agé. Il

représente un des aspects fondamentaux de I’immunosénescence [Burkle et al. 2007].
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2- Aspects cliniques de I’immunosénescence

L’immunosénescence est impliquée dans la recrudescence des infections du sujet agé, dans
I’efficacité des vaccinations et probablement dans la transplantation.
Les perturbations de I’immunité sont également impliquées dans la recrudescence de cancers

chez le sujet par baisse de la « surveillance anti-tumorale » [Cogné 2005].

2-1. Immunosénescence et infection

Plusieurs études ont suggéré une association entre vieillissement immunitaire, morbidité et
mortalité infectieuse chez le sujet 4gé [Pawelec et al. 1999, Pawelec et al. 2008, Castle 2000].
Les infections des personnes agées sont plus séveres, souvent létales, les présentations
cliniques atypiques avec des symptdmes non spécifiques rendant le diagnostic difficile et
souvent retardé [Gavazzi et al. 2002, Ginaldi et al. 2001, Castle et al. 2000, Castle et al. 2005,
Fagnono et al. 1999].

Ce sont surtout les micro-organismes a développement intra-cellulaire et/ou qui font appel a
la protection par immunité cellulaire qui sont impliqués avec plus particulicrement des
réactivations d’infections chroniques virales (herpes virus, varicelle —zona- virus),
bactériennes (tuberculose), parasitaires ou mycosiques (candidose) et plus rarement
d’infections opportunistes [Cogné 2005, Aubert et al. 2009].

Les modifications de I’'immunité rendent plus difficiles la distinction entre tuberculose active
(primo-infection ou réactivation) et séquelles.

Les manifestations grippales peuvent étre plus séveres de méme que les infections
respiratoires qui augmentent en fréquence [Cogné 2005, Gavazzi et al. 2002]. Plus de 90%
des 10.000 a 40.000 déces attribués a la grippe aux USA surviennent chez des patients de plus
de 65 ans [Castle 2000]. Les infections bactériennes typiques comme les infections urinaires,
septicémies, endocardites, infections des tissus mous et de la peau sont également un
probléme fréquent dans cette population. Avec le vieillissement, les réponses immunitaires
contre les antigénes connus peuvent &tre conservées mais la capacité d’immunisation vis-a-vis
de nouveaux antigénes décline significativement expliquant la plus grande sensibilité aux
nouveaux pathogenes [Lesourd B 2004, Fulop et al. 2009, Katona et al. 2008].

Les centenaires en bonne santé semblent avoir des fonctions immunitaires relativement
préservées, plus proches de celles du systéme immunitaire de sujets jeunes [Franceschi et al.

1995].
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Le risque infectieux est également lié a I’état général du patient et a la présence de
pathologies multiples et intriquées telles que démence, dénutrition. La dénutrition et les
carences vitaminiques fréquentes chez le sujet agé¢ sont impliquées de facon nette dans la

survenue d’infections [Cogné 2005].

2-2. Immunosénéscence et immunopathologie ou impact des maladies chroniques du sujet 4gé

sur I’immunité

L’impact de la polypathologie, fréquente chez le sujet agé, est probablement plus important
que celui de I’'immunosénescence dans la fréquence et la gravité des épisodes infectieux du
sujet agé [Cogné 2005, High KP et al. 2004, Sehl ME et al. 2001]. La présence d’une ou deux
maladies chroniques (emphyseme, diabete, insuffisance rénale chronique) est associée a une
augmentation de 1’incidence des pneumonies a influenza virus de 40 a 150 fois [Burns et al.
1997]. L’étude de la charge des maladies chroniques sur ’immunité cellulaire T permet de
mettre en évidence une relation inverse entre immunité et polypathologie [Castle et al. 2005].
La dénutrition et les carences vitaminiques fréquentes chez le sujet 4gé sont impliquées de
facon nette dans la survenue d’infections [Lesourd 2004 (a), Lesourd 2004 (b), Cogné 2005].
La malnutrition protéino-énergétique touche en moyenne 50% des patients agés hospitalisés
et 15 a 40% des sujets agés vivant en EHPAD [Katona P et al. 2008]. Les cytokines pro-
inflammatoires produites par les macrophages au cours d’un épisode infectieux entrainent un
hypercatabolisme a 1’origine d’une dénutrition endogeéne par mobilisation des réserves
nutritionnelles de I’organisme (protéolyse, lipolyse, ostéolyse). Celles-ci ne seront pas
reconstituées en I’absence de régime hyperprotidique, hypercalorique chez un sujet déja
fragilisé [Lesourd B et al. 2004 (a,b), Moulias S et al. 2002, Cederholm et al. 1997].

Les carences en micro-nutriments ont également un role sur 'immunité. La vitamine A
permet le maintien de I’intégrité de 1’épithélium des tractus respiratoires et gastro-intestinaux.
La vitamine E est un anti-oxydant ayant un réle dans 1’épuration des radicaux libres [Lesourd
B 2004 (a,b), Traber MG et al. 2007]. La supplémentation en vitamine E in vitro et in vivo
restaure les déclins liés a 1’age de la fonction cellulaire T chez ’homme et la souris, en
réduisant les déficits liés de production d’IL2, de prolifération cellulaire T et en améliorant la
formation de la synapse immunologique [Meydani SN et al. 1990, Meydani SN et al. 1997,
Beharka et al. 1997, Wu et al. 1998, Marko MG et al. 2009]. La vitamine E intervient
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¢galement dans les évenements de signalisation proximaux notamment au niveau de la
protéine adaptatrice LAT dont les anomalies de phosphorylation lides a 1’age, apres
stimulation par un Ac anti-CD3 et anti-CD28, sont compensées par la vitamine E [Marko MG
et al. 2009]. La vitamine E jouerait également un réle de régulation dans les propriétés des
rafts lipidiques situés au niveau des membranes, elle constitue en cela un régulateur de la
fluidité membranaire [Atkinson et al. 2009]. Elle agit également comme régulateur de
I’expression des génes [Barella L et al. 2004]. Cette augmentation des fonctions immunes par
la vitamine E est associée a une amélioration significative de la résistance au virus influenza
chez les souris agées ainsi qu’a une réduction du risque d’infection des voies respiratoires
chez les résidents en EHPAD [Meydani SN et al. 2004, Meydani SN et al. 2005].

Les effets anti-microbiens de la vitamine D ont déja été documentés et le statut de carence en
vitamine D est connu pour étre associ€¢ a une susceptibilité¢ a 1’infection a Mycobacterium
tuberculosis [Liu PT 2006]. Une supplémentation en vitamine D permet de renforcer les
défenses immunitaires contre la tuberculose [Martineau et al. 2007]. La stimulation des Toll-
like récepteurs (TLR) sur les macrophages humains induit (1) une enzyme qui catalyse la
conversion de 25(0OH)Ds en 1,25(0OH),D; active, (2) I’expression du récepteur de la vitamine
D (VDR), (3) la production de cibles pertinentes situées en aval du VDR (incluant la
cathelicidine). La cathelicidine, peptide antimicrobien, est capable d’induire la destruction des
Mycobacterium tuberculosis intracellulaires [Liu PT 2006]. La vitamine D est donc un lien
clé entre I’activation des TLR et les réponses anti-bactériennes de I’immunité innée. Il est
possible que les variations dans la capacité a synthétiser de la vitamine D incluant les
polymorphismes du VDR puissent étre un facteur de susceptibilité a la tuberculose [Bornman
et al. 2004]. Les sérums d’individus américains noirs, connus pour avoir une plus grande
susceptibilité¢ a la tuberculose, ont des niveaux bas de 25-OH-vitamine D et une induction
moindre d’ARN messager de la cathélicidine, suggérant un lien entre TLR, vitamine D,
immunité innée médiée par la vitamine D et résistance de 1’hote. Ces données pourraient avoir
un intérét clinique surtout chez les sujets agés fragiles ayant des taux faibles de vitamine D
[Liu PT 2006].

Le zinc est un minéral essentiel a 1’état de traces dans I’organisme, et indispensable dans
I’activité de plus de 300 enzymes, dans la synthése et la dégradation des protéines, la
production d’ADN, la biosynthese de ’héme et le transport du dioxyde de carbone. Le déficit

en zinc réduit I'immunité non spécifique, incluant les fonctions des polynucléaires
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neutrophiles, des cellules NK et ’activité du complément. Il favorise la baisse du nombre de
lymphocytes T et B et altere I’hypersensibilité retardée, 1’activité cytotoxique et la production
d’anticorps [Katona P et al. 2008, Haase et al. 2009]. Une étude pilote récente d’une durée de
suivi de 12 mois, semble indiquer que la supplémentation en zinc chez le sujet 4gé diminue
I’incidence des infections [Prasad AS et al. 2007]. Ceci confirmerait les données de Meydani
et al. rapportant dans une étude observationnelle, une prévalence plus faible de pneumonies
dans une population agée présentant des taux normaux de zinc comparativement a une
population carencée [Meydani SN et al. 2007].

Enfin la carence en fer est associée a une baisse de 'immunité a médiation cellulaire et une
réduction des fonctions des polynucléaires neutrophiles avec baisse de [Dactivité

myéloperoxydase et antibactérienne [Katona P et al. 2008].

2-3. Vieillissement et vaccinations

Le vieillissement immunitaire est attesté par la diminution de la qualité des réponses immunes
avec 1’age apres vaccination.

La réponse vaccinale primaire, qui nécessite une immunité a médiation cellulaire intacte pour
permettre une réponse humorale, est clairement diminuée chez les sujets agés avec une
spécificité et une efficacité moindres des anticorps produits par rapport aux sujets jeunes [Aw
et al. 2007, Pawelec et al. 1999, Castle et al. 2000, Chen et al. 2009, Burns et al. 1997, Fulop
et al. 2009]. Cette diminution de la réponse aux nouveaux antigénes refléte a la fois une
diminution de la population résiduelle de cellules spécifiques de 1’antigéne mais aussi une
diminution de la capacité fonctionnelle des cellules T naives [Ginaldi et al. 2001]. Les
réponses vaccinales secondaires sont préservées avec cependant des durées de réponses
anticorps plus courtes que chez les sujets jeunes [Lesourd B 2004, Castle et al. 2000, Chen et
al. 2009]. Le nombre de cellules T CD28- est un élément prédictif des réponses humorales
défectueuses au vaccin antigrippal suggérant un impact négatif de ces cellules sur les réponses
vaccinales [Fulop et al. 2009, Ferguson et al. 1995, Goronzy et al. 2001, Saurwein-Teissl
2002, Trzonkowski et al. 2003]. De plus, les réponses cellulaires T permettent de mieux
corréler la protection vaccinale contre le virus de la grippe chez les sujets agés que les taux

d’anticorps [Chen et al. 2009, Fulop T et al. 2009]. L’ importance du statut nutritionnel dans
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I’intégrité de la réponse immune doit étre prise en considération chez les sujets agés. Plusieurs
essais basés sur la supplémentation expérimentale du régime avec un ou plusieurs nutriments
et vitamines ont démontré une amélioration de plusieurs parametres immunologiques [Fulop
T t al. 1999, Chandra et al. 1992]. Cependant d’autres études ne retrouvent pas de lien entre
réponse vaccinale et pathologie chronique ou dénutrition [Burns et al. 1997, Potter JM et al.
1999].

Une autre étude portant sur 154 sujets dgés montrait que les non répondeurs au vaccin
antigrippal étaient caractérisés par des niveaux ¢levés d’IgG anti-CMV, un pourcentage plus
important de cellules CD8+CDS57+CD28- (correspondant au profil de cellules apres
exposition au CMV), et des niveaux sériques ¢levés de TNFa et d’IL-6. Ainsi le statut
d’immunisation au CMV, provoquant une élévation du potentiel pro-inflammatoire pourrait
contribuer a I’absence de réponse au vaccin antigrippal [Trzonkowski et al. 2003].
Néanmoins, bien que Defficacité de la réponse anticorps paraisse altérée, 1’efficience
vaccinale clinique est attestée par de nombreuses études épidémiologiques et si la vaccination
antigrippale n’offre que 30 a 50% de protection contre la maladie, elle diminue le risque de
pneumonies de 50 a 60%, de mortalité¢ et complications séveres de 70% a 80% et I’incidence
des hospitalisations de 50 a 60% [Fulop T et al. 1999, Fulop T et al. 2009, Gross et al. 1995,
Jackson et al. 2006]. Dans une étude sur 3 ans ayant inclus plus de 75000 personnes agées
institutionnalisées, on notait une réduction de 46% de toutes les causes de mortalité chez les
individus ayant recu le vaccin antigrippal [Mulloly JP et al. 1994]. L’efficacité clinique du
vaccin est probablement liée a I’efficacité de destruction des cellules infectées par les
lymphocytes T cytotoxiques, la durée de cette activité s’avérant conservée chez des sujets
agés [Burns et al. 1997, Bernstein E et al. 1999]. Par ailleurs, la vaccination anti-grippale des
soignants permet de réduire significativement la mortalité¢ de personnes agées vivant en unités
de soins de longue durée comparativement aux personnels non vaccinés mais cette protection
est efficace si les résidents sont aussi vaccinés [Carman WF et al. 2000, Hayward et al. 2006].
La vaccination anti-pneumococcique est ¢galement considérée comme une stratégie efficace
pour diminuer la morbidité et la mortalité associée au pneumocoque et la couverture vaccinale
reste insuffisante en France [Fulop T et al. 2009, Gavazzi et al. 2007, Delelis-Fanien AS et al.
2009]. Cependant le vaccin actuellement disponible ne parait pas trés efficace sur le plan
immunologique dans la population la plus fragile avec peu d’études épidémiologiques sur son

efficacité. Il existe quelques arguments cependant pour dire que ce vaccin, s’il n’est pas idéal,
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confere, au moins au niveau des populations, une protection et un rapport coit-bénéfice
intéressant grace a une réduction suffisante des pneumonies invasives et de la mortalité

[Fisman DN et al. 2006, Fedson DS et al. 2004, Vila-Corcoles et al. 2009].

2-4. Immunosénescence et transplantation rénale

Les modifications du systéeme immunitaire liées a 1’age nécessitent une adaptation de
I’attribution du greffon et du traitement immunosuppresseur en fonction de 1’age avec une
surveillance rapprochée du patient. Les infections des patients transplantés rénaux de plus de
50 ans sont la premiére cause de mortalité¢ durant la premicére année représentant 40% des
déces [Martin et al. 2005] mais la transplantation chez les sujets agés offre une espérance de

vie et une qualité de vie supérieure a la dialyse [Jassal SV et al. 2003].

Les phénomeénes d’immunosénescence sont a 1’origine d’une diminution du risque de rejet
aigu et tardif chez les patients transplantés dgés [Martin et al. 2005, Jassal SV et al. 1997,
Bradley et al. 2002]. Cependant, la réduction d’incidence des rejets aigus ne s’applique pas
lorsque les greffons sont issus de donneurs 4gés comme le montre un essai clinique récent
retrouvant une augmentation de I’incidence des €pisodes de rejet aigu dans la période précoce
post-transplantation [Kasiske BL, et al. 2000]. L’age du receveur est un facteur indépendant et
puissant pour le développement de 1ésions chroniques du greffon avec un risque relatif de
rejet chronique de 1,67 aprés 65 ans [Meier-Kriesche et al. 2000]. Les changements
importants du systéme immunitaire pouvant augmenter 1’incidence du rejet chronique incluent
une augmentation des cellules T mémoires, un ratio CD4/CDS§ bas, une orientation de la
réponse TH1 vers la réponse TH2 avec un profil de cytokines inflammatoires [TNFa, 1L-4,
TGF-B-1 et IL-6], une augmentation de 1’activation des CPA, de I’expression de HLA-DR et
la production d’anticorps anti HLA du donneur. L’IL-4 peut également jouer un rdle
important dans le développement de 1’artériosclérose du greffon en stimulant la prolifération

des cellules musculaires lisses des vaisseaux [Martins et al. 2005].

Ce vieillissement immunitaire doit étre pris en compte dans la prise en charge des patients
transplantés agés ainsi que 1’age du donneur et du receveur dans le risque de rejet. En effet,

les greffons de donneurs agés sont considérés comme plus immunogéniques alors que les
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receveurs agés ont une réponse immunitaire diminuée. Ces données nécessitent d’adapter
dans le temps et dans la dose le traitement immunosuppresseur avec une surveillance

rapprochée du patient.

A T’avenir, I’individualisation d’un traitement immunosuppresseur et les interventions sur des
cibles sélectives associées a I'immunosénescence pourraient étre des stratégies prometteuses

pour améliorer la survie et la qualité de vie de la population transplantée agée.

2-5. Conclusion sur I’immunosénescence

En conclusion, le vieillissement immunitaire existe sous forme d’un remodelage complexe et
hétérogene affectant plus particulierement la réponse immunitaire cellulaire.

Les faits les plus marquants de ’immunosénescence sont des modifications des populations
lymphocytaires avec accumulation de lymphocytes mémoire occupant [’espace
immunologique, baisse des réponses prolifératives aux mitogénes et augmentation de la
production de cytokines pro-inflammatoires favorisée par I’augmentation de I’immunité innée
et par des infections persistantes comme le CMV, ce dernier ayant un réle probablement
majeur dans le vieillissement immunitaire [Schmaltz HN et al. 2005, Pawelec G et al. 2010,

Derhovanessian E et al. 2009, Moss P et al. 2010].

L’immunosénescence est probablement le résultat d’une stimulation antigénique chronique se
produisant tout au long de la vie, associant altération du répertoire T par diminution des
cellules naives et accumulation de cellules mémoires et, une baisse de réponse immunitaire
adaptée vis-a-vis des nouveaux antigenes.

Ainsi le bénéfice initial du systéme immunitaire visant a protéger 1’organisme contre des

agents extérieurs dangereux évolue avec 1’age en devenant délétere.

De nombreuses recherches restent a mener pour mieux appréhender les phénomenes qui
régissent ces modifications du systéme immunitaire afin d’¢laborer des stratégies préventives.
Les anomalies de I’immunité au cours du vieillissement sont décrites en détail dans I’article
de revue sur 'immunosénescence écrit durant ce travail de thése [Crétel E et al. Med Mal

Infect. 2010].
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Le but de cette these a été d’étudier les étapes précoces de 1’activation cellulaire T en amont
de la formation de la SI, de mettre au point un test d’évaluation de cette activation T et de

I’appliquer a I’analyse du déclin immunitaire chez le sujet agé.
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Résultats

B- RESULTATS

I- Les tests classiques de mesure de I’'immunité cellulaire

1- Mesure de la libération du calcium

La capacité d’activation cellulaire T peut étre mesurée par la montée du calcium
intracellulaire déclenchée par I’engagement du TCR. Les principales sondes utilisées pour
mesurer ce relargage sont le Fura-2 et I’Indo-1 dérivées d’un chélateur de calcium. Dans le
cas du Fura-2, la liaison du calcium avec la sonde entraine essentiellement un déplacement du
spectre d’excitation. L’émission de fluorescence du Fura-2 a 515 nm obtenue en réponse a
une excitation a 340 nm (Fs4) et 380 nm (Fig9) en présence et en absence de Ca®" se traduit
par une augmentation de Fs40 et une diminution a Figy. La mesure du rapport de fluorescences
Fs40/ F3g0 permet de calculer la concentration en Ca’'. Le Fura-2 et I’'Indo-1 possedent un fort
rendement quantique ce qui en fait des molécules de choix pour réaliser de 1’imagerie
calcique sur cellule unique. L’emploi de ces deux molécules nécessite des systemes de mesure
adaptés. Dans le cas de I’Indo-1, I’excitation se fait a une longueur d’onde et les fluorescences
émises sont séparées en deux faisceaux dont 1’un est filtré a 405 nm et 1’autre a 485 nm.

Les expériences réalisées en Fura-2 sont cependant limitées en rapidité en raison du
changement continu des filtres d’excitation. D’autre part les excitations aux courtes longueurs
d’onde provoquent des dommages sur certaines cellules.

Afin de surmonter ces deux inconvénients, des indicateurs fluorescents mono excitation/mono
émission, excitables dans le visible ont été synthétisés. Ces sondes sont le Fluo-3, le Fluo-4, le
Fura red, le Ca®" green et Ca®" orange. Ces molécules permettent de visualiser des cinétiques
rapides et facilitent le couplage avec des techniques électrophysiologiques. Cependant, les

. . . . , . +
sondes mono excitations ne permettent pas une calibration précise du [Ca].

L’utilisation de 2 sondes fluorescentes permet une mesure qualitative de ’activation cellulaire
T. Le principe consiste en une incubation de lymphocytes T avec la sonde Fura red-AM et la
sonde Fluo4-AM. La sonde Fura red-AM pénétre dans toutes les cellules ou une estérase
libere le Fura red qui donne une fluorescence rouge. De méme, le fluo4-AM n’est pas
fluorescent. C’est grace a sa partie estérifiée que la sonde peut passer les membranes

cellulaires. Dans les cellules, les estérases vont hydrolyser la liaison fluo4-AM, libérant la
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molécule de Fluo-4 qui donne une fluorescence verte. La fluorescence du Fura red diminue, et
celle du Fluo-4 augmente, lorsque la concentration du calcium augmente.

La concentration moyenne du calcium dans le cytosol des cellules est de I’ordre de quelques
dizaines de nM, cette concentration apres stimulation peut atteintre plusieurs microM.

La mesure de la libération du calcium est une technique délicate car c’est un événement
transitoire nécessitant une observation continue des cellules individuelles dont les réponses ne

sont pas synchronisées.

2- Phosphorylation de Erk

Les serine-threonine kinases Erkl et Erk2, ubiquitaires, ont été localisées dans les cellules
JURKAT et les lymphocytes T périphériques en 1993 avec la découverte de leur implication
dans ’activation cellulaire T, Erk2 étant prépondérante [Whitehurst et al. 1993]. L’activation
de la serine-threonine kinase Erk semble corrélée a une activation compléte des lymphocytes
T.

Apres stimulation par un Ac antiCD3 ou du PMA (un ester de phorbol), la phosphorylation de
Erk apparait aprés 2 minutes, atteint un niveau maximum a 5 minutes et persiste pendant 20
minutes [Whitehurst et al. 1993]. La voie Erk a un réle majeur d’amplificateur de ’activation
cellulaire T [Altan-Bonnet G et al. 2005].

La phosphorylation de Erk peut étre mise en évidence par la technique du transfert de
protéines (Western Blot) [Shan et al. 2001].

Cependant la mesure de I’expression de Erk est une technique longue, la fixation des cellules
peut s’accompagner d’artéfacts rendant cette mesure de 1’activation cellulaire délicate. Elle
nécessite des Ac anti-phospho Erk tres spécifiques avec le risque d’avoir du « bruit de fond ».
I1 faut donc utiliser des contrdles négatifs pour cette mesure dont la quantification qui consiste

a mesurer la fluorescence émise est fastidicuse.

3- Ftude de I’expression du CD69 et du CD25

La capacité de réponse cellulaire peut étre mesurée par 1’expression de marqueurs d’activation
comme le CD25 mais également le CD69 par cytométrie de flux [Fuhrmann S et al. 2008].

L’IL-2 exerce ses effets biologiques en se liant a un récepteur spécifique sur les lymphocytes
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T, dont 3 formes sont connues selon leur affinité a I’IL-2. Le récepteur de 1'lL-2 peut étre
composé de trois chaines polypeptidiques non liées de manicre covalente. La chaine o, la
premicre a avoir été découverte, est ’antigene CD25 (ou Tac). Elle a un poids moléculaire de
55kDa. C’est une sous-unité¢ de haute affinité du récepteur a 1I’'IL-2 (IL2-Ra) apparaissant
environ 24 heures apres le début de I’activation [Cotner T et al. 1983]. La chaine 3 a un poids
moléculaire de 75 kDa. La chaine y a un poids moléculaire de 55 kDa. L’association d’une, de
2 ou de 3 sous-unités différentes permet de moduler 1’affinité¢ au ligand et donc la réponse
cellulaire. Seuls les lymphocytes T activés expriment en plus grande quantité les sous-unités
o et B du récepteur. Seule la sous-unité y est produite de maniere équivalente au niveau des
lymphocytes T au repos ou activés.

Parmi les geénes induits durant la phase précoce de D’activation cellulaire T se trouve
également le géne de la molécule CD69. Le CD69 est une lectine, récepteur transmembranaire
de type II. C’est une glycoprotéine de 60 kDa et de structure dimérique synthétisée de novo et
exprimée apres activation lymphocytaire T avec une grande variété de stimuli comme les
anticorps antiCD3, antiCD2 ou la PHA.

Le CD69 est impliqué dans la prolifération lymphocytaire et fonctionne comme un récepteur
de transmission du signal, favorisant I’augmentation du calcium intracellulaire, 1I’expression
de la sous-unité a du récepteur a I’IL-2 (CD25), la synthése de différentes cytokines comme
I’IL-2, le TNF-a et I’IFN-y ainsi que la prolifération cellulaire [Lopez-Cabrera et al. 1993]. 1l
présente également des fonctions immunorégulatrices diverses [Sancho D et al. 2005]. 11
apparait environ 6-8 heures apres le début de 1’activation avec un maximum entre 12 et 18
heures.

La mise en évidence de 1’expression du CD25 et du CD69 peut se faire par cytométrie de flux.
Les lymphocytes T activés sont incubés avec des Ac monoclonaux spécifiques puis avec un
Ac de souris anti Ig couplé a un colorant type FITC. L’analyse est trés précise et permet de
déterminer exactement le type de cellules activées (CD4 plus souvent que CDS) si ces
lymphocytes sont T naifs, effecteurs ou mémoires.

Le CD25 peut étre scindé de la surface cellulaire et mesuré dans le sérum comme une forme
soluble de 45 kDa, dont les concentrations peuvent é&tre utilisées comme marqueur
d’activation cellulaire.

Elle peut également se faire par marquage immunofluorescent des cellules activées, déposées

sur des lamelles et fixées avec du formaldéhyde. Les cellules sont ensuite incubées avec un
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anticorps primaire antiCD69 ou antiCD25 puis avec un anticorps secondaire antilgG coloré
par de la FITC. Les cellules fixées sont ensuite observées au moyen d’une caméra a
fluorescence.

Cette technique est également longue, car il faut attendre un minimum de 12 heures pour

avoir un marquage suffisant.

4- Dosage de I’IL.-2

L’IL-2 est le produit final de 1’activation des lymphocytes T Helper et permet de stimuler leur
différenciation et leur prolifération, avec en particulier la synthése de cytokines par les
lymphocytes T CD4+ et la cytotoxicité des lymphocytes T CD8+.

Le dosage de L’IL-2 peut de faire dans le sérum ou plasma humain, ou dans le surnageant de
cultures cellulaires par la technique Elisa (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).

Le test décrit correspond au kit de dosage de I’1L-2 développé par Becton, Dickinson
Biosciences. Il utilise un Ac monoclonal spécifique de I’IL-2 humaine, attaché au fond de
puits de plaques de microtitration. Les échantillons sont ajoutés aux puits et I’'IL-2 présente se
lie aux Ac immobilisés. Les puits sont alors lavés et un conjugué peroxidase streptavidine
couplé a un Ac anti IL-2 humaine est ajouté, produisant un « sandwich Ac-antigéne-Ac ».
Les puits sont encore lavés et une solution de substrat TMB est ajoutée produisant une
coloration bleue proportionnelle a la quantité d’IL-2 présente dans 1I’échantillon initial. La
solution d’arrét (acide phosphorique) transforme la couleur bleue en jaune, et 1’absorbance
des micropuits est lue a 450 nm. Dans ce test, la densité optique lue a 450 nm correspond a un
dosage d’IL-2 en pg/ml.

L’IL-2 ne se retrouve dans les surnageants qu’environ 36 heures apres stimulation. Le dosage
ne donne pas d’indication au niveau des cellules individuelles. Cet inconvénient s’applique

¢galement au dosage des mRNA qui pourrait étre effectué plus tot.

5- Etude de la prolifération lymphocytaire

Elle permet d’évaluer la capacité de prolifération de lymphocytes en présence de mitogenes
spécifiques (tuberculine, candidine, antigéne tétanique) ou non (PHA, PKM, concavaline, Ac
antiCD3). Ils se réalisent sur les cellules mononuclées isolées du sang total par centrifugation

sur barriére de densité.
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Le test de prolifération initialement utilis¢ comme « gold standard » était le test de
prolifération lymphocytaire ou « test de transformation lymphoblastique » (« TTB »).

Ce test consistait a mettre des cellules a proliférer en présence de mitogenes pendant 72
heures a 37°C sous une amosphere de 5% de CO2. La thymidine tritiée ([3H]thymidine) dtait
ensuite ajoutée pendant une période de 6 a 18 heures. Elle était incorporée
proportionnellement a la synthése de DNA et I’évaluation se faisait par la mesure de la
radioactivité non précipitable. L’utilisation de la radioactivité, nécessitant des mesures de
sécurité approprices et réglementées, complique la réalisation de ce test.

La mesure de I’incorporation de thymidine peut étre remplacée par un test basé sur la mesure
de la fluorescence du CFSE.

Le CFSE est un colorant vital fluorescent qui se répartit de maniére homogene dans les
cellules. C’est une molécule contenant deux groupements acétate et un groupement
fonctionnel succinimidyl ester. Sous cette forme, il diffuse librement dans les cellules et n’est
pas fluorescent. Apres diffusion dans la cellule, les estérases intracellulaires clivent les
groupements acétate, convertissant le CFSE en un colorant tres fluorescent imperméable a la
membrane, retenu dans le cytoplasme sans affecter la fonction cellulaire. A chaque division
cellulaire, la fluorescence diminue de moiti¢ [Lyons AB et al. 1994, Lyons AB et al. 1999,
Lyons AB et al. 2000]. Cette technique permet la visualisation de 8 a 10 cycles de division
cellulaire par la cytométrie de flux.

Les cellules mononuclées obtenues grace a la méthode au Ficoll ou les lymphocytes T purifiés
sont préalablement marqués au CFSE puis incubés a 37°C dans un milieu riche en CO2
pendant 72 heures. Au bout de 72 heures, la prolifération est comptabilisée par 1’étude en
cytométrie de flux [Scheffold et al. 2000]. Le marquage avec des Ac monoclonaux
fluorescents spécifiques des antigenes de différenciation situés a la surface cellulaire permet
I’examen de la prolifération des différentes sous-populations lymphocytaires. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de cellules dont la fluorescence est diminuée, ce qui correspond
au pourcentage de cellules ayant subi au moins une division.

Cette technique remplace le test de prolifération mesurant I’incorporation de thymidine tritice.
Plusieurs études ont montré des taux de concordance €levés entre les deux tests [Angulo et al.

1998, Lyons AB. 1999, Moore et al. 2006, Milovanova TN et al. 2007].
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Les criteres de positivité de ce test font 1’objet de normes définies par notre laboratoire,

correspondant au pourcentage de cellules ayant proliféré :

- Ces normes ont ¢été définies dans notre laboratoire sur une population de 30 sujets sains
avec des résultats entre le 25™ et le 75" percentile respectivement a 57 et 78 % avec la
PHA soit un seuil de positivité a 57%. La médiane est a 70%.

~ Avec I’Ac anti-CD3 les résultats sont de 42 et 75% [25-75°™ percentile] avec une

médiane a 63,2% soit un seuil de positivité a 42%.

Le TTB a les inconvénients d’une durée de réalisation longue et de nécessiter beaucoup de
cellules et donc beaucoup de sang. Il faut attendre 3 jours pour obtenir les résultats. Pour ces
diverses raisons, méme s’il est ’examen de référence en clinique pour mesurer 1’activation

cellulaire T, ce n’est pas un examen de routine.

II- Mise en place de notre test

Comme nous 1’avons montré, la réalisation des tests classiques de mesure de 1’activation
cellulaire présente quelques inconvénients. Nous avons voulu mettre au point une méthode
quantitative et reproductible permettant d’évaluer la capacité d’activation des cellules T.

Le but de notre étude était :

1/ Analyser I’activation T sur un plan fondamental afin de distinguer les signaux émis apres
adhésion et aprés activation,

2/ de développer et de valider un test de mesure de la formation du contact entre des
lymphocytes T et des surfaces recouvertes d’anticorps activateurs des cellules T (Ac antiCD3)
et mimant partiellement la CPA de fagon qualitative ou quantitative,

3/ de comparer cette procédure a des tests immunologiques cellulaires conventionnels
classiques d’étude de la prolifération des lymphocytes T,

4/ finalement d’élaborer une nouvelle méthode d’exploration de la fonction des lymphocytes
T et de leurs anomalies lies a 1’age en exploitant cette procédure dans une population de
patients agés de 75 ans ou plus.

Cette étude a donc l’avantage d’associer recherche fondamentale et recherche clinique.
L’objectif clinique étant de mesurer I’immunité cellulaire pour évaluer 1’état immunologique

de sujets agés de maniére rapide et peu coliteuse.
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Dans un premier temps, nous avons mis au point la technique de recouvrement de lamelles de
verre (voir matériels et méthodes dans notre deuxiéme article et ci-dessous). Aprés mise au
point de cette technique sur des lignées de cellules leucémiques Jurkat, nous avons utilisé des
lymphocytes T humains purifiés a partir de poches sang provenant du centre de transfusion

sanguine.

Nous avons pu observer une bonne adhérence des cellules avec les Ac antiCD3 et antiHLA -
ABC présents et avec un contrdle négatif satisfaisant (IgG1).

Le contact entre les cellules et les lamelles de verre s’observe grace a la microscopie a
interférence réflexion (interference reflection microscopy).

Le contraste de réflexion est une technique de microscopie introduite dans le domaine de la
biologie cellulaire par Curtis [Curtis et al. 1964] sous la dénomination d'IRM et Bereiter-Hahn
sous le nom de RICM [Bereiter-Hahn et al.1979].

Elle permet d’observer le contact entre une cellule et son substrat sur une hauteur tres faible
(environ 100 nm) et de mesurer localement la distance cellule substrat avec une précision de
I'ordre de quelques nm. Le principe est bas¢ sur les interférences formées entre les rayons
lumineux réfléchis par I’interface verre-milieu et I'interface cellule-milieu. Les régions de

contact étroit apparaissent sous forme de taches noires.

Le contraste de réflexion a été initialement utilisé pour observer des images d’adhésion par
Curtis [Curtis et al. 1964]. 1l a permis ensuite 1’identification de contacts rapprochés et focaux
[Izzard et al. 1976]. 11 fut ensusite utilisé pour 1’évaluation quantitative des dynamiques de
membranes de monocytes durant leur contact précoce avec des surfaces adhérentes [Zidovska
et al. 2006, Pierres et al. 2008]. Le contraste de réflexion a également été utilisé¢ pour mesurer
de manicre qualitative I’interaction de lymphocytes T avec des surfaces activatrices [Dustin et

al. 1996, Bunnel et al. 2002].
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I11- Introduction au premier article

How Cells feel their environment: a focus on early dynamic events
E Crétel"***, A Pierres"**, AM Benoliel"**, P Bongrand"***

' Lab. Adhesion and Inflammation, INSERM UMR 600, Parc Scientifique de Luminy,
Marseille, France,

> CNRS UMR 6212,

3 Université de la Mediterranée,

* Assistance Publique — Hopitaux de Marseille. France

"Cellular and Molecular Engineering” (1:5-14, 2008)

I s’agit d’une revue de la littérature sur les mécanismes d’intégration des signaux
environnementaux par les cellules et le retentissement de ces signaux sur leur comportement.
En effet ’adhésion d’une cellule a une surface étrangére influence son comportement et en
particulier certaines fonctions comme la survie, la prolifération, la différenciation et la
migration. La complexité des molécules intervenant dans les phénomenes d’adhésion et en
particulier celles qui sont impliquées dans la réponse aux signaux environnementaux et les
cascades de signalisation déclenchées, rend I’étude de 1’adhésion et de ses conséquences
difficiles.

Une des stratégies pour observer les phénomenes qui déclenchent les modifications
comportementales d’une cellule apres le début de 1’adhésion, est d’étudier ce phénomene dans
les premiers instants qui suivent la rencontre entre une cellule et une surface.

Ainsi cette revue comprend essentiellement 3 parties avec d’une part la description de
quelques exemples de réponses cellulaires en fonction des propriétés du substrat sur lesquelles
elle sont déposées.

Dans une deuxieéme partie, nous rapportons le concept de lien entre la forme et I’organisation
du cytosquelette d’une cellule avec les signaux environnementaux ainsi que les choix
comportementaux de la cellule.

Enfin nous décrivons quelques résultats concernant la dynamique des membranes cellulaires,
comme base pour I’interaction entre une cellule et son substrat.

Cet article fait le lien avec notre second article qui décrit notre méthodologie d’étude du
contact entre une cellule T et des surfaces activatrices. Cette méthode, basée sur la microsopie
IRM, nous permet d’étudier en particulier les temps précoces du contact entre une cellule et la
surface sur laquelle elle est déposée.

Cet article constitue I’annexe 2.
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IV- Introduction au deuxiéme article

Early contacts between T lymphocytes and activating surfaces

E Crétel"***, D Touchard"**, AM Benoliel"*?, P Bongrandl’z’3’4’5

. 1,2,3
and A Pierres "~

" INSERM UMR 600, Laboratory Adhesion and Inflammation, Parc Scientifique de Luminy,
Case 937, 13288 Marseille Cedex 09, France

> CNRS UMR 6212, France

3 Aix-Marseille Universit’es, France

* Assistance Publique-Hopitaux de Marseille, France

J. Phys. Condens. Matter 22 (2010) 194107 (12pp)

Notre second article a permis d’exposer notre méthodologie et d’analyser le comportement
des cellules aux temps précoces, avant leur adhésion sur des surfaces recouvertes d’Ac
activateurs ou non. En effet les cellules sondent en permanence leur environnement, et
analysent les surfaces qui leur sont proches tant sur le plan biochimique que physique.

Les décisions d’une cellule sont basées sur la reconnaissance de ligands spécifiques par ses
récepteurs membranaires. Leur comportement dépend également des propriétés physiques des
surfaces sous-jacentes comme la dureté ou la rugosité [Pierres et al. 2009]. L’étalement d’une
cellule est un événement hautement significatif car des cellules étalées et arrondies peuvent
afficher des comportements trés différents [Pierres et al. 2002, Meyers et al. 2006, Neves et al
2008].

Les questions qui se posent sont :

1/ Quelle information est générée par I’interaction entre une cellule et une surface voisine ?

2/ Comment cette information se traduit-elle en cascades biochimiques intracellulaires ?

3/ Comment ces cascades sont-elles traduites en une décision comportementale ?

Les lymphocytes T circulent dans 1’organisme et scannent la surface des cellules qu’ils
rencontrent pour détecter la présence de fragments peptidiques étrangers liés aux molécules
du CMH des CPA [Bongrand et al. 1998]. Les mécanismes responsables de la génération d’un

signal apres interaction entre le TCR et son ligand sont partiellement compris [Smith-Garvin
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et al. 2009]. Ainsi, comparer les conséquences immédiates de ’interaction de lymphocytes T
avec des surfaces activatrices ou non, peut fournir un moyen utile de récolte des informations
et des décisions prises par ces lymphocytes T.

Dans cet article, nous présentons une description quantitative de ’interaction initiale entre des

lymphocytes T et des surfaces activatrices ou de controle.

Nous montrons que :

1/ des lymphocytes touchant une surface adhésive commencent a s’étaler apres un intervalle
de temps compris entre plusieurs dizaines de secondes et quelques minutes,

2/ durant cet intervalle, des ondulations verticales de la membrane semblent générer des
contacts transitoires avec les surfaces sous-jacentes,

3/ Apres cette période, I’aire de contact augmente régulierement de manicre linéaire avec un
taux d’environ 1,5 pm’s™ sur les surfaces activatrices et d’environ 0,2 pm?s” sur les surfaces
de contrdle soit entre 7 et 8 fois plus rapidement sur les surfaces activatrices (recouvertes
d’Ac antiCD3).

Paralléelement a ’extension latérale de la cellule sur la surface, la distance entre la membrane
cellulaire et la surface diminue progressivement.

L’hypothése avancée, est que la décision cellulaire de s’étaler rapidement sur les surfaces
activatrices résulte de I’intégration de 1’information fournie par les contacts transitoires avec
la surface, générés par les ondulations de la membrane pendant une période d’environ 1
minute.

Cet article constitue I’annexe 3.
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V- Introduction au troisiéme article

A new method for rapid detection of T lymphocyte decision to proliferate after
encountering activating surfaces

Elodie Crétel™™ ¢, Dominique Touchard ** ¢, Pierre Bongrand® ™ and Anne Pierres™ > ¢

* INSERM UMR 600, Lab Adhésion et Inflammation, Parc Scientifique de Luminy, Case
937, 13288 Marseille Cedex 09, France. http://lai.sciences.univmed.ft.

® CNRS UMR 6212, Lab Adhésion et Inflammation.

¢ Assistance Publique - Hopitaux de Marseille,

4 Université de la Mediterranée

Une des étapes critiques dans la réponse adaptative est la décision d’un lymphocyte T d’initier
une activation apres la rencontre avec une CPA. Les tests de prolifération lymphocytaires,
classiquement utilisés pour mesurer cette activation cellulaire nécessitent plusieurs jours pour
étre réalisés. L’analyse des marqueurs précoces d’activation est rendue difficile par la
complexité des cascades de signalisation.

Dans cette étude, nous analysons le contact de lymphocytes T avec des surfaces recouvertes
d’Ac activateurs (Ac antiCD3) ou non (Ac antiHLA), en microscopie IRM.

Apres des dilutions successives des Ac antiCD3, nous montrons que la zone de contact
formée 15 minutes aprés le contact initial entre des lymphocytes T et des surfaces
potentiellement activatrices est fortement corrélée aux réponses prolifératives mesurées avec
le test de prolifération lymphocytaire standard au CFSE, réalisé¢ 3 jours apres le dépot de
lymphocytes T sur des surfaces recouvertes avec les méme dilutions d’Ac antiCD3.

L’étude du contact entre une cellule T et des surfaces activatrices pourrait s’avérer €tre une
méthode simple et utile d’exploration précoce de I’activation de lymphocytes T en pratique
clinique.

Cet article est en cours de soumission au journal of immunology

Il constitue ’annexe 4.
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VI- Résultats non publiés sur la partie fondamentale

1- Etude des marquages cellulaires avec Ac phosphorylés de la chaine de signalisation apres

engagement du TCR

La mise en place de notre méthode d’étalement cellulaire permet la réalisation de marquages
cellulaires dans le but d’étudier la phosphorylation de certaines protéines des différentes
chaines de signalisation aboutissant a 1’activation cellulaire T.

Plusieurs anticorps permettant de comparer la fluorescence émise lorsque les cellules sont
déposées sur des lamelles recouvertes d’Ac antiCD3 ou d’Ac antiHLA ont été testés.
L’objectif de cette étude était de comparer la signalisation induite par I’adhésion a celle

induite par I’activation T complete.

1-1. Matériels et Méthodes

1-1-1. Obtention du sang et séparation des lymphocytes

Les lymphocytes T ont été obtenus a partir de sang périphérique provenant de poches de sang
fournies par la banque du sang.

Des cellules mononuclées étaient d’abord isolées par centrifugation dans une solution de
gradient de densité (Lymphocyte Separation Medium, Eurobio, Les Ulis, France) en suivant
la technique standard.

Afin de prévenir I’activation cellulaire, les lymphocytes T étaient isolés par sélection négative
en utilisant une colonne de séparation de triage de cellules magnétiques (MACS) (Miltenyi
Biotec France, Paris). Le principe était d’incuber les cellules mononuclées avec des Ac
antiHLA-DR conjugués a des microbilles magnétiques qui marquent les cellules B, les
cellules dendritiques, les macrophages et les polynucléaires. La colonne placée, dans un
champ magnétique, ne laissait s’écouler que les cellules non marquées. L’analyse
cytofluorométrique des cellules s’écoulant par la colonne montrait qu’il s’agissait de
lymphocytes CD3+ dans 90 a 95% des cas et de lymphocytes NK dans 5-10%.

Dans d’autres manipulations, les cellules non-T étaient indirectement marquées par un
cocktail d’Ac conjugués a de la biotine et de microbilles anti-biotine comme second réactif
Pan T cell isolation kit II, Miltenyi Biotec) permettant ’obtention de plus de 98% de
lymphocytes CD3+.
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1-1-2. Préparation des surfaces

Des lamelles en verre (24x24 mm) étaient nettoyées pendant 4 heures dans de [’acide
sulfurique (Sigma) puis rincées a I’eau courante puis a 1’eau distillée et séchées a 65°C.

Les lamelles propres étaient ensuite silanisées avec du 3-aminopropyl triethoxysilane (Sigma-
Aldrich) pendant 4 min a 4°C, rincées dans un tampon de sels de phosphate (PBS) et incubées
avec de la glutaraldéhyde a 1% pendant 30 min a température ambiante.

Les lamelles étaient ensuite recouvertes avec des Ac a la concentration de 10 pg/ml pendant 2
heures (CD3, HLA-ABC, IgG1, Pharmingen). Les lamelles étaient finalement rincées au PBS
puis recouvertes de 0,1 M d’éthanolamine pendant 30 min.

Ces lamelles étaient ensuite placées dans des chambres en acier et en téflon afin d’étre

observées en microscopie a interférence reflexion.

1-1-3. Anticorps utilisés

Les Ac suivants dtaient utilisés pour recouvrir les lamelles : anti-CD3 (UCHT1, Beckman
Coulter, Immunotech), anti-HLA-ABC (Beckman Coulter, Immunotech), contrdle isotypique
IgG1 (679.1Mc7, Immunotech, isotype IgG1).

Les Ac utilisés pour réaliser les marquages cellulaires étaient les suivants :

Anticorps de lapin antiphospho-p44/42 MAPK(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E),
antiphospho-ZAP-70 (Tyr319)/syk(Tyr352), antiphospho-ZAP-70 (Tyr493), antiphospho-
PLCy1(Ser1248) et antiphospho-c-Jun (Ser63)II (Cell Signaling Technology, Boston MA),
Ac de lapin anti p-Lck (Tyr 192/Ser194)-R :sc-28445-5, anti p-PKCO (Ser676) :sc-101779,
anti p-Vav (Tyr174)-R :sc-16408-R (Santa Cruz Biotechnology, Inc), sonde Alexa Fluor 488
dirigée contre le fragment (Fab’), d’IgG antilapin (Alexa fluor 488 F(ab’)2 fragment of goat
antimouse [gG(H+L) (Invitrogen).

Pour le marquage avec 1I’Ac antiCD69 ont été utilisés I’Ac antiCD69 a 0,2 mg/ml (Beckman-
Coulter) et le Zénon Alexa Fluor 488 mouse IgG1 (Invitrogen).

1-1-4. Marquages intra-cellulaires et membranaires

Les lymphocytes T isolés a partir de cellules mononuclées obtenues a partir du sang

périphérique étaient déposés a 37°C sur les surfaces recouvertes d’Ac anti-CD3 ou anti-HLA-
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ABC a l’intérieur de chambres constituées d’acier et de téflon.

Les cellules adhérentes €taient ensuite rincées avec du PBS puis fixées avec une solution de
PFA glacée a 2%, 1 mM glucose dans du PBS pendant 20 minutes (min) a 4°C.

Apres lavage au PBS glacé, les cellules étaient perméabilisées avec du Méthanol glacé a
100% pendant 10 min a -20°C. Les chambres étaient ensuite lavées avec du PBS et les
cellules bloquées avec une solution de BSA a 1%, de Triton X-100 a 0,3% pendant 60 min a
T°C ambiante.

Apres avoir enlevé ce tampon de blocage, I’Ac dilué dans le tampon de dilution (PBS, 1%

BSA et Triton X-100 a 0,3%) était appliqué sur les échantillons pendant la nuit a 4°C.

Les chambres étaient ensuite rincées au PBS puis on appliquait la sonde Alexa 488 (Fab’)?
goat antirabbit IgG a 2 pg/ml (Concentration a 2 mg/ml soit une dilution au 1/1000) dans le
tampon de dilution (PBS, 1% BSA et Triton X-100 a 0,3%) pendant 2 heures a T°C ambiante,
dans I’obscurité.

Les lamelles étaient de nouveau rincées avant d’étre observées avec un microscope Axiovert
200 M inversé (Zeiss) muni d’un objectif spécial (Antiflex) et les images étaient acquises par
une caméra cooled triCCD C7880 (Hamamatsu, Japon) en utilisant le logiciel Aquacosmos.
L’analyse de la fluorescence était faite avec le logiciel Image J. Les images observées en
visible permettaient de définir les contours de la cellule et la fluorescence moyenne ¢tait
comptabilisée (apres soustraction du background) sur la mesure de la fluorescence d’environ
100 cellules.

Pour le marquage membranaire avec I’Ac antiCD69, la procédure consistait a marquer
directement I’Ac antiCD69 dilué au 1/10°™ avec un réactif spécifique des IgGla (Zénon™)
Cette solution était déposée durant 1 heure sur les cellules T ayant adhéré pendant 18 heures a
la fois sur une lamelle recouverte d’Ac antiCD3 et sur une lamelle recouverte d’Ac antiHLA-
ABC. Les cellules T ¢étaient ensuite fixées avec un mélange de paraformaldéhyde a 2% et de
glucose a ImM pendant 20 min a 4°C. Les lamelles étaient ensuite rincées abondamment au

PBS.
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1-2. Résultats

1-2-1. Marquages avec Ac antiphospho-p44/42 MAPK(Erk1/2)

Le marquage avec 1’ Ac antiphospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) était positif sur les lamelles CD3

et négatif sur les lamelles HLA ce qui en faisait un bon témoin de I’activation cellulaire T

[Figure 19].
b c

Figure 19 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par I’ Ac anti-p-Erk aprés un temps

d’adhésion de 30 minutes (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA-ABC et (c) sur une

lamelle CD3 avec la sonde alexa 488 (Fab’)2 goat antirabbit IgG seule (témoin négatif).

L’étude de la cinétique de Erk permettait d’objectiver un pic de fluorescence aprés 5 minutes
d’adhésion, une stagnation jusqu’a 30 minutes puis une décroissance nette de la fluorescence

apres une adhésion de 60 minutes [Figure 20].

cinétique de fluorescence Erk1/2
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Figure 20: Etude de la fluorescence de Erk en fonction du temps d’adhésion des cellules T purifiées,
fixées et marquées (5, 15, 30 et 60 min) sur des lamelles coatées avec 1’Ac antiCD3 et I’Ac antiHLA-

ABC.
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L’étude de la fluorescence des cellules T purifiées, fixées et marquées par I’ Ac anti-phospho-
Erk en fonction des dilutions d’Ac antiCD3 sur la lamelle coatée permettait d’objectiver une
décroissance de la moyenne de fluorescence avec les dilutions. Cette décroissance était encore
plus importante lorsque la médiane de fluorescence était calculée. On observait alors une

cassure nette entre la dilution du CD3 au 1/10°™ et au 1/20° [Figure 21].
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Figure 21 : Etude des moyennes et médianes de fluorescence de Erk selon les dilutions de CD3, les

résultats de la fluorescence sur HLA-ABC et du témoin négatif sont également présentés.

1-2-2. Marquages cellulaires avec I’Ac antiphospho-ZAP-70

Le marquage avec 1I’Ac antiphosphoZAP-70 permettait la mise en évidence de fluorescences

identiques que les cellules soient déposées sur CD3 ou HLA-ABC [Figure 22].

a b
Figure 22 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par 1’Ac anti-p-ZAP-70 (Tyr493)

apres un temps d’adhésion de 15 minutes (a) sur une lamelle CD3 et (b) sur une lamelle HLA-ABC.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 81/155
12 novembre 2010



Résultats

1-2-3. Marquages cellulaires avec I’Ac antiphosphoLck

Le marquage par 1’Ac antiphosphoLck était plutot de répartition membranaire [Figure 23].

a b c

Figure 23 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par 1’Ac anti-p-Lck aprés un temps

d’adhésion de 5 minutes (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA-ABC et (¢) sur une lamelle
CD3 avec sonde alexa 488 (Fab”)2 goat antirabbit IgG seule (témoin négatif).

On ne notait pas de différence en terme de moyenne de fluorescence du marquage des cellules

déposées sur les lamelles CD3 et sur les lamelles HLA-ABC [Figure 24].

Moyenne Fluorescence Lck a 5 mn
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Figure 24 : Etude de la fluorescence de Lck des cellules T purifiées fixées et marquées par I’ Ac anti-
p-Lck apres un temps d’adhésion de 5 min.
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1-2-4. Marquages avec I’Ac antiphosphoPKC0

Le marquage par I’ Ac anti-p-PKC0 était plutot distribué sous forme de mottes a I’intérieur de

la cellule [Figure 25].

a b c

Figure 25 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par 1’Ac anti-p-PKCO aprés un

temps d’adhésion de 30 min (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA-ABC et (¢) sur une
lamelle CD3 avec un marquage isolé par la sonde alexa 488 (Fab’)2 goat antirabbit IgG (témoin

négatif).

On ne notait pas de différence en terme de moyenne de fluorescence du marquage des cellules

déposées sur les lamelles CD3 et sur les lamelles HLA-ABC [Figure 26].

Moyenne fluorescence PKC a 5 et 30 mn
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Figure 26 : Etude de la fluorescence de PKCO des cellules T purifiées fixées et marquées par 1I’Ac
anti-p-PKCO aprés un temps d’adhésion de 5 et 30 min sur des lamelles recouvertes avec 1’Ac
antiCD3 ou antiHLA-ABC et sur une lamelle CD3 avec un marquage isolé par la sonde alexa 488

(Fab”)2 goat antirabbit IgG (témoin négatif).
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1-2-5. Marquages avec Ac antiphospho-Vavl

Le marquage avec I’Ac anti-p-Vav1 objectivait des fluorescences identiques sur CD3 et HLA-

ABC [Figures 27 et 28].

a b
Figure 27 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par I’Ac anti-p-Vavl aprés un

temps d’adhésion de 15 min (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA.

La fluorescence était plus faible a 5 qu’a 15 minutes d’adhésion des cellules T mais identique

entre HLA-ABC et CD3 [Figure 28].
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Figure 28 : Etude de la fluorescence de Vav-1 des cellules T purifiées fixées et marquées par I’Ac

anti-p-Vavl aprés un temps d’adhésion de 5 et 15 min sur des lamelles recouvertes avec des Ac anti-

CD3 ou anti-HLA-ABC.
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1-2-6. Marquages avec Ac antiphospho-PLCy1

Le marquage était plutot de distribution membranaire [Figure 29].

a b c
Figure 29 : Marquage des cellules T purifies, fixées et par I’Ac anti-p-PLCyl, aprés un temps
d’adhésion de 30 minutes (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA-ABC et (c) sur une

lamelle CD3 avec un marquage isolé par la sonde alexa 488 (Fab’)2 goat antirabbit IgG (témoin

négatif).

La moyenne de la fluorescence des cellules T marquées avec 1I’Ac antiphospho-PLCyl,

déposées sur les lamelles CD3 était le double de celle des cellules T déposées sur des lamelles

HLA-ABC [Figure 30].
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Figure 30: Etude de la fluorescence de la phosphoPLCyl1 des cellules T purifiées fixées et marquées
par I’Ac anti-phospho-PLCy1 aprés un temps d’adhésion de 5 et 30 min sur des lamelles coatées avec

I’Ac antiCD3 et I’Ac antiHLA-ABC
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1-2-7. Marquages avec I’Ac anti-p-C-Jun phosphorylé

La fluorescence avec 1’Ac C-Jun phosphorylé était plus franche sur CD3 que sur HLA [Figure
31].

a b

Figure 31 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par I’Ac anti-p-c-JUN aprés un

temps d’adhésion de 15 minutes (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA-ABC.

Comme pour le marquage de la PLCyl, La moyenne de la fluorescence des cellules T
marquées avec 1’Ac anti-p-C-Jun, déposées sur les lamelles CD3 était le double de celle des

cellules T déposées sur des lamelles HLA-ABC [Figure 32].
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Figure 32 : Etude de la fluorescence de C-Jun des cellules T purifiées fixées et marquées par I’Ac
anti-C-Jun apres un temps d’adhésion de 5 et 15 min sur des lamelles recouvertes avec les Ac anti-
CD3 ou anti-HLA-ABC.
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1-2-8. Marquages avec I’Ac anti-CD69

Le marquage avec I’Ac antiCD69 réalisé 18 heures apres le dépot des cellules était franc sur

les lamelles CD3 et négatif sur les lamelles HLA-ABC comme le montre la figure 33.

a b c

Figure 33 : Marquage des cellules T purifiées, fixées et marquées par I’Ac antiCD69 apres un temps
d’adhésion de 18 heures (a) sur une lamelle CD3, (b) sur une lamelle HLA-ABC, (¢) image en

microscopie IRM des cellules étalées du la lamelle HLA.

2- Etude de la réversibilité du signal induit par I’Ac antiCD3

2-1. Matériels et méthodes

Le but de cette manipulation était de voir si I’activation cellulaire T est réversible.

Le principe était de déposer les cellules sur une lamelle recouverte d’Ac antiCD3 pendant un
certain temps puis de les décoller et de les recoller sur une lamelle recouverte d’Ac anti-HLA
pendant 15 minutes. Pour les décoller, on procedait a plusieurs ringages toniques de la
chambre a la pipette avec du PBS et on collectait le liquide de ringage dans un eppendorf.
Puis on centrifugeait les cellules et on récuperait le culot de cellules avant de les redéposer sur
la lamelle HLA.

On réalisait ensuite un marquage de ces cellules avec I’ Ac antiphospho-Erk afin de voir le

degré d’activation cellulaire.
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En parallele, on utilisait un systetme de contrdle positif en déposant des cellules sur une
lamelle « CD3 » (15 mn) et un systeme de contrdle négatif en déposant des cellules sur une

lamelle « HLA » (15 mn) avec également un marquage avec 1’ Ac antiphospho-Erk.

2-2. Résultats et discussion

Apres une adhésion des cellules sur des lamelles CD3 de 3 a 20 minutes, avant de les
redéposer sur HLA, le marquage Erk est négatif. Les cellules redéposées sont cependant
fluorescentes sur le témoin positif (CD3) et non fluorescentes sur le témoin négatif (HLA).

A partir de 30 minutes de temps d’adhésion sur CD3, quelques cellules redéposées sur les
lamelles « HLA » sont franchement fluorescentes. Ces expériences ne permettent pas encore
de déterminer le temps nécessaire pour que la cellule initie le processus d’activation, et pour
que cet engagement devienne irréversible.

Mais cette technique de décrochage est peut-étre traumatisante pour les cellules. Donc pour
confirmer ces résultats, nous envisageons de fabriquer des surfaces dissociables par des

procédés moins agressifs pour la cellule.

3-Principe du micropatterning

La mise en place de notre méthode d’étalement cellulaire permet grace a la réalisation de
tampons, de créer des zones recouvertes d’Ac différents et de suivre le comportement des

cellules.

3-1. Matériels et méthodes

3-1-1 Fabrication des tampons de PDMS

La fabrication de ces tampons a été réalisée avec le Dr Kheya Sengupta et Sophie Massou
dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire du CINaM-CNRS (UPR3118) a
Marseille a la faculté de Luminy.

La fabrication des surfaces micropatternées se fesait a partir de tampons en PDMS. Le
moulage du PDMS s’effectuait a partir de substrat de silicium recouvert de résine.

L’irradiation de la résine par des rayons ultraviolets a travers un masque permettait la
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réalisation du moule de silicium. Le PDMS déposé sur ce moule formait un tampon [figure

34].

PDMS : PolyDiM¢thilsiloxane

Insolation de Développement Résine apres Gravure Dissolution résine Moulage timbre

la résine de la résine développement

Figure 34 : fabrication des tampons de PDMS

3-1-2 Fabrication des surfaces micropatternées

La fabrication de surfaces micropatternées se faisait a partir des tampons de PDMS recouverts

d’une solution de BSA-Biotine [figure 35].
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Figure 35 : Fabrication des surfaces micropatternées

Des lamelles en verre (24x24 mm) dtaient nettoyées pendant 4 heures dans de 1’acide
sulfurique (Sigma) puis rincées a 1’eau courante puis a 1’eau distillée et séchées a 65°C.

Les lamelles propres étaient ensuite silanisées avec du 3-aminopropyl triethoxysilane (Sigma-
Aldrich) pendant 4 min a 4°C, rincées dans du PBS et incubées avec de la glutaraldéhyde a

1% pendant 30 min a température ambiante.
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Les tampons de PDMS, conservés dans de 1’eau déionisée, étaient séchés a 1’air comprimé
puis immergés dans de la BSA-biotine a une concentration de 1 mg/ml a température
ambiante pendant 15 min. Les tampons étaient de nouveau séchés a I’air comprimé puis
appliqués sur la lamelle de verre silanisée pendant 2 min en exergant une légere pression.

La lamelle était ensuite placée dans la chambre et recouverte d’Ac anti-HLA-ABC a la
concentration de 10 pg/ml pendant 2 heures puis rincée avec du PBS. Enfin, la lamelle était
saturée avec de la BSA a 0,1 mg/ml pendant 20 min. De ’avidine fluorescente (par exemple
de la streptavidine Alexa 488 nm) était ensuite déposée a la concentration de 0,1 mg/ml
pendant 20 min. La lamelle était de nouveau rincée au PBS avant de rajouter de IgG1-biotine
a 10 pg/ml pendant 20 mn et de nouveau rincer avec du PBS et de saturer avec de la BSA a

0,1 mg/ml pendant 20 min. Les cellules étaient ensuite déposées pendant 20 min.

3-2. Résultats et discussion

Pour tester la faisabilité de cette technique, nous avons choisi des moules présentant des
lignes de 10um de largeur couverts d’Ac antiHLA-ABC, intercalés avec des lignes de 50pum
recouverts d’Ac antilgG1.

Les cellules observées apres 20 min de dépdt, adheraient plus volontiers dans les lignes non
fluorescentes recouvertes d’Ac avec environ 70% de cellules observées dans les lignes

[Figure 36].

a b

Figure 36 : a/ Image en fluorescence du timbre utilisé. Les lignes fluorescentes correspondent a la
surface passive, les lignes noires a la surface active recouverte d’Ac antiHLA-ABC.

b/ Image en IRM de l'image a apres addition de cellules T purifiées adhérant sur des surfaces
micropatternées préparées selon la technique décrite.
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Une autre expérience préliminaire a été réalisée en appliquant de 1’avidine non fluorescente et
un Ac marqué avec une sonde fluorescente, par exemple le CD11aFITC [Figure 37].
Dans cette manipulation, des cellules T provenant de la lignée Jurkat ont été utilisées.

Les cellules s’alignaient le long des lignes fluorescentes avec 90% des cellules, situées dans

ces lignes.

a b

a’ b’
Figure 37 : a et a’/ Images en fluorescence du timbre utilisé. Les lignes foncées correspondent a la
surface passive, les lignes fluorescentes a la surface active recouverte d’Ac antiCD11aFITC.
b et b’/ Image en IRM des images a et a’ aprés addition de cellules T purifiées adhérant sur des

surfaces micropatternées préparées selon la technique décrite. Les cellules se déposent le long des
lignes.
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3-4 Discussion :

Les surfaces synthétiques recouvertes de ligands immobilisés ont déja été utilisées pour
mesurer certaines fonctions cellulaires comme 1’adhésion et la migration [Koo L et al. 2002,
Jiang X et al. 2005], le rassemblement de récepteurs [Wu et al. 2004], la différenciation
[McBeath et al. 2004] de méme que la vie ou la mort cellulaire [Chen et al. 1997].

A TD’échelle nanométrique, ces systémes ont ¢été utilisés pour décortiquer les rodles
physiologiques de la synapse immunologique [Mossman KD et al. 2005, Doh J et al. 2006] ou
la fonction des intégrines [Arnold M et al. 2004].

Mossman et al. ont utilisé des surfaces nanopatternées correspondant a une bicouche lipidique
fluide déposée sur un substrat de silice. Le mouvement des molécules possible dans la
bicouche lipidique est bloqué par des barrieres mécaniques imposant ainsi des contraintes
dans la formation de la synapse. En reconstituant une présentation spatiale de ligands connus
ou en controlant leur mobilité, la géométrie de la synapse qui en résulte peut étre
reprogrammeée [Mossman KD et al. 2005].

Le modele de Doh J et al. est basé sur surfaces recouvertes d’Ac dirigés contre la chaine
CD3e du TCR, utilis€és comme des substituts du p-MHC, ligands naturels du TCR, entourés
de molécules ICAM-1 (intercellular adhésion molécule-1) [Doh J et al. 2006]. Cela permet de
court-circuiter la spécificité¢ antigénique dans les interactions TCR-pMHC. De plus c’est une

stratégie fréquemment utilisée pour déclencher la signalisation du TCR [Lee KM et al. 1998].

Notre modele, a I’échelle micrométrique, peut permettre d’observer le comportement de
cellules sur des surfaces différentes. Les étapes préliminaires montrent que les cellules
adherent préférentiellement le long des zones couvertes d’anticorps spécifiques.

Ce modele ouvre la voie a d’autres manipulations. La corrélation avec 1’activation peut étre

mesurée avec 1’étude du calcium ou par le marquage avec 1’Ac anti-p-Erk.

VII- Revue sur I'immunosénescence

Dans le cadre de ce travail de thése, un article de revue sur 'immunosénescence a pu étre
réalisé. Il reprend les données exposées en premicre partie de ce manuscrit.

Cet article contitue I’annexe 5.
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VIII- Etude de faisabilité de ’application clinique

Au cours de ce travail de these, a été débutée une étude de recherche clinique afin de tester la
faisabilité de mise en place d’un test rapide de mesure de I’immunité cellulaire.

Nous rapportons ici les différentes étapes de cette étude, en particulier la justification de notre
recherche telle qu’elle a été formulée auprés du promoteur de cette recherche (Assistance
Publique des Hopitaux de Marseille).

Cette ¢tude a regu 1’approbation d’un comité d’éthique et a démarré en 2009. Les inclusions

de patients doivent se terminer fin 2010.

1- Justification de notre recherche

Comme nous ’avons vu, le déclin des fonctions lymphocytaires T a été proposé comme le
déficit central de I’immunosénescence [Akha et al. 2005, Marko et al. 2007] mais si
I’immunité a été largement étudiée au cours de I’immunosénescence, nous disposons de peu
d’études comparatives prospectives avec des sujets agés pathologiques.

Il y a quelques années, plusieurs travaux ont montré que la jonction spécialisée entre le
lymphocyte T et la CPA, appelée “synapse immunologique” constituait une étape importante
de I’activation lymphocytaire T [Monks et al. 1998, Revy et al. 2001]. Avec la formation de la
SI, le TCR initialement a 1’extérieur de la synapse est transporté au centre dans la c-SMAC
tandis que LFA1 initialement au centre est transporté a 1’extérieur pour former la p-SMAC,
aboutissant a la formation de la synapse dite « mature » [Grakaoui et al. 1999].

Si dans les premiéres études, la formation de la SI semblait étre une étape clé dans I’activation
lymphocytaire T [Monks et al. 1998, Revy et al. 2001, Marko et al. 2007], des résultats
récents suggerent que les événements d’activation sont déclenchés avant la formation de la
synapse par la formation de « microclusters » de TCR qui vont se concentrer ultérieurement
dans la c-SMAC ou ils subiront une endocytose [Purtic et al. 2005, Saito et al. 2006, Varma et
al. 2006]. Ainsi la synapse dite « mature » semble plus importante pour la régulation que pour
le déclenchement des événements de signalisation qui se situent en amont de la formation de
la synapse [Purtic et al. 2005, Saito et al. 2006].

D’importantes études dans les modéles murins ont révélé que la proportion de cellules T CD4
et CDS capables de former des synapses immunologiques décline avec I’age chez les souris. 11
semblerait que les lymphocytes T de souris agées différent de ceux des souris plus jeunes

dans les étapes précoces d’interactions avec la CPA [Garcia et al. 2001, Akha et al. 2005].
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L’age est également associé¢ a une dysrégulation du cytosquelette. En effet il a été montré une
réduction de la capacité des lymphocytes T CD4 a former des pseudopodes en réponse a une
stimulation par le TCR et des altérations dans la localisation des composants du CD3 dans les
fractions du cytosquelette a la fois avant et apres stimulation. Les éléments du cytosquelette
sont également impliqués dans la relocalisation du CD43 & Dextérieur de la synapse
immunologique. Il existe également un déclin des lymphocytes T a exclure le CD43 de la
synapse [Akha et al. 2005]. De plus des changements associés a I’age dans la glycosylation du
CD43 et du CD45 pourraient jouer un réle important dans I’immunosénescence et le
traitement de cellules T de souris agées avec des endopeptidases spécifiques de
glycoprotéines peut restaurer la formation de la synapse de cellules CD4 de souris agées
[Akha et al. 2005, Garcia et al. 2005].

I a également été montré que les lymphocytes T CD4 de souris agdes étaient
significativement moins performants pour recruter les protéines de signalisation au niveau de
la synapse immunologique que des lymphocytes T CD4 de souris jeunes [Tamir et al. 2000,
Marko et al. 2007].

Ces découvertes supportent I’hypothése que des événements précoces déclenchés par la
rencontre entre le lymphocyte T et la CPA pourraient étre utilisés comme des marqueurs du
déclin lymphocytaire T.

Si ces données semblent d’importance notable chez 1’animal, nous ne disposons pas de
données sur la formation de la synapse immunologique chez le sujet agg.

Grace a la microscopie IRM, le contact entre la cellule T et la CPA peut étre observé de fagon
précise. La CPA peut étre remplacée par des lamelles de verre recouvertes d’anticorps
activateurs ou non de la cellule T.

Le microscope a interférence réflexion (IRM) permet d’observer le contact entre une cellule et
son substrat sur une hauteur treés faible (environ 100 nm). Ce contact étroit est défini sous
forme de taches noires. Le principe est basé sur les indices de réfraction de la lumiere
traversant les zones accolées. L’IRM permet donc de définir la zone de contact et de I’étudier
de fagon quantitative et qualitative par sa forme [Pierres et al. 2002].

Récemment, nous avons ¢laboré et validé un moyen quantitatif d’analyse des images IRM
pour estimer la distance entre une cellule et la surface [Pierres et al., 2003].

Nous avons mis au point un modele permettant d’étudier grace a la microscopie IRM, les

étapes précoces de la formation du contact entre des lymphocytes T et des lamelles de verre
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recouvertes d’anticorps monoclonaux activateurs (CD3) ou non (HLA classe I) [Pierres et al.
2008]. Cette approche semble pertinente car, comme nous 1’avons mentionné plus haut,
I’activation lymphocytaire semble davantage liée a la formation précoce de microcontacts

qu’a I’établissement d’une synapse immunologique mature.

2- Objectifs de notre étude

2-1. Objectif principal

L’objectif principal de cette recherche était de comparer le statut immunitaire d’une
population de patients représentative des sujets hospitalisés en court séjour gériatrique avec
des pathologies variées et de le comparer a une population de sujets agés sains sélectionnés
selon des criteres stricts [Ligthart et al.1984] afin de préciser 1’effet de la polypathologie et de

certaines pathologies sur I’immunitg.

2-2. Objectifs secondaires

L’objectif secondaire de cette recherche était de tester la faisabilité d’un test explorant la
capacité des lymphocytes T a former un contact moléculaire avec une surface activatrice
mimant la CPA.

Apreés mise au point d’un modele d’étalement de lymphocytes sur des lamelles en verre
recouvertes d’anticorps activateurs ou non, nous avons voulu préciser certains parameétres
d’étalement des lymphocytes de nos différentes populations et déterminer s’il existait des
différences entre ces populations.

Ainsi nous voulions comparer les résultats de notre test avec ceux des tests d’immunité
cellulaire classiques. Les résultats pourraient conduire a proposer un test robuste, rapide et
peu coliteux qui pourrait étre proposé tres largement aux sujets hospitalisés dans une unité de

court séjour gériatrique.

3- Méthodologie

3-1. Type d’étude

I1 s’agit d’une étude comparative d’un groupe de sujets agés hospitalisés dans un service de
court séjour a un groupe de sujets agés sains définis selon les criteres stricts du « SENIEUR

PROTOCOL » [Annexe 1, Ligthart 1984].
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Elle porte également sur la faisabilité d’une nouvelle approche diagnostique de I’immunité
cellulaire.

Le recrutement et le recueil des données ont été réalisés de fagon prospective.

3-2. Centres et médecins investigateurs

L’étude s’inscrit au sein d’une collaboration entre 1’unité INSERM UMR 600 du Pr Bongrand
a Luminy et le service de court séjour gériatrique du Pr Heim de I’hdpital Sainte Marguerite.
Elle est conduite en étroite collaboration avec le laboratoire d’immunologie du Pr Bongrand a
la Conception.

L’étude clinique est menée avec le CIC de Marseille, notamment pour I’étude des sujets sains
mais également dans 1’aide a leur recrutement grace a la collaboration du Professeur Jean-
Paul Bernard et du Docteur Sophie Morange.

Une collaboration avec le Réseau Gérontologique Sud de Marseille dirigé par le Dr Marie-

Josée Mathieu est réalisée pour le recrutement des personnes du groupe témoin.

4- Population d’étude

Les sujets inclus dans I’étude répondent aux criteres de sélection suivants :

4-1. Population de sujets 4gés pathologiques

Criteres d’inclusion

- Sujet agé de 75 ans ou plus, de sexe féminin ou masculin

- Sujet admis dans le service de court séjour gériatrique de I’hopital Sainte Marguerite, quel
que soit le motif d’admission

- Sujet n’étant pas sous tutelle, ni curatelle

- Sujet bénéficiant d’un régime de protection sociale

- Sujet ayant donné son consentement de participation ou pour lequel la personne de

confiance a donné son consentement dans le cas de personne vulnérable

Criteres de non inclusion
- Sujet agé de moins de 75 ans
- Suyjet refusant de participer a I’étude ou pour lequel la personne de confiance refuse la

participation du sujet.
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Les inclusions ont été réalisées par tirage au sort pour s’assurer que la population étudiée était

représentative des sujets admis dans le service.

4-2. Population de sujets dgés sains

Criteres d’inclusion

- Sujet agé de 75 ans ou plus, de sexe féminin ou masculin,

- Répondant aux criteres définis par le SENIEUR PROTOCOL [annexe 1, Ligthart et
al.1984]

- Sujet n’étant pas sous tutelle, ni curatelle

- Sujet bénéficiant d’un régime de protection sociale

- Sujet ayant donné son consentement de participation ou pour lequel la personne de

confiance a donné son consentement dans le cas de personne vulnérable

Criteres de non inclusion
- Sujet 4gé de moins de 75 ans
- Sujet refusant de participer a 1’étude ou pour lequel la personne de confiance refuse la

participation du sujet.

5- Evaluation des sujets

5-1. Evaluation clinique

Pour les 2 groupes de patients (sains et pathologiques), les données suivantes ont été
recueillies :

- Données socio-démographiques : age, sexe, mode de vie, statut marital, aides au domicile,

données sociales avec notamment la désignation des aidants.

- Données d’interrogatoire : antécédents

- Données d’examen clinique : Points notables de I’examen, poids, taille, Indice de Masse
Corporelle lorsque cela était possible. En effet chez les patients grabataires, la mesure
fiable du poids n’était pas possible. Lorsque la taille n’était pas connue, ou impossible a

obtenir en position debout, elle était extrapolée a partir de la distance talon-genou par la
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formule de Chumlea [Chez la femme : T(cm) = 84,88 - 0,24 X 4ge (années) + 1,3 X h
talon-genou (cm), chez I’homme : T(cm) = 64,19 - 0,04 X age (années) + 2,03 X h talon-
genou (cm)]

Données relatives aux traitements :

I1 a été noté tous les traitements pris par les sujets témoins ainsi que par les patients avant
I’entrée a 1’hopital. 11 a également été noté I’introduction récente d’un nouveau traitement,
la prise d’AINS, de corticoides ou d’un autre traitement immunosuppresseur
(chimiothérapie par exemple) ainsi que de traitements hormonaux qui constitueraient des
critéres d’exclusion de la population de sujets témoins. Le traitement donné a 1’hopital y

compris les nouveaux traitements introduits (par exemple antibiotiques) a été colligé.

Données relatives a 1’évaluation gérontologique standardisée (EGS) réalisée a ’aide des

échelles suivantes :
L’échelle de Lawton (IADL a 4 items) explore la capacité a utiliser le téléphone, a prendre
un moyen de transport, a gérer la prise de son traitement, et son budget. Ce sont les

activités qui conferent 1I’indépendance d’un sujet vis-a-vis de son entourage [Lawton et

al .1969].

L’échelle de Katz (ADL) explore la capacité des transferts, de 1’habillage, de I’hygiéne
corporelle, du déplacement aux toilettes, a la prise des repas et la notion d’incontinence.
Ce sont les activités permettant une indépendance dans la vie quotidienne [Katz et
al.1963].

Ces deux échelles explorent le statut fonctionnel du sujet agé.

Le “Timed up and go” est un test rapide permettant d’évaluer le statut fonctionnel d’un
patient [Podsiallo et al 2001]. 1l est dérivé du « Get-up and go test » qui demande au
patient de se lever d’une chaise sans accoudoirs, de marcher 3 meétres, de faire demi-tour
et revenir s’asseoir [Mathias et al. 1986]. Le «timed up and go» est la version
chronométrée du get up and go test. Un score inférieur a 20 secondes permet de prédire la
capacité du patient a sortir de son domicile seul en sécurité et donc un état fonctionnel

correct.
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- La station unipodale consiste a tenir sur un pied sans aides. Une station unipodale

inférieure a 5 secondes traduit un risque élevé de chutes.

- Le Mini-Mental State (MMS): c’est I’instrument le plus fréquemment utilisé pour
dépister un syndrome démentiel car il est facile a réaliser (il dure moins de 10 minutes

pour un professionnel entrainé) [Folstein et al. 1975].

- La version courte de 1’échelle de dépression gériatrique (Gériatric Depression Scale
(GDS) permet de dépister un syndrome dépressif, souvent de présentation atypique chez

le sujet agé [Katz IR, 1998].

- Le Mini-Nutritional-Assessment (MNA) est un test trés sensible et validé pour dépister la

dénutrition ou le risque de dénutrition chez le sujet agé [Guigoz et al. 1997]

L’EGS permet d’apprécier I’état global d’un patient sur le plan de son autonomie, de son

équilibre, de son état cognitif et de son humeur ainsi que de son état sensoriel et nutritif.

L’EGS ¢était réalisée a distance du début de I’hospitalisation entre 5 et 10 jours apres 1’entrée
dans le service. Elle évaluait le patient au moment de son hospitalisation et le sujet sain lors

de la consultation.

Pour les patients hospitalisés ont également été recueillies les données médicales relatives au
motif d’hospitalisation, aux diagnostics posés pendant 1’hospitalisation, aux complications

survenues pendant I’hospitalisation et au déces éventuel (date et motif).

Les données relatives a 1I’existence des pathologies suivantes ont également été recueillies:

- pathologie infectieuse en précisant si possible le ou les si¢ges de I’infection

- pathologie cancéreuse

- diabete

- dénutrition qui sera définie selon les criteres suivants : albuminémie < 35g/1 et/ou IMC
<21 et/ouun MNA < 17.

- HTA

- pathologie auto-immune

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 99/155
12 novembre 2010



Résultats

- existence d’un « syndrome gériatrique » traduisant la « fragilité du patient » [Vinograd et
al.1991] :
- maladie neuro-dégénérative (maladie d’Alzheimer et pathologies apparentées,
démence vasculaire ou maladie a composante mixte)
- confusion
- dépression
- incontinence urinaire
- chutes a répétition (> 3 par mois)
- dépendance (score ADL < 3)

Les syndromes gériatriques sont le signe d’une fragilité.

5-2. Evaluation biologique

Dans chaque groupe de patients, le bilan biologique suivant a été réalisé :

1/ Numération formule, plaquettes

2/ Tonogramme, creatininémie, urée, phosphatases alcalines, SGOT, SGPT, gamma GT,
calcémie, protidémie,

3/ Mesure de la protéine-C-réactive

4/ Exploration de I’immunité (chapitre 5.3)

5/ Dosage de la vitamine D

Dans le groupe de patients hospitalisés ont également été réalisés

6/ Dosage albuminémie, pré-albuminémie

Dans le groupe contrdle correspondant aux critéres du « senieur protocol », les analyses

complémentaires suivantes ont été réalisées pour vérifier que les criteres d’inclusion soient
respectés :

7/ VS

8/ Recherche de protéinurie, glycosurie, analyse du sédiment urinaire

9/ Immunofixation sanguine

Dans tous les groupes, la fonction rénale est évaluée par la clearance de la créatine calculée

selon le MDRD [Levey et al 1999].
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Le bilan biologique de base a été réalis¢ dans les 5 jours qui suivaient le début de

I’hospitalisation.

5-3. Exploration de I’immunité

- NFS plaquettes avec détermination du nombre absolu de lymphocytes et de polynucléaires

- Sérologie VIH 1 et 2

- Sérologie CMV

- Immunophénotypage lymphocytaire complet avec décompte des différentes populations
de lymphocytes dont les lymphocytes CD4 et CDS, par la cytométrie de flux. Il permet
aussi de comptabiliser les lymphocytes B, T et NK.

- Electrophorése des protéines pour écarter un pic monoclonal qui fait rechercher une
gammapathie monoclonale par immunofixation sanguine et pour rechercher un déficit en
immunoglobulines.

- Le dosage pondéral des immunoglobulines précise 1’existence d’un déficit éventuel en
immunoglobulines.

- Immunomarquage des lymphocytes T par les Ac CD45RO et Ac CD45RA permettant de
différencier les lymphocytes T naifs des lymphocytes T mémoire

- Test de prolifération lymphocytaire T a la PHA et au CD3 avec marquage au CFSE

Le bilan immunitaire a été réalisé dans les 5 jours qui suivaient le début de 1’hospitalisation

pour les sujets malades.

5-4. Etude de la formation du contact

La mise en place de notre test a été décrite dans I’article n°2 (Early contacts between T
lymphocytes and activating surfaces. E Crétel, D Touchard, AM Benoliel, P Bongrand, A
Pierres).

Les criteres étudiés sont :

La surface d’étalement des cellules observée 15 minutes apres le dépot des lymphocytes sur la

lamelle. Les lymphocytes sont déposés dans un petit volume pour permettre leur bonne
synchronisation sur la lamelle. Le calcul de la surface se fait grace a un logiciel mis au point
par le Pr Bongrand a partir des surfaces d’étalement observées en microscopie IRM [Pierres et

al. 2008]. Nous pouvons ainsi calculer I’aire moyenne des surfaces d’étalement des
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lymphocytes T apres dépot sur des lamelles recouvertes d’Ac CD3 et sur des lamelles
recouvertes d’Ac HLA-ABC. Cette différence d’étalement a déja été observée avec les
cellules JURKAT et les lymphocytes T issus de poches de sang ou 1’on note des surfaces

d’étalement plus importantes sur les lamelles recouvertes d’Ac activateurs (CD3) [figure 38].

Etalement de cellules T purifiées sur

CD3 HLA

Apres 15mn

Apres S0mn F

Figure 38: Observation en microscopie IRM et en visible de I’étalement de cellules lymphocytaires T
sur des lamelles recouvertes d’Ac anti-CD3 ou anti-HLA-ABC et mesure de la taille des contacts a 15

et 50 minutes.

Le pourcentage d’étalement des cellules peut s’obtenir facilement en comparant dans un

méme champ les images obtenues en IRM (ou I’on observe une tache grise lorsque la cellule
est accolée) et en « visible » (ou I’on voit toutes les cellules y compris celles qui ne sont pas

accolées).

La recherche d’un seuil critique d’étalement. Il s’agit de réaliser des dilutions successives

dans la concentration de I’Ac CD3 et de déterminer le seuil d’Ac CD3 a partir duquel
I’étalement sera défectueux. Des différences de seuil critique d’étalement pourraient ainsi étre

recherchées entre les différentes populations.
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6- Critéres d’évaluation

6-1. Critére de jugement principal

Le critere d’évaluation principal est représenté par le statut immunitaire évalué a partir du test
de prolifération au CD3 avec marquage au CFSE.

Les critéres de positivité de ce test ont été établis a partir d’un échantillon de 30 sujets sains
au sein du laboratoire du Pr Bongrand. Les résultats de cet échantillon ont rapporté une
médiane de pourcentage de cellules fluorescentes de 63 % [25™ —75°™ percentile : 42-75%].
La positivité du test est définie avec un pourcentage de fluorescence supérieur ou égal au 25

‘"¢ percentile.

6-2. Critéres de jugement secondaires

L’évaluation du statut immunitaire sera complétée par la réalisation des tests suivants :

- Test de prolifération lymphocytaire T a la PHA avec marquage au CFSE
Avec une étude sur le méme échantillon décrit ci-dessus, les résultats de cet échantillon ont
rapporté une médiane de pourcentage de cellules fluorescentes de 70 % [25™ —75°™
percentile : 57- 78 %]. La positivité du test est définie avec un pourcentage de fluorescence
supérieur ou égal au 25 ™ percentile.
- Dosage pondéral des immunoglobulines : les normes de ce test sont définies par les

résultats suivants

IgA 1gG IgM
Valeurs normales chez 1a|0,7 - 3,7 g/l 6,9 - 14 g/1 0,4-24¢g1
femme
Valeurs normales chez|0,88 -4,1 g/l 6,9 - 14 g/1 0,34-2,1 g/
I’homme

- Décompte des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes dont les valeurs normales
se situent respectivement entre 2 et 7 Giga/l pour les polynucléaires neutrophiles et
entre 1 et 4 Giga/l pour les lymphocytes.

- Décompte des différentes populations de lymphocytes : les normes de ce test sont

définies par les résultats suivants :

Lymphocytes T |Lympho T CD4 |Lympho T CD8 |LymphoB |Lympho NK
Valeurs en % | 70% -80 % 453 55% 25 % 5-15% 7-15%
Valeurs 700 a 3200/mm3 |310- 1700/mm3 |250-1000/mm3 | 50-600/mm3 | 70-600/mm3
absolues
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La faisabilité de notre test « d’étude du contact » sera évaluée sur les parametres qui auront
été jugés les plus pertinents parmi les criteres étudic€s ainsi qu’en terme de délai d’obtention

des résultats.

7- Nombre de sujets- Durée de I’étude

Le calcul du nombre de sujets nécessaires a été établi a partir du critére de jugement principal,
a savoir la proportion de sujets avec statut immunitaire perturbé sur le critére test de
prolifération au CD3 avec marquage CFSE. Nous avons pos¢ comme hypotheses :

- proportion attendue de sujets avec test de prolifération au CD3 avec marquage CFSE
positif dans la population de sujets agés sains fixée a 70% (il a été montré que la
prolifération est diminuée dans une population agée saine par rapport a une population
jeune [Krause et al.1999, Douziech et al. 2002]

- proportion attendue de sujets avec test de prolifération au CD3 avec marquage CFSE
positif dans la population de sujets agés pathologiques fixée a 35% (il a été montré
que la moyenne de prolifération au test de prolifération utilisant 1’incorporation de
thymidine tritiée est inférieure de 50% chez les populations dgées non saines par
rapport a une population de type senieur protocol [Hallgren et al. 1988].

- puissance de 1’étude fixée a 80%

Lere

- risque alpha de espece fixé a 5%

- ratio sujets pathologiques / sujets sains fixé a 2

Le nombre de sujets nécessaire a étudier était alors de 69 au total, répartis en 46 sujets agés
pathologiques et 23 sujets agés sains. Ces effectifs ont été arbitrairement augmentés de 10%
afin de prévenir les effets d’exclusion secondaires, perdus de vue.

Ainsi il était convenu d’inclure 77 sujets au total, répartis en 51 sujets pathologiques et 26
sujets sains (N-query Advisor version3.0).

La durée de participation de chaque sujet est variable, et correspond a la durée de son séjour
hospitalier. La durée de participation des sujets agés sains est de 2 jours correspondant a la
premiere consultation avec le prélévement, ainsi qu’a la deuxiéme 2 semaines plus tard pour

le suivi clinique.
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8- Résultats

A ce jour cette étude n’est pas terminée. Nous avons pu inclure 51 patients et 19 sujets sains.
La durée d’inclusion a été fixée a 2 ans.

L’analyse des résultats préliminaires de nos patients malades nous a conduit a la réalisation
d’un article soumis a la «revue de médecine interne » accepté pour publication le 1%

septembre 2010. Il est présenté au chapitre VII.

Nous avons pu évaluer les surfaces d’étalement de 10 sujets malades de cette étude clinique.

En attendant I’exploitation des données de tous les sujets (sains et malades), nous avons
compar¢ ces résultats a ceux issus des poches de sang obtenues du centre de transfusion
sanguine. Il s’agit de poches non utilisées, chez des sujets dont la moyenne d’age est de 18
ans, et dont les sérologies pour les virus des hépatites B, C et VIH sont négatives. Nous avons

pu exploiter les résultats de 12 poches de sang.

En comparant 1’aire moyenne d’étalement des cellules T purifiées de ces 2 populations, nous
n’avons pas trouvé de différence statistique entre les surfaces recouvertes d’Ac antiCD3 purs,
dilués au 1/10°™ ou au 1/20°™. En revanche, on note une aire moyenne d’étalement beaucoup
plus faible sur les surfaces HLA (1842 +/-1355) des lymphocytes T de sujets 4gés malades,
par rapport a celle des sujets jeunes (4454 +/-1339) (p = 0,0001).

Ces résultats sont préliminaires. Les résultats comparatifs de tous les sujets doivent étre

exploités avant de tirer des conclusions.
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IX- Introduction au cinquiéme article

Etude du profil immunitaire de sujets 4gés hospitalisés en unité de court séjour
gériatrique

Immune profile of elderly patients admitted in a geriatric short care unit

E. Crétel *" I. Veen *, A Pierres ", Y. Binan * , P. Robert ", A.D. Loundou ’,

K. Baumstarck-Barrau , A.-M. Hubert ¢, P. Bongrand ™, M Heim *

* Service de Gériatrie Sud, Hopital Sainte Marguerite, 274 bd de Sainte Marguerite 13274 Marseille
Cedex 09

® Unité Inserm UMR 600, Adhésion et Inflammation, Parc scientifique de Luminy, Case 937, 13288
Marseille

¢ Laboratoire d’immunologie, Hopital de la Conception, 147 bd Baille, 13005 Marseille

4 Unité d’ Aide Méthodologique a la Recherche Clinique, DRC APHM, Laboratoire de Santé Publique-
Faculté de Médecine, 27, Bd Jean Moulin, 13385 Marseille Cedex

Dans cet article, nous avons exploité les résultats de certains parametres immunologiques des
51 sujets agés malades inclus (35 femmes et 16 hommes).
Nos résultats confirment une prévalence de 86% d’anomalies immunitaires avec une

lymphopénie <1500/mm’

chez 41% des patients. La prédominance de lymphocytes T
mémoire est retouvée dans 80% des cas et I’inversion du rapport CD4/CD8 est présente chez
12% de nos patients.

L’insuffisance en vitamine D (< 30 ng/ml), fréquente parmi ces patients (96%), est un facteur
prédictif de lymphopénie totale et de lymphopénie B.

Nous concluons que les anomalies de I’immunité sont fréquentes dans cette population et
pourraient constituer un facteur de fragilité, en particulier la lymphopénie. La carence en
vitamine D pourrait jouer un role dans les anomalies immunitaires de sujets agés fragiles.

Cet article, soumis a la revue de médecine interne et présenté en annexe 6, a été accepté pour

publication.
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C- CONCLUSION et PERSPECTIVES

Une des étapes critiques dans la réponse adaptative est la décision d’un lymphocyte T d’initier
une activation apres la rencontre avec une CPA. Les tests de prolifération lymphocytaires,
classiquement utilisés pour mesurer cette activation cellulaire nécessitent plusieurs jours pour
étre réalisés [Gett et al. 2000]. L’analyse des marqueurs précoces d’activation est rendue
difficile par la complexité des cascades de signalisation.

Notre modele, basé sur le dépdt de cellules T sur des surfaces recouvertes d’Ac antiCD3 ou
antiHLA, a 1’avantage de différencier I’adhésion simple (sur les surfaces « HLA ») et
I’activation (sur les surfaces « CD3 ») avec un témoin négatif correspondant aux surfaces
recouvertes d’IgG1 ou les cellules n’adhérent pas.

Nos premiéres conclusions montrent que des lymphocytes T touchant une surface adhésive
commencent a s’étaler aprés un intervalle de temps compris entre plusieurs dizaines de
secondes et quelques minutes. Durant cet intervalle, des ondulations verticales de la
membrane semblent générer des contacts transitoires avec les surfaces sous-jacentes. La
cinétique d’étalement des cellules est 7 et 8 fois plus rapide sur les surfaces activatrices
(«CD3 ») que sur les surfaces de contréle (« HLA »). Parallelement a I’extension latérale de
la cellule sur la surface, la distance entre la membrane cellulaire et la surface diminue
progressivement.

L’hypothése proposée est que la décision cellulaire de s’étaler rapidement sur les surfaces
activatrices résulte de I’intégration de I’information fournie par les contacts transitoires avec
la surface, générés par les ondulations de la membrane pendant une période d’environ 1
minute.

Pour monitorer les étapes précoces de la stimulation cellulaire, nous avons comparé les aires
moyennes de contact de lymphocytes T sur des surfaces recouvertes d’Ac antiCD3 et d’Ac
antiHLA. Les aires moyennes de contact rejoignent un plateau a 15 minutes et la valeur du
plateau mesurée sur les surfaces « CD3 » est deux fois plus haute que la valeur du plateau sur
les surfaces « HLA ».

D’autre part, avec des dilutions successives d’Ac antiCD3 sur les lamelles, nous observons
une diminution de 1’aire moyenne de la zone de contact formée 15 minutes apres le contact

initial entre des lymphocytes T et les surfaces activatrices. Parallelement, la prolifération de
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ces cellules diminue progressivement avec les dilutions successives d’Ac antiCD3. L’aire
moyenne de contact est fortement corrélée aux réponses prolifératives mesurées avec le test
de prolifération lymphocytaire standard au CFSE, réalisé 3 jours apres le dépot de
lymphocytes T sur des surfaces recouvertes avec les méme dilutions d’Ac antiCD3.

La mise en place de notre méthode d’étude de 1’étalement cellulaire nous a également permis
d’effectuer des marquages intracellulaires dans le but d’étudier la phosphorylation de
certaines molécules impliquées dans la signalisation T.

Plusieurs anticorps dirigés contre ces protéines ont pu étre testés, permettant de comparer la
fluorescence émise lorsque les cellules sont déposées sur des lamelles recouvertes d’Ac

antiCD3 ou d’Ac antiHLA [Figure 39].
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Figure 39: Schéma des voies de signalisation aprés engagement du TCR. Les fleches
désignent les molécules des voies de signalisation testées dans notre étude.
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Nous avons observé des fluorescences comparables, pour certaines protéines phosphorylées,

lorsque les cellules étaient déposées sur des surfaces activatrices ou non. C’est le cas des

protéines phosphorylées ZAP-70, Lck, PKCH, et Vavl.

La fluorescence de la p-PLCy1 était diminuée de moitié sur les surfaces « HLA » de méme

que la fluorescence de p-C-Jun.

En revanche, la fluorescence de p-Erk était négative sur les surfaces « HLA ».

Ces résultats pourraient suggérer un début de signalisation T lorsque les cellules sont

déposées sur les surfaces supposées non activatrices comme HLA. Cette activation n’est pas

complete, comme [’attestent 1’absence de relargage du calcium, le marquage négatif avec I’Ac

antiCD69 apres un dépot des cellules sur des lamelles HLA et 1’absence de prolifération.

Il est possible que I’étalement cellulaire engendré par le contact avec HLA déclenche un

début de signalisation par un phénomene de mécanotransduction, se rapprochant de la théorie

du « piston », ce phénomene étant néanmoins insuffisant pour que 1’engagement complet du

TCR se produise.

L’étude de la fluorescence des cellules T purifiées, fixées et marquées par 1I’Ac anti-p-Erk,

permet d’objectiver une décroissance de la moyenne de fluorescence en fonction des dilutions

d’Ac antiCD3 sur la lamelle. Cette décroissance est encore plus importante lorsque la

médiane de fluorescence est calculée.

En conclusion 1’étude du contact entre une cellule T et des surfaces activatrices pourrait

s’avérer étre une méthode simple et utile d’exploration précoce de I’activation de

lymphocytes T et un témoin solide de la décision d’une cellule d’entrer dans un programme

d’activation.

De plus, la quantification de la formation du contact entre des lymphocytes T et des lamelles

recouvertes d’Ac CD3 avec des dilutions successives, pourrait fournir un moyen rapide et peu

onéreux d’évaluer la réactivité lymphocytaire T de patients avec des déficits, en particulier les

patients agés [Crétel et al 2010].

En effet, la mesure de 1’aire de contact moléculaire formée entre des lymphocytes T et une

surface activatrice aprés un contact de 15 minutes présente un double avantage :

- d’une part ce parametre peut étre mesuré en temps reel sur des cellules n’ayant subi
aucun traitement. Il devrait fournir un moyen précieux de mesurer simultanément
d’autres parameétres permettant de suivre différents éléments des cascades de signalisation

(par exemple la mesure du calcium, et la redistribution topographique de molécules
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membranaires). Ce parametre peut également étre couplé a des techniques de marquages
extréemement fines telles que les Ac phosphospécifiques, associés a une meilleure
localisation et un meilleur rapport signal sur bruit qu’apporte la technique récente du
duolink. Cependant ces techniques présentent I’inconvénient de nécessiter une fixation
des cellules et une deuxiéme voie consiste a développer des techniques simultanées
d’analyse de plusieurs paramétrres en temps réel sur des cellules individuelles (sondes
de FRET).

- 1l faut associer a la méthode d’analyse que nous avons mise au point un systeme
automatique qui promene la lame et identifie les cellules une a une. Ce type de systeme
est en cours de développement sur le marché (par exemple pour les lectures de
fluorescence).

- Ce marqueur permettrait de rendre plus rapidement des tests de mesure de 1’activation
lymphocytaire en évaluant rapidement 1’état de I’immunité cellulaire d’un patient
hospitalis€¢ ou avant une greffe d’organe. L’exemple est donné par la transplantation
rénale du sujet 4gé¢ ou la premiere cause de mortalité est d’origine infectieuse.
L’adaptation du traitement immunosuppresseur en fonction de 1'immunité de base
pourrait se révéler intéressante. Une autre application pourrait concerner 1’étude des
déficits immunitaires congénitaux. L’étude de la réactivité de lymphocytes T a certains
additifs comme la vitamine E, testée chez la souris [Marko et al. 2007] et pourquoi pas la
vitamine D, pourrait également avoir un intérét scientifique. Un quatrieme aspect pourrait
étre 1’étude de la réactivité de lymphocytes T apres vaccination. On sait que la mesure du

taux d’Ac produits n’est pas un bon reflet de I’immunoprotection.

Notre modele a I’avantage d’étudier les temps précoces de I’activation. Il pourrait s’appliquer
a I’étude de ’'immunosénescence.

Chez les personnes agées, I’immunité cellulaire T est probablement la plus affectée par le
vieillissement de 1’étre humain avec un retentissement sur les déficiences immunitaires au
niveau humoral comme au niveau cellulaire. L’immunosénescence contribue a une
augmentation de la susceptibilité des sujets agés aux maladies infectieuses, a I’auto-immunité,
au cancer et a la baisse de la réponse vaccinale mais I’intrication avec les pathologies

notamment chroniques est mal connue.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 110/155
12 novembre 2010



Conclusion et perspectives

Ces résultats nous ont conduits a démarrer une étude prospective comparative des parametres
immunologiques et des surfaces d’étalement de lymphocytes provenant de différentes
populations de sujets agés.

Un des aspects de notre travail, a été d’évaluer certains paramétres de I’immunité dans notre
population de sujets 4gés malades et de montrer qu’ils étaient fréquemment altérés avec une
lymphopénie retrouvée dans 41% des cas et un rdle possible de I’insuffisance en vitamine D
dans I’altération de ces parametres. Ainsi certains parametres simples de mesure de
I’immunité pourraient caractériser un certain degré de fragilité du sujet agé.

Cependant notre travail n’est pas terminé.

Sur le plan fondamental, les études de micropatterning sont préliminaires et doivent étre
complétées. En effet, nous souhaitons renouveler les expériences en faisant varier la qualité
des surfaces et des anticorps (CD3 et/ou CD28).

I1 faut également poursuivre les manipulations de transferts de cellules de lamelles « CD3 »
vers les lamelles « HLA » afin de comprendre a partir de quand 1I’engagement du TCR devient
irréversible. Un des problémes de notre technique actuelle est le « décrochage » des cellules
qui est « tonique » et probablement non anodin sur I’activation potentielle des cellules T. Il
serait souhaitable de trouver un systeme de décrochage physique ou chimique des cellules
aprés fixation sur des surfaces semi-synthétiques. Les pistes actuelles sont d’utiliser des
enzymes spécifiques qui enlévent les ligands sans toucher aux cellules, d’utiliser des
polymeéres avec changements de phase (a 37°C) ou encore les nouvelles technologies du
DNA. Dans les 3 cas cela nécessite une mise au point complexe.

D’autres Ac de la cascade des phosphorylations doivent étre testés pour mieux appréhender
les différences entre les 2 types de surface, en particulier des Ac dirigés contre les protéines
du signalosome et de la voie ERK. Cependant tous les Ac ne sont pas disponibles sur le
marché.

Il serait également intéressant d’étudier le comportement des lymphocytes T avec des
molécules de co-stimulation déposées a la surface de nos lamelles.

Nous souhaitons également développer la technique du « duolink » qui utilise 2 Ac dirigés
soit contre la méme molécule pour amplifier le signal soit contre 2 molécules distinctes pour
tester leur distance qui doit étre inférieure ou égale a 40 nm pour que le marquage soit

effectif.
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Sur le plan clinique, les inclusions de sujets a4gés « sains » ne sont pas terminées. Le
recrutement de sujets de plus de 75 ans regroupant les criteres du sénieur protocole a été une
des difficultés majeures de cette étude clinique.

Lorsque le nombre de sujets requis sera obtenu nous pourrons comparer les surfaces
d’étalement des lymphocytes T des sujets sains et malades tant sur les surfaces « CD3 » que
« HLA » et comparer ces surfaces avec les résultats de la prolifération afin de voir s’il existe
également en pratique une corrélation entre les 2 tests.

Ce travail a été ’occasion de passer en revue les différents aspects de I’immunosénescence en
particulier ses intrications avec le cytomégalovirus. De nombreuses inconnues persistent.
Quel est le role concret de la pathologie sur le vieillissement immunitaire et inversement du
vieillissement immunitaire sur la pathologie ? Quel est potentiellement le role de
I’immunisation contre le CMV dans le vieillissement ? Etant donné la forte proportion de
sujets immunisés dans la population, il est probable que notre population soit en nombre

insuffisant pour montrer des différences statistiquement significatives.

En conclusion, il s’agit d’un travail d’approche mixte, a la fois fondamentale et clinique qui
pourrait permettre d’élargir le champ des déterminants précoces de I’activation lymphocytaire
T et de mieux préciser I’implication de I'immunité cellulaire T dans différents problémes

cliniques en particulier dans le domaine de I’immunosénescence.
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Annexes

E- ANNEXES

Annexe 1 : Criteres du senieur protocol [Ligthart et al.1984]

Critéres d’inclusion :

Age : les patients doivent étre regroupés en tranches d’age : 65-74 ans, 75- 84 ans, 85-94 ans,
plus de 95 ans. Notre étude inclut les patients a partir de 75 ans.

Données a recueillir :

Age, sexe, origine ethnique, poids et taille, nombre de grossesses, antécédents chirurgicaux,
de transfusions sanguines, utilisation de médicaments, consommation alcoolique, habitudes
alimentaires, profession, conditions d’habitat, activité de la vie quotidienne

Données de I’examen clinique

Critéres d’exclusion : peuvent étre groupés en 3 principales rubriques :

A : Informations cliniques (incluant un suivi clinique a 2 semaines)
Infection
Inflammation
1. Tumeur maligne : antécédents ou en cours
2. Autres conditions pouvant influencer le systéme immunitaire :
antécédents récents (< 6 mois) d’infarctus du myocarde, d’accident vasculaire cérébral ou
de chirurgie vasculaire
insuffisance cardiaque
démence, grossesse
dénutrition (IMC < 20 pour les femmes et a 22 pour les hommes)
alcoolisme chronique et abus de drogues

B : Anomalies biologiques

VS, Hémoglobine, VGM, GB avec formule
Urée, PAL, SGOT, SGPT, glycémie
Protidémie et immunoélectrophorese

Analyse d’urine : protéines, glucose, sédiment

C : Interférences thérapeutiques

Les exclusions concernent les traitements pris pour une pathologie excluant le patient ou les
traitements pouvant influencer le systtme immunitaire comme les anti-inflammatoires
(comprenant les corticoides), les hormones et les antalgiques. Si le traitement peut étre arrété
alors le volontaire pourra étre inclus. Des vaccinations ne doivent pas avoir été effectuées
dans les 6 semaines précédant 1’étude.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 150/155
12 novembre 2010



Annexes

Annexe 2 :
How Cells feel their environment : a focus on early dynamic events
E Crétell'2'3'4, A Pierresl’2’3, AM Benoliell’m, P Bongrandl’2’3’4

' Lab. Adhesion and Inflammation, INSERM UMR 600, Parc Scientifique de Luminy, Marseille, France,
2 CNRS UMR 6212,

3 Université de la Mediterranée,

* Assistance Publique — Hopitaux de Marseille. France

Cellular and Molecular Engineering 2008;1:5-14.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 151/155
12 novembre 2010



Annexes

Annexe 3 :
Early contacts between T lymphocytes and activating surfaces

E Crétell'2'3'4, D Touchardl’2’3, AM Benoliell’2’3, P Bongrandl’z’3’4’5

and A Pierres" >’

"INSERM UMR 600, Laboratory Adhesion and Inflammation, Parc Scientifique de Luminy,
Case 937, 13288 Marseille Cedex 09, France

>CNRS UMR 6212, France

3 Aix-Marseille Universit es, France

* Assistance Publique-Hopitaux de Marseille, France

J. Phys. Condens. Matter 22 (2010) 194107 (12pp)

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand
12 novembre 2010

Page 152/155



Annexes

Annexe 4 :

A new method for rapid detection of T lymphocyte decision to proliferate after
encountering activating surfaces

Elodie Cretel*"<, Dominique Touchard =*¢, Pierre Bongrand *>+¢and Anne Pierres>®*

*INSERM UMR 600, Lab Adhésion et Inflammation, Parc Scientifique de Luminy, Case
937, 13288 Marseille Cedex 09, France. http://lai.sciences.univmed.fr.

*CNRS UMR 6212, Lab Adhésion et Inflammation.

¢ Assistance Publique - Hopitaux de Marseille,

¢Université de la Mediterranée

Article soumis au Journal of Immunological Methods

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 153/155
12 novembre 2010



Annexes

Annexe 5 :
Immunosénescence et infections, mythe ou réalité ?
Immunosenescence and infections, myth or reality?

E. Crétel*®, I. Veen®, A. Pierres®, P. Bongrand®, G. Gavazzi®*

* Unité inserm UMR 600, parc scientifiqgue de Luminy, case 937, 13288 Marseille, France
b Service de gériatrie sud, hopital Sainte-Marguerite, 274, boulevard de Sainte-Marguerite, 13274 Marseille
cedex 09, France
°GREPI, TIMC-IMAG, CNRS UMR 5525, BP 217, 38043 Grenoble cedex 09, France
d A . 7. . . . , . . . . . . , . . . . .
Péle pluridisciplinaire de médecine, clinique universitaire de médecine gériatrique, centre hospitalier
universitaire A.-Michallon, BP 217, 38043 Grenoble cedex 09, France
Recu le 19 octobre 2009 ; accepté le 10 décembre 2009

Med Mal Infect. 2010;40:307-18.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 154/155
12 novembre 2010



Annexes

Annexe 6 :

Etude du profil immunitaire de sujets Agés hospitalisés en unité de court séjour
gériatrique

Immune profile of elderly patients admitted in a geriatric short care unit

E. Crétel ° . Veen ?, A Pierres ™, Y. Binan ®, P. Robert ™, A.D. Loundou ¢,

K. Baumstarck-Barrau ¢, A.-M. Hubert ©, P. Bongrand ¢ M Heim ?

*Service de Gériatrie Sud, Hopital Sainte Marguerite, 274 bd de Sainte Marguerite 13274 Marseille Cedex 09
® Unité Inserm UMR 600, Adhésion et Inflammation, Parc scientifique de Luminy, Case 937, 13288 Marseille
¢ Laboratoire d’immunologie, Hopital de la Conception, 147 bd Baille, 13005 Marseille

d Unité d’Aide Méthodologique a la Recherche Clinique, DRC APHM, Laboratoire de Santé Publique- Faculté
de Médecine, 27, Bd Jean Moulin, 13385 Marseille Cedex

Article accepté pour publication dans la Revue de Médecine Interne.

Interaction initiale des lymphocytes T avec des surfaces controlées
Application a I’étude du déclin immunitaire chez le sujet 4gé
Dr Elodie Crétel Durand Page 155/155
12 novembre 2010



Résumé

L’immunité cellulaire T est probablement la plus affectée par le vieillissement de 1’étre
humain avec un retentissement sur les déficiences immunitaires au niveau humoral comme au
niveau cellulaire. Elle contribue a une augmentation de la susceptibilité des sujets agés aux
maladies infectieuses, a I’auto-immunité, au cancer et a la baisse de la réponse vaccinale mais
son intrication avec les pathologies notamment chroniques est mal connue.

Notre travail s’est intéressé aux temps précoces de 1’activation cellulaire T et a la mise au
point d’un modele permettant I’évaluation de la capacité d’activation des lymphocytes T vis-
a-vis de surfaces recouvertes d’anticorps activateurs (Ac antiCD3) ou non (Ac antiHLA-
ABC), observés en microscopie IRM.

Ce modele nous permet de montrer que 1’étalement des lymphocytes T sur les surfaces est
précédé d’ondulations verticales de la membrane générant des contacts transitoires durant
environ 1 minute et que la cinétique d’étalement est ensuite sept a huit fois plus rapide sur les
surfaces supposé€es activatrices. D’autre part, avec des dilutions successives des Ac antiCD3
sur les lamelles, 1’aire moyenne de la zone de contact des lymphocytes T est fortement
corrélée aux réponses prolifératives mesurées avec le test de prolifération lymphocytaire
standard au CFSE.

Ce modele permet également 1’observation en microscopie a fluorescence de différentes
protéines phosphorylées des cascades de signalisation. L’¢tude de la fluorescence des cellules
T purifiées, fixées et marquées par I’Ac anti-phospho-Erk en fonction des dilutions d’Ac
antiCD3 sur la lamelle permet d’objectiver une décroissance de la moyenne de fluorescence
avec les dilutions.

Notre mode¢le a I’avantage d’étudier les temps précoces de I’activation. Il pourrait s’appliquer
a I’étude de I’'immunosénescence. Ainsi I’étude du contact entre une cellule T et des surfaces
activatrices pourrait s’avérer €tre une méthode simple et utile d’exploration précoce de
’activation de lymphocytes T en pratique clinique.

L’application de notre modele a I’étude de I’immunité du sujet agé est en cours dans le cadre
d’une étude prospective comparative de sujets 4gés malades et de sujets d4gés « sains »
recrutés selon les critéres du « senieur protocole ».

En conclusion, il s’agit d’un travail d’approche mixte a la fois fondamentale et clinique

permettant d’étudier les phénomenes d’immunosénescence et leur lien avec la pathologie.
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How Cells feel their environment :
a focus on early dynamic events
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It is now well demonstrated that cell
adhesion to a foreign surface strongly
influences prominent functions such as
survival,  proliferation, differentiation,
migration or mediator release. Thus, a
current challenge of major practical and
theoretical interest is to understand how
cells process and integrate environmental
cues to determine future behaviour. The
purpose of this review is to summarize some
pieces of information that might serve this
task. Three sequential points are discussed.
First, selected examples are presented to
illustrate the influence of substratum
chemistry, topography and mechanical
properties on nearly all aspects of cell
behaviour observed during the days
following adhesion. Second, we review
reported evidence that long term cell
behaviour is highly dependent on the
alterations of cell shape and cytoskeletal
organization that are often initiated during
the minutes to hours following adhesion.
Third, we review recently obtained
information on cell membrane roughness
and dynamics, as well as Kinetics and
mechanics of molecular interactions. This
knowledge is required to understand the
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Luminy, Case 937, 13288 Marseille Cedex 09,
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82 88 51, email : pierre.bongrand@inserm.fr
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influence of substratum structure on cell
signaling during the first minute following
contact, before the appearance of detectable
structural changes. It is suggested that
unraveling the earliest phenomena following
cell-to-substratum encounter might provide
a tractable way of better understanding
subsequent events.

Keywords :  Adhesion, cell
substratum topography,
rigidity, signaling

behaviour,
substratum

Cell adhesion to foreign surfaces strongly
influences nearly all functions, including
proliferation, differentiation, migration or
release of active mediators. These phenomena
are of prominent importance for both practical
and theoretical reasons. Indeed, a major
challenge of tissue engineering consists of
elaborating biomaterials inducing adequate
response of surrounding tissues, with proper
integration and inhibition of potentially
harmful inflammatory or infectious processes.
Also, the ultimate goal of cell biologists may
well be to understand the rules followed by
cells for behavioural choices. Studying the
consequences of cell adhesion to well-defined

controlled structures should bring major
insights along this line.
During the last years, numerous

investigators provided impressive information
on the way cells respond to substrate properties
such as molecular structure, lateral density and
distribution of active sites, mechanical
properties, micrometer- or nanometer-scale
topography. Also, the involvement of some
well-defined signalling cascades in these
sensing events was convincingly demonstrated.
The present challenge may well be to make
sense from the huge amount of data that have
been gathered. The complexity of this task may
seem quite overwhelming in view of the
number of molecules and genes involved in
response to environmental cues. Indeed, since
a limited perturbation of the cell environment
may affect hundreds of important interrelated
molecules, it is very difficult to obtain
unambiguous proofs of an immediate
relationship between a surface pattern and the
triggering of a given signalling cascade in
adherent cells.

The strategy we suggest to tackle with
these difficulties is to analyze the phenomena
occurring during the first few seconds
following the encounter between a cell and a
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surface. Hopefully, this approach might allow
us to identify surface properties liable to
influence cell behaviour in a fairly immediate
way. However, as will be discussed below,
following this line will require to gather some
insight on some cell molecular processes that
remain incompletely understood at the present
time. However, asking questions may be more
appropriate than describing solved problems in
an inaugural issue of a scientific journal.

This review will include three main
parts. First, we shall describe some
representative examples of cell response to
substratum properties. Second, we shall review
some evidence supporting the concept that cell
shape and cytoskeletal organization may
provide a link between environmental cues and
cell behavioural choices. Third, we shall
describe some recent results concerning cell
membrane dynamics, as a basis for cell-
substratum interaction.

SURFACE PROPERTIES KNOWN TO
INFLUENCE ADHERENT CELL
BEHAVIOUR

Our purpose is to illustrate basic principles
with representative examples rather than
presenting exhaustive reviews. Therefore, we
apologize for the omission of much important
work. We shall only list some surface
parameters that are now recognized as
important determinants of cell behaviour.

Surface chemistry.

The best known example of the importance on
surface chemistry on cell behaviour may well
be the need to subject plastic (polystyrene)
dishes to a specific treatment to make them
suitable for cell culture. This emphasizes the
important of nonspecific features such as
hydroxyl groups that will decrease surface
hydrophobicity'. Another example is the long-
known capacity of phagocytic cells to ingest
selectively hydrophobic particles’. More
recently, a study made at the proteomic level
resulted in the identification of 21 genes of
Hela Cells whose expression was substantially
altered by substratum hydrophobicity after 24h
adhesion’.

Now, while the importance of surface
charge or hydrophobicity was studied for
decades, it is not obvious that cells are
intrinsically sensitive to these nonspecific
physical-chemical properties. As recently

discussed®, most recent evidence supports the
concept that cells essentially perceive foreign
surfaces through membrane receptors that are
specific for well defined molecular structures.
Since biomaterials become coated with
adsorbed molecules within seconds following
their exposure to biological media, and the
conformation of adsorbed biomolecules is
dependent on the physical-chemical properties
of underlying surfaces, cells may detect these
properties in an indirect way, through exposure
of specific binding sites linked to
conformational changes. Thus, fibronectin was
found to support cell growth much more
efficiently when it was adsorbed on
hydrophilic rather than hydrophobic surfaces’.

Nature, density and lateral distribution of
specific ligands.

The most general mechanism allowing cells to
respond to surfaces they have just encountered
is the generation of biochemical signalling
cascades following the interaction between cell
membrane receptors and their specific ligands
when they are exposed on the surfaces.
Multiple experiments supported the general
concept that the cell response is dependent on
the nature of stimulated receptors. As an
example, different receptors may be involved
in mediating cell attachment to and spreading
on a surface’. Now, in addition to the ligand
species, density and distribution of binding
sites may strongly influence cell behaviour.
Thus, the migration behaviour of fibroblasts
deposited on surfaces coated with an integrin
ligand (YRGDS peptide) was markedly
influenced by the spatial distribution of
binding sites at the nanoscale level’. More
recently, it was reported that the spreading of
rat fibroblasts on surfaces coated with RGD
integrin ligands was markedly influenced by
the spacing of binding sites: when the distance
between binding sites was increased from 58 to
108 nm, spreading efficiency decreased with
less regular progression of the cell leading
edge and frequent occurrence of retraction
events®.

Several well-demonstrated
mechanisms might be responsible for these
findings. First, ligand clustering may
dramatically = enhance cell  attachment
efficiency since binding strength may increase
exponentially with respect to attachment
valency’. Second, clustering of cell membrane
molecules such as integrins may dramatically
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influence the triggering of signalling cascades
as a consequence of interactions between
intracellular molecules linked to the receptors.
Thus, receptor clustering may influence
signalling in a qualitative as well as a
quantitative way'.

Surface topography.

It has been well demonstrated for several
decades that cells deposited on substrata
bearing micrometric patterns adapted their
shape and orientation to the topological
features of the surface, a phenomenon called
"contact guidance". Thus, cells displayed
marked alignment along grooves of
micrometrical depth and width''. More
recently, it was also shown that cells are
sensitive to nanoscale topography. Thus, when
fibroblasts were deposited on surfaces bearing
islands of 13-nanometer height, they displayed
marked enhancement of gene expression, as
demonstrated with microarray technology'.
Indeed, 584 responses were detected out of
1,718 tested genes. Also, nanoislands induced
filopodium formation and cell spreading.
Further work allowed the identification of
molecules involved in force generation, such
as myosin I, and focal contact development,
such as focal adhesion kinase, in topography
sensing’ .

Additional information was obtained
with different approaches. Thus, when
nanoscale patterns were varied, it appeared that
the adhesion of human fibroblasts was lower
on ordered arrays of nanopits compared to flat
surfaces or randomly distributed pits".
Another study might provide additional
information on underlying phenomena. The
activation of T lymphocytes by surfaces
exposing complexes formed by cognate
peptides and histocompatibility molecules
(pMHC) is a process of prominent importance
for the development of immune defence. When
T lymphocytes were deposited on surfaces
bearing pMHC freely diffusing in supported
lipid layers, the addition to surfaces of
nanobarriers impeding the lateral diffusion of
complexes formed between T cell receptors
(TCR) and pMHC resulted in marked increase
of the lifetime of signal generation by
peripheral TCR/pMHC clusters'*. This work
provided a formal proof that the presence of
nanostructures on surfaces might strongly
influence the development of signaling
cascades.

While there is no doubt that cell
behaviour is influenced by nanoscale
topography, underlying mechanisms remain ill
understood. The aforementioned finding that
barriers as low as 50 nm might efficiently alter
lateral diffusion of molecular complexes is
certainly significant. Also, there is some
evidence that local surface curvature might
influence molecular interactions in the cell
membrane'”. Thus, substratum topography is
likely to influence the in-plane movement and
interactions of the proteins embedded in the
cell membrane. This may drastically influence
the generation of signaling cascades.

Surface stiffness.

It is now well demonstrated that the behaviour
of adherent cells is markedly altered by surface
mechanical properties. Thus, when fibroblasts
were deposited on collagen surfaces with local
variations of rigidity, they were found to
migrate towards stiffer regions, a phenomenon
denominated by the authors as "durotaxis"'’.
More recently, when human mesenchymal
stem cells were deposited on collagen-coated
surfaces of varying rigidity, cell differentiation
was dramatically affected by substratum
stiffness. Indeed, cells deposited on softer
matrices with a Young modulus of ~0.1 - 1 kPa
differentiated into neurons. Stiffer surfaces
(about 10 kPa) induced muscle cell generation.
Finally, cells deposited on the stiffest surfaces
(25-40 kPa) turned into osteoblasts'’.

In addition to the formal demonstration
that cells are highly sensitive to the substratum
rigidity, important information was obtained
on possibly involved mechanisms. First, it has
long been found that adherent cells usually
exert a pulling force on underlying substrata'®.
Second, the force exerted by cells is dependent
on the substratum resistance. This phenomenon
was cleverly demonstrated by applying
controlled forces to fibronectin-coated
microspheres deposited on cells and held with
an optical trap'®. Cells were indeed found to
sense the restraining force exerted by the trap
and locally increase pull. A possibly related
finding is that forces were shown to stimulate
focal contact development’”. Third, using cell
spread area determination to evidence rigidity
sensing, Sheetz and collaborators demonstrated
the involvement of some key molecules such
as owyP; integrin and membrane-bound
phosphatases in this process®.
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Several points must be clarified for full
interpretation of available data. First, it is not
obvious to understand which precise
substratum property is sensed by cells. Indeed,
while the tension of cells adhering to a surface
seems correlated to the Young modulus, other
substratum properties must influence cell
perception. Indeed, cells probably sense the
kinetics of force increase when they pull on the
substratum. This clearly depends on surface
viscosity as well as elasticity. Also, it should
be interesting to determine whether cells are
equally sensitive to resistance to pushing as
well as pulling forces. Although little
information is available in this respect, it is
interesting to note that a force as low as a few
piconewtons per um was reported to stall
lamellipodia generated by fish epithelial
keratocytes®'.

CELL-SUBTRATUM SENSING: A
COMMON MECHANISM?

While there is no doubt that the behaviour of
adherent cells is deeply influenced by
substratum properties, there is currently no
theoretical framework available to achieve a
general interpretation of experimental data. In
this respect, it is interesting to review several
reports suggesting that cell shape might
provide a link between environment and fate.

Cell shape as an integrator of environmental
signals.

As recently reviewed™, cell spreading plays a
key role in important functions such as
proliferation or differentiation. Thus, human
mesenchymal cells underwent osteogenic
differentiation when they well spread, whereas
round cells became adipocytes™. That cell
shape rather than contact area and number of
bound membrane receptors might be the
important parameter is suggested by the
finding that cell proliferation, that is often
dependent on adhesion, was shown to be
related to projected area, i.e. cell shape, rather
than molecular adhesion area®.

More studies are needed to understand
the link between cell shape and behaviour. As
suggested above', local curvature might
influence interaction between membrane
molecules. Another mechanism of potential
importance is based on the formation of
activity gradients of enzymes that might be
activated by plasma membrane receptors and

deactivated by cytosolic components, as
supported by experimental data and theoretical
modeling”?®. As another example, there is
some evidence that the cytoskeleton
organization might link cell shape to behaviour
through a control of the small GTPase Rho”’.
More generally, while there is ample evidence
that cell cytoskeletal organization is tightly
related to cell shape, there is also strong
support to the hypothesis that signaling
cascades are markedly influenced by
cytoskeletal —organization. This point is
discussed below.

Cell signaling and cytoskeletal organization.
In addition to its capacity to propagate
mechanical effects within cells and convert
stresses into signals®®?’, the cytoskeleton may
strongly influence signaling®. Since signaling
cascades are essentially made of sequential
interactions between numerous enzymes,
targets and adapters, the cytoskeleton might
play a major role by promoting interactions
between particular molecules®™. A possible
rationale for such a function was recently
suggested on the basis of recent advances in
proteomics’’.  Forgacs and  colleagues
performed a mathematical analysis of the set of
molecular interactions (i.e. interactome)
disclosed between proteins from
Saccharomyces cerevisiae. Starting from a
database of 4,480 interactions between 2,115
proteins®®>, they were able to show that
cytoskeleton related proteins were endowed
with a particularly high capacity to interact
with molecules involved in signalling.

A FOCUS ON TRANSIENT DYNAMIC
EVENTS

As illustrated by the selected examples
described above, cells adhering to a foreign
surface can perceive a number of features
related to surface chemistry, topography or
rigidity and integrate all information to select
behavioural pathways. Since it is unlikely that
cells view these parameters as we do, a major
challenge is to understand the general
mechanisms of data processing they use. A
general problem is that a given cell
perturbation will affect hundreds of different
parameters, making it difficult to identify
clearcut causal phenomena (provided they
actually exist !). A possible strategy to achieve
this goal might consist of identifying early
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phenomena determining long-term events,
such as differentiation or proliferation
monitored after a few days. As briefly sketched
above, cell shape and cytoskeletal organization
are good candidates since much evidence
support the view that they are causally related
to both long-term cell behaviour and
substratum structure. Thus, it seems warranted
to investigate the processes by which adherent
substrata influence cell properties, with a
special interest in shape and cytoskeletal
organization. During the last years, much
information was obtained on cell changes
detected a few minutes or more after encounter
with foreign surfaces. However, relatively little
information is available on the cell response
observed during the first seconds or tens of
seconds following such encounters. We
suggest that this study might prove rewarding,
since causal relationships may be easier to
detect when there is a short time interval
between stimuli and responses.

A first question is to know how long it
takes a cell encountering a surface to initiate a
specific behavioural response. Previous studies
done on cell adhesion suggest that metabolic
events” and cooperation between adhesion
molecules’?” are less important during the
first tens of seconds after contact. Thus, it
might be feasible to identify immediate
consequences of cell-surface interaction by
focussing on the first minutes following
contact. For the sake of clarity, we shall
discuss separately bulk membrane motion at
interfaces, forces potentially generated by this
motion, and lateral redistribution of membrane
molecules at interfaces as a key determinant of
signaling processes.

Bulk membrane motion at interfaces.

Understanding how cells perceive foreign
surfaces requires to know how the cell
membrane will make contact with its
environment. During the last decades, much
information was obtained with at least three
complementary techniques. Electron
microscopy certainly provided the most
accurate information. Unfortunately, the need
to subject cells to fixation procedures
precludes any  real-time  observation.
Interference reflection microscopy (IRM)*
also denominated as reflection interference
contrast microscopy (RICM)*” allows real-time
observation of the distance between a cell and
a planar surface with a few nanometer

accuracy, while the lateral resolution is not
better than several tenths of a micrometer. The
interest of this method is that no staining
procedure is required. Total internal reflection
microscopy (TIRF) takes advantage of
evanescent waves to illuminate a region of
100-200 nm thickness adjacent to a planar
glass surface. After proper labelling of the
extracellular medium®® or the cell membrane”,
it is possible to achieve real-time determination
of the motion of membrane along the surface.

Figure 1. Studying the morphology of cell-to-
substratum contact extension with interference
reflection microscopy. Human T lymphocytes
were deposited on glass surfaces coated with non-
activating anti-HLA antibodies (A, C, E) or
activating anti-CD3 antibodies (B, D, F). Cell
morphology ~was monitored with standard
microscopical observation (A, B) and interference
reflection 15 minutes (C, D) or 30 minutes (E, F)
after deposition. Clearly, contact extension was
mediated by lamellipodia or filopodia depending of
substratum structure. Bar length is 2 pm.

Although different cell populations
may display widely different behaviour, a
general trend is as follows: several minutes to
hours after sedimentation on a surface, a cell
may begin extending membrane protrusions
parallel to the surface. They may be sheet-like
lamellipodia or thin filopodia (Fig. 1). It has
long been reported that well defined mediators
were involved in the choice between different
shapes® : thus, the small GTPase Rac was
reported to induce lamellipodium generation
with a branched organization of actin
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microfilaments, while the small GTPase Cdc42
was found to initiate the extension of
cylindrical ~ filopodia  shaped by a
microfilament bundle. The choice between
lamellipodium or filopodium formation may be
influenced by substratum properties such as
density of binding sites'’, topography* or
rigidity'”. A further point is that the cell margin
was often reported to display fluctuations with
periods of progress and retraction®”. A typical
period was several tens of seconds, and the
reported velocity of the cell margin is of order
of several tens of nanometers per second.
Notably, when the density of adhesive points is
high enough, this fluctuating behaviour may be
replaced with a smooth progression.

Now, a key point is to know how a cell
can select the kind of motion it will display. At
least two different mechanisms may be
suggested: (i) cells might continuously form a
low number of protrusions of varying
morphology. Contact with the substratum
might lead to reinforcement or inhibition
trough a positive or negative feedback. (ii)
Alternatively, the acquisition of a particular
motile behaviour might be induced during an
early phase of cell-substratum interaction as a
consequence of some internal switch*.

Although it is not yet feasible to chose
between aforementioned hypotheses, it seems
reasonable to investigate the early phenomena
following  cell-to-surface  encounter and
preceding the  morphological  changes
associated to spreading. Thus, it seems
desirable to achieve a quantitative description
of the motion and mechanical properties of the
surface of an isolated cell in order to predict
the consequences of interaction with a surface
of known structure. While it has long been
shown with electron microscopy that cell
membranes are studded with numerous
cylindrical or sheet-like protrusions appearing
as folds of the plasma membrane, less
information is available on the kinetic and
mechanical properties of the membrane. The
typical thickness of these protrusions or
microvilli is about 0.1 pum, and length may
range between a few tenths of micrometers and
several micrometers. Since this value is far
higher than the length of typical adhesion
receptors, it is not surprising that the initial
interaction between cells and surfaces involves
the tip of microvilli*’. Now, there remains to
understand the dynamics of the cell surface
immediately before adhesion.
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Figure 2. Three-dimensional reconstruction of
cell surface morphology and dynamics near an
adhesive surface. Human monocytic THP-1 cells
were deposited on fibronectin-coated surfaces and
observed with interference-reflection microscopy.
The shape of the cell membrane is shown as a
coded-colour map (A) or a 3-D drawing (B)
together with the amplitude of spontaneous
membrane fluctuations. Bar length is 2 um. See
ref* for more details.

Recently, microscopic studies based on
IRM/RICM suggested that the membranes of
phagocytes approaching adhesive surfaces
displayed fluctuations of higher than 1 Hz
frequency and several nanometer
amplitude™*. A typical map of cell
topography and dynamics near a surface is
shown on Fig. 2. Unfortunately, the lateral
resolution of IRM/RICM may be insufficient
to yield accurate information on the motion of
individual microvilli. Also, the mechanical
properties of these surface protrusions remain
poorly understood. In two sets of experiments
based on micropipette and biomembrane force
probe, it was shown'®* that blood neutrophil
microvilli could withstand a pulling force of
about several tens of pN before separation
between the membrane and underlying
cytoskeleton and formation of a lipid tether.
Clearly, more information is required to help
us determine the kinetics of cell-to-substratum
initial contacts together with the intensity of
generated forces. This knowledge is important
since local molecular organization and signal
generation are expected to be strongly
influenced by these parameters.

Forces between cell and substratum.

A basic question we must address is to know
what force a cell membrane will perceive when
approaching a foreign surface. While
numerous nonspecific interactions such as
electrodynamic or electrostatic forces are
likely to occur, it seems acceptable to focus on
two dominant phenomena: steric repulsion and
specific ligand-receptor interactons’.
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Steric repulsion.

As previously reviewed®, it is well established
that essentially all living cells are coated with a
polysaccharide-rich layer of widely varying
thickness, ranging between a few tenths of a
micrometer and several micrometers. This is
called the glycocalyx. This highly hydrophilic
layer will impede close approach between the
plasma membrane and a nearby surface.
Therefore, it is usually considered as anti-
adhesive, although in some cases the outermost
carbohydrate group may bind to lectin-like
receptors exposed on adjacent surfaces. The
glycocalyx may involve huge polysaccharides
or proteoglycans with a molecular weight
higher than 1,000,000 dalton. Also,
particularly on white blood cells, it includes
large mucin-like molecules that have been well
identify. The most important examples may be
leukosialin (CD43) and CD45.

Clearly, it would be desirable to know
the distance dependence of repulsion generated
by the glycocalyx. This is difficult in view of
the heterogeneity of glycocalyx components.
However, a major point that emerged nearly a
decade ago®’ is that this repulsion exhibits a
strong time-dependent decay that may be due
(1) to an internal reorganization of repulsive
chains (this has not been well demonstrated to-
date) and (ii) to an egress of repulsive
molecules from contact areas’*. As will be
discussed in the next section, this point is of
paramount importance since it may strongly
influence the outcome of cell-surface
interaction.

Molecular attractive bonds.

As recently reviewed™, the formation and
dissociation of bonds between surface-attached
molecules was subjected to considerable
scrutiny during the last decade. A thorough
description of these phenomena would not fall
into the scope of the present paper and we shall
only summarize essential conclusions.

A few years ago, it seemed reasonable

to consider that the outcome of an interaction
between two surfaces bearing cognate ligand
and receptor molecules could be satisfactorily
described by two parameters:
- The rate of bond dissociation k,{F) as a
function of force exerted on the bond. In many
circumstances, it appeared that k.(F) followed
so-called Bell's law:

kot(F) = ko exp(F/Fy)

Many experiments performed at the single
molecule level with different tools such as
laminar flow chambers, atomic force
microscopes, biomembrane force probes or
optical traps yielded for parameter F, values
usually ranging between several piconewtons
and several tens of piconewtons. This is the
order of magnitude of the force that can be
exerted by a bond linking two surfaces
subjected by a disruptive force.

- The rate of bond formation k,, when surfaces
are at binding distance. This parameter proved
much more difficult to measure, and even to
define, than the rate of bond dissociation, and
new methods might bring substantial progress
in the near future®. A major problem is that
the probability of bond formation between two
surfaces bearing ligands and receptors is
proportional to the number of receptor-ligand
couples that are close enough to interact. Since
the height of membrane asperities is often
much larger than the length of typical adhesion
receptors, the number of interacting molecules
is strongly dependent on the details of
membrane-to-surface  alignment.  Indeed,
surface roughness was shown to change
binding frequencies by nearly two orders of
magnitude®.

Recently, another difficulty was
recognized. Dissecting individual ligand-
receptor couples made more and more obvious
the concept that bond formation is a
multiphasic  process involving numerous
intermediate binding states’”*>’. This means
that bond formation may not be viewed as an
all-or-none phenomenon, and the force that can
be sustained by a newly formed bond is highly
dependent on its history. Thus, it was recently
found that adhesion molecules such as
cadherins could form associations of widely
different strength, with a spontaneous lifetime
ranging between at least a few milliseconds
and several seconds®.

Thus, when a cell membrane is close to
a ligand-bearing surfaces, the frequency of
bond formation and the force exerted by newly
formed bonds on the membranes is dependent
on complex binding properties that could be
understood and measured only very recently.
Clearly, this new information must be
incorporated in a theoretical framework aimed
at explaining how cell membranes perceive the
presence of a potentially adhesive surface.
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Signaling in contact zones: importance of
lateral reorganization of membrane
molecules.

Clearly, the basic problem addressed in this
review is to understand which signaling
cascades will be generated by membrane-to-
surface interactions.

In view of the above discussion,
mechanical forces exerted on the cell
membrane may generate signaling cascades
through several mechanisms. Indeed, it has
long been shown that membrane tension may
activate calcium channels through direct
interaction with lipid bilayers®’. Also, it
recently became clear that some adhesion
molecules such as integrins are flexible
machines liable to display large deformations
resulting in exposition of new antigenic sites®.
Clearly, this process might result in formation
of docking sites for a variety of signaling
molecules. Thus, it is not surprising that
mechanical forces exerted on cells were often
found to generate multiple biochemical
processes such as calcium rise® or
phosphorylation®.

However, the main mechanism
responsible for signal generation as a
consequence of  membrane-to-substratum
interaction may well be the lateral segregation
of membrane molecules. Indeed, due to the
huge number of potential interactions between
cell molecules’™, generating  encounters
between enzymes and potential targets may be
sufficient to initiate a biochemical cascade.
Thus, integrin clustering is likely to play an
important role in signal generation after
integrin engagement®. Also, some evidence
suggests that the mere passage of T
lymphocyte receptors in a small phosphatase-
free zone might increase phosphorylation of
activating sites and recruitment of kinases®.

As a consequence, several different
mechanisms might play a role in the perception
of an adhesive substratum by a cell:

i) Clusters of binding sites for membrane
receptors might result in receptor clustering.

i) The rearrangement of mobile repulsive
molecules might result in phase separation and
additional segregation ~ of = membrane
molecules®’.

iii) Modulation of membrane molecule
diffusion by topographic structures'® might
further alter the formation of molecular
complexes.

Thus, available evidence suggests
potential mechanisms for signal generation
during the earliest phase of interaction between
a cell and a foreign surface.

CONCLUSION AND PERSPECTIVE.

As summarized in the first part of this review,
there is now ample evidence that cells adhering
to a surface integrate several properties
including  chemistry,  micrometer- and
nanometer-scale topography, and mechanical
properties to determine future behaviour.
However, relating substratum properties to
alterations of the expression of hundreds of
genes as a consequence of the perturbation of a
complex network of biochemical reactions
seems a formidable task.

As indicated in the second part of this
review, a possible way of simplifying this
challenge may be provided by the frequent
observation that important aspects of cell
behaviour observed days or weeks after
interaction with a surface are tightly related to
modifications of cell shape and cytoskeletal
organization that may be observed several
minutes or days after adhesion. Since much
progress was recently achieved in unraveling
the mechanisms of cell spreading on a surface,
it seems warranted to look for a better
understanding of the relationship between
substratum properties and cell shape. This is
still a most difficult goal since even during the
minutes an hours following cell adhesion a
huge number of signaling cascades may be
triggered.

As briefly sketched in the third part of
this review, a possible way of progressing
further might consist of investigating the
earliest steps of cell-to-substratum interaction.
Indeed, relating substratum structure to the
phenomena occurring during the first seconds
following contact might be conceptually easier
than linking this structure to delayed events.
The main question is to determine which
parameters a cell is really probing. Thus, while
it is well accepted that substratum rigidity
strongly influences cell behaviour, the very
stimulus responsible for cell response is not
well understood. Indeed, if cells are sensitive
to tension, there remains to understand how the
tension generated by a cell is related to
substrate resistance to force (is elasticity, or
viscosity, or a combination of both the
parameter to consider ?). Are the substratum
resistance to pulling or pushing forces of
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similar importance? A logical way of
addressing this problem is to try to relate
substratum structure to signal generation, since
the perception of a given environmental cue
may be considered as equivalent to the signal it
will generate. A requirement to approach this
goal is to obtain a detailed figure of cell
spontaneous motion in the vicinity of a
potentially adhesive surface. Much progress
was recently done in this domain.

Therefore, it is hoped that the
suggested research line might be rewarding.
However, a point of caution may be useful:
while most studies were done on cells
deposited on a 2-dimensional surfaces, it must
be kept in mind that in many cases a 3-
dimensional environment should be more
relevant physiologically®*®”°. Despite this
restriction, the exquisitely accurate pieces of
information that can be obtained on cells
interactions with surfaces should strongly
increase our understanding of the way cells
perceive their environment in the near future.
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Abstract

Cells continually probe their environment to adapt their behaviour. A current challenge is to
determine how they analyse nearby surfaces and how they process information to take
decisions. We addressed this problem by monitoring human T lymphocyte attachment to
surfaces coated with activating anti-CD3 or control anti-HLA antibodies. Interference reflection
microscopy allowed us to monitor cell-to-surface apposition with a few nanometre vertical
resolution during the first minutes following contact. We found that (i) when a cell fell on a
surface, contact extension was preceded by a lag of several tens of seconds. (ii) During this lag,
vertical membrane undulations seemed to generate transient contacts with underlying surfaces.
(iii) After the lag period, the contact area started increasing linearly with a rate of about

1.5 um? s~! on activating surfaces and about 0.2 um? s~! on control surfaces. (iv)
Concomitantly with lateral surface extension, the apparent distance between cell membranes
and surfaces steadily decreased. These results are consistent with the hypothesis that the cell
decision to spread rapidly on activating surfaces resulted from the integration of information
yielded by transient contacts with these surfaces generated by membrane undulations during a

period of about 1 min.

(Some figures in this article are in colour only in the electronic version)

1. Introduction

1.1. Cell behaviour is dependent on both chemical and
physical properties of their environment

Cells continually probe their environment in order to adapt
immediate and long-term behaviour. Here are some examples:
a macrophage may decide to phagocytize a pathogen it has
just encountered, which may be completed within a few
seconds (Evans 1989). A polymorphonuclear phagocyte may
start migrating along a chemotactic gradient within minutes
(Zigmond 1977). An anchorage-dependent cell may decide
to die after being deposited on a non-adhesive surfaces,
and this may occur within several hours (Chen et al 1997).

5 Author to whom any correspondence should be addressed.

0953-8984/10/194107+12$30.00

Blood monocytes deposited on solid surfaces may begin
differentiating into macrophages within a few days (Kaplan
and Gaudernack 1982).

It has long been considered that cell decisions were based
on the recognition of specific ligands by their membrane
receptors. Thus, when melanoma cells were deposited on
laminin-coated culture dishes, spreading, not attachment,
was inhibited when galactosidase substrata were removed
by enzymatic treatment (Runyan et al 1988). However,
a number of recent reports demonstrated that cells are
not only sensitive to biochemical signals. Indeed, their
behaviour is strongly dependent on physical properties
of underlying surfaces such as stiffness, micrometre- and
nanometre-scale roughness, or two-dimensional topography
of recognition sites (Pierres et al 2009). Here are some
examples: (i) substratum stiffness. It was long ago shown

© 2010 IOP Publishing Ltd  Printed in the UK & the USA
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by Harris et al (1980) that adherent cells exerted forces
on underlying substrata. More recently, it was shown that
fibroblasts deposited on collagen-coated polyacrylamide gels
of heterogeneous stiffness preferentially migrated toward less
deformable surfaces, a property denominated as durotaxis
(Lo et al 2000). Also, when mesenchymal stem cells were
cultured on collagen-coated gels of varying cross-linking, they
exhibited highly different differentiation pathways depending
on the mechanical properties of the underlying surfaces
(Engler et al 2006). (ii) Substratum roughness. It has long
been shown that substratum roughness might influence cell
adhesion. Thus, macrophages were found to accumulate on
roughened areas of culture dishes (Rich and Harris 1981).
More precise information could be obtained when electronic
miniaturization techniques were used to deposit cells on
surfaces bearing well controlled patterns. Thus, cells were
found to align along grooves of micrometrical width and
submicrometrical depth (Clark et al 1990). More recently,
nanotechnologies allowed various authors such as Dalby et al
(2002) to demonstrate that nanopillars of only 13 nm height
strongly influenced protein synthesis by deposited fibroblasts.
(iii) Binding site topography. It is now well accepted that
the topography of binding sites exposed by cultured surfaces
may significantly influence cell behaviour. Thus, Maheshwari
et al (2000) showed that rat fibroblasts readily attached to
substrata bearing clustered ligands of their integrin membrane
receptors, but adhesion was impaired when ligand molecules
were homogeneously distributed with the same surface density.

1.2. The mechanisms used by cells to analyse neighbouring
structures and make behavioural choices remain poorly
understood

While it is well demonstrated and accepted that cells can
sense the physical and chemical properties of underlying
substrata, many questions remain unanswered: (i) what kind
of information is generated by the interaction between a cell
and a nearby surface? (ii) How is this information translated
into intracellular biochemical cascades? (iii) How are these
cascades translated into a behavioural decision?

It is difficult to answer these questions because even
basic terms need further analysis (Pierres et al 2009). Can
a local change of membrane curvature, a force or a change
of the 2D distribution of membrane molecules be considered
as an informative event? Also, while it seems reasonable
to assume that a biochemical event such as a rise of cell
cytosolic calcium concentration is a significant phenomenon
(Wei et al 2009), the link between signalling molecules and
cellular outcomes was recently recognized to be poorly defined
(Smith-Garvin et al 2009). Recording, and even defining, a
cell decision is also fraught with difficulties: thus, while cell
differentiation may sometimes appear as a limited sequence
of fairly irreversible commitments (Gurdon and Melton
2008), much recent evidence suggests that differentiation is
more flexible than was previously considered. Thus, fairly
simple treatments were shown to induce a lineage switch in
human neutrophils that are usually considered as terminally
differentiated cells (Araki et al 2004). Considering short-
term events, sending a filopodium along a chemoattractant

Figure 1. Cell spreading on adhesive surfaces. This figure shows the
exact shape of a rat thymocyte deposited on an adherent
(concanavalin A-coated) plastic surface, as shown with electron
microscopy (Mége et al 1986). The formation of a molecular contact
area involves (i) micrometre-scale flattening of a spherical cell into a
truncated sphere, (ii) nanometre-scale smoothing of the rough cell
surface to match the smooth plastic surface (broken arrow), (iii)
active lamellipodium formation (full arrow).

gradient may be considered as an early decision, while random
filopodium generation may be considered as a permanent
property of some cellular states. Discriminating between both
events may not be straightforward.

In addition to the need for a careful phrasing of the
addressed problem, it must be emphasized that it is very
difficult to elucidate the role of a given signalling molecule
due to a combination of (i) the high redundancy of intracellular
phenomena, (ii) the dependence of the role of a molecule on
surrounding molecules (thus, the role of a molecule is not
an intrinsic property), and (iii) a multiplicity of the functions
of a given molecules. See e.g. Abram and Lowell (2009)
for an impressive exemplification of this situation by integrin
receptors.

1.3. Cell spreading on a surface may be considered as a
suitable model for studying cell decision-making

In view of the aforementioned difficulties, a suitable
experimental setup to study cell decision-making should meet
the following requirements: (i) the cell decision should be
liable to real-time monitoring, (ii) information retrieval should
be monitored sufficiently rapidly to minimize the chain of
events linking cell stimulation and response, (iii) an event
defined as a decision should significantly influence future cell
behaviour, to ensure that it is not a random event. Arguably,
cell spreading on an adhesive surface (figure 1) meets all
these requirement. Indeed, while cell attachment may occur
without any active cell participation (Pierres et al 1994),
spreading does not always follow attachment and may indeed
involve specific requirements (Runyan et al 1988, Pierres et al
2002). Therefore, spreading initiation requires a definite cell
decision. Further, as will be shown below, spreading may be
completed within a few minutes or even tens of seconds after
initial contact. Finally, spreading is a highly significant event
since spread and rounded cells may display quite different
behaviour (Pierres et al 2002, Meyers et al 2006, Neves et al
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2008). Interestingly, general models of spreading kinetics were
recently reported (Chamaraux et al 2005, Cuvelier et al 2007).

1.4. The cell decision to spread on a surface is dependent on
biochemical, chemical and physical properties of this surface

While it has long been shown that cell spreading on a
surface is not a mere consequence of physical attachment
and requires the presence of suitable ligands of membrane
receptors (Runyan er al 1988), more recent results show
that the physical and topographical properties of surfaces are
perceived and accounted for by deposited cells. Thus, cell
spreading on ligands of membrane integrins was found to
require that the spacing of these ligand sites be lower than
a clearcut threshold (Massia and Hubbell 1991, Calvacanti-
Adam et al 2007). Also, a minimal substratum stiffness is
required to allow spreading initiation. Fibroblast spreading on
fibronectin-coated surfaces required that the substratum Young
modulus be higher than 3000 kPa (Yeung et al 2005), and rat
macrophages spread on collagen-coated glass (70 MPa Young
modulus), not polyacrylamide (40 kPa, Féréol et al 2006).
Finally, cell spreading is influenced by the roughness of the
underlying surfaces (Wocjiak-Stothard er al 1996).

1.5. T lymphocyte spreading on activating surfaces may be
considered as a workable model for visualizing cell decision

Mature T lymphocytes are known to circulate throughout
living organisms and scan the surface of encountered cells
to detect the presence of foreign protein fragments that are
bound to major histocompatibility complex molecules of the
presenting cells (see Bongrand and Malissen 1998). Even a
few molecular interactions between T lymphocyte receptors
(TCRs) and cognate ligands can induce a lymphocyte response,
including extensive contact formation with antigen presenting
cells and triggering of significant processes such as target cell
destruction (Grakoui et al 1999). The lymphocyte decision
to initiate an immune response is based on a number of
parameters, including quantitative properties of TCR-ligand
association (van der Merwe and Davis 2003). The mechanisms
responsible for signal generation as a consequence of TCR—
ligand interaction remain incompletely understood (Smith-
Garvin et al 2009). Therefore, comparing the immediate
consequences of T lymphocyte interaction with activating
and non-activating surfaces might provide an useful way of
analysing information-gathering and decision-making. In the
present paper, we present a quantitative description of the
initial interaction between T lymphocytes and activating or
control surfaces. Our results provides a basis for real-time
analysis of data acquisition and decision-making by individual
cells.

2. Model and methods

2.1. Cells

Peripheral blood from healthy volunteers was provided by
the blood bank (EFS). Peripheral blood mononuclear cells
were purified by centrifugation on a density barrier following

standard techniques. These cells are known to include
monocytes and different lymphocyte subpopulations. In order
to avoid any undesirable activation, T lymphocytes were
obtained by negative selection using magnetic cell sorting
(Miltenyi Biotec). It was checked with flow cytometry and
CD3 labelling that more than about 85% of the remaining cells
were T lymphocytes.

2.2. Surfaces

Glass coverslips were silanized and covalently coated with
antibodies using glutaraldehyde chemistry, as previously
described (Pierres et al 2008). Antibodies were either control
IgG1 that were not expected to bind cells, anti-HLA (human
leucocyte antigen) monoclonal antibodies (Beckman-Coulter-
Immunotech, IgG1 isotype) that were expected to induce
cell-substrate adhesion without activation, and anti-CD3
(UCH1, Beckman-Coulter-Immunotech, IgG1) that bound the
T cell receptor/CD3 (TCR-CD3) complex on the lymphocyte
membrane and were expected to trigger cell activation as well
as adhesion.

Using the standard carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) labelling technique (Gett and Hodgkin 2000), it was
checked that T lymphocytes deposited on anti-HLA, not anti-
CD3, displayed robust proliferation after a 3-day culture (not
shown).

2.3. Microscopic monitoring of early cell-surface contacts

T lymphocytes were suspended (12.5 x 10° cells ml~!)
in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 culture
medium supplemented with 10% foetal calf serum, 2 mM L-
glutamine, 50 uM 2-mercaptoethanol, 50 U ml~! penicillin
and 50 Uml~! streptomycin. Twenty microlitres of cell
suspensions were deposited on antibody-coated coverslips on
the stage of an Axiovert 135 inverted microscope (Zeiss,
Germany) equipped with a heating stage set at 37°C.
Observation was performed with an antiflex™ objective and
reflection interference contrast microscopy (RICM) filter block
with 546 nm illumination, as previously described (Pierres et al
2008). Image acquisition was performed with a C4742-95-10
charged coupled device (CCD) camera (Hamamatsu, Japan).
In each experiment, about 300 images were acquired with
1Hz frequency immediately after cell deposition. A single
field was monitored, thus allowing us to record the immediate
cell contact with the surface. A total of about 5000 images
were used to record the initial contact of activating (anti-CD3-
coated) surfaces with 13 individual cells and control (anti-
HLA-coated) surfaces with 23 individual cells.

2.4. Image processing

The basis of our procedure was to use the zero aperture
angle approximation to estimate the distance between cells and
underlying surfaces (Curtis 1964, Simson et al 1998, Pierres
et al 2003, 2008), yielding the following equation:

7 = (\/4m) arccos[(2] — Iy — hw)/(Im — )]~ (1)
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Figure 2. Image processing for contact determination. An image with a particularly high defect was selected to illustrate the requirement for
basic corrections. (A) Due to the intrinsic noise of the camera, the coefficient of variation of individual pixel intensity is about 6%. In
addition, illumination inhomogeneities result in a 15% coefficient of variation of average intensities between corners of the field. Performing
spatial averaging (B) and linear correction for intensity variations (C) reduces the local pixel intensity variation to less than 1.5% and the
overall spatial variation to less than 2%. Using equation (1) the region where the membrane-to-surface distance was estimated at less than
34 nm (Pierres ef al 2003) was defined as the contact area and shown as a black area on (D). Bar = 2 pum.

where X is the light wavelength in water (i.e. 546/1.33 =
410 nm), [ is the light intensity on a given pixel, and Iy
and Iy are respectively the minimum and maximum intensity
levels corresponding to z = 0 and A/4. The interest of this
formula is that it remains valid when intensities are subjected
to affine transformation for contrast enhancement or when
the illumination intensity fluctuates. As previously discussed
(Pierres et al 2003, 2008), there is definite experimental
support to the conclusion that this formula provides a semi-
quantitative estimate of membrane-to-surface distance. In
any case, it does not seem feasible to measure and even to
define with nanometre accuracy the distance between a plane
and a membrane studded with protrusions that may range
between typically 10 and 100 nm length, which corresponds
to individual molecules or membrane folds. Due to limited
lateral resolution, interference microscopy is expected to yield
a spatially averaged cell-to-substratum distance.

I, and Iy were estimated by determining the ratio
between the minimum or maximum and average illumination
I,y on hundreds of images, yielding 0.77 and 1.18 for I,,/1,,
and Iyi/ I,y respectively. A custom-made program was written
to perform the following steps (figure 2).

(i) Intensity averaging was performed on 525 x 525 nm? areas

to minimize camera noise.

(ii) a linear correction was performed to eliminate possible
variations of illumination intensity in a box of typically
20 x 20 pum? surrounding a given cell.

(iii) The average illumination intensity was calculated in an
empty area and corresponding parameters I, and Iy; were
thus determined.

(iv) Equation (1) was thus used to calculate cell-to-surface
separation.

Equation (1) was then used to convert microscopic images
into distance maps, using coded colours to allow direct reading
of cell-surface distance with nearly nanometre resolution.
Sequential sequences of 8§ images were then used to calculate
the standard deviation of intensities at each pixel, yielding a
quantitative estimate of local fluctuation amplitude. Data were
used to yield fluctuation maps, as previously reported on cells
(Pierres et al 2008) and lipid vesicles (Smith et al 2008).

3. Results

3.1. Quantitative analysis of contact extension

As shown on figure 3, in a typical experiment, cells were
added during continuous monitoring of the microscope field
and image recording with about 1 Hz frequency.

First, the evolution of the average cell-surface distance
calculated on the whole cell area was studied, revealing three
different kinds of behaviour as exemplified in figure 4.

e When cells were deposited on non-adhesive, IgGIl-
coated surfaces, they remained barely visible for minutes
under the interference reflection microscopy (IRM)/RICM
observation. They appeared as disks slightly brighter than
empty areas. The distance calculated with equation (1) is
shown in figure 4, this cannot be considered as reliable due
to the ambiguity of distance calculation for values higher
than about 60 nm.
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Figure 3. Real-time monitoring of contact formation between a cell and an adhesive surface. Human T lymphocytes were allowed to sediment
on a surface coated with activating anti-CD3 monoclonal antibodies. During a period of 384 s, a cell was found to appear and spread on the
surface (arrow). Another cell that had just sedimented at time zero (double arrow) also extensively spread during the observation period.

e When cells were deposited on adhesive non-activating
surfaces (anti-HLA), contact was soon visible and the
average cell-surface displayed a steady decrease after a
lag on the order of 1 min.

e When cells were deposited on adhesive activating surfaces
(anti-CD3), contact formation displayed a rapid increase
after a lag of an order-of-magnitude duration comparable
to that found on anti-HLA-coated surfaces. The lag
duration displayed by individual cells varied between
about 30 s and 2 min, and no significant difference could
be demonstrated between the lag duration on activating
and non-activating surfaces.

In order to obtain an objective definition of cell-surface
contacts, the histograms of pixel brightness were determined
on a series of sequential images. A typical example is
shown in figure 5: during the first tens of seconds following
contact, brightness histograms became bimodal, suggesting a
natural intensity threshold for discrimination between free and
surface-touching areas. Interestingly, the threshold of about
34 nm, that had been chosen in an earlier study made on
monocyte attachment (Pierres et al 2003), was found to allow
a fairly robust determination of contact areas, and the shape of
the plots exemplified in figure 6 was only weakly dependent on
the precise choice of the cutoff. Further, during the following
minutes, the cell-surface distance exhibited a steady decrease,
that was previously denominated as contact maturation (Pierres
et al 2008).

Using this threshold to define contact, the kinetics of
contact extension was calculated on 23 cells deposited on
anti-HLA-coated surfaces and 13 cells deposited on anti-
CD3-coated surfaces, yielding respectively 0.20 + 0.04
(SEM.) um?s~! and 1.47 + 0.27 (SEM) pum?s!.
Representative plots are shown in figure 6.

Thus, measuring contact extension kinetics appeared as
a rapid and objective means of monitoring TCR-mediated
lymphocyte activation.

_Distance (nm)
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80

e |G
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40
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20

0 40 80 120 160 200

Time (second)

Figure 4. Kinetics of cell-to-surface interaction tightening after
initial contact. The average distance between cells and surfaces was
calculated with equation (1) after processing IRM/RICM images.
While cell-surface distances remained higher than about 60 nm in
the absence of ligand-receptor interaction (IgG1-coated surfaces),
adhesive non-activating surfaces (anti-HLA) often induced a very
slow decrease of distance. In contrast, anti-CD3 rapidly induced
rapid contact extension. Note that time zero represents the onset of
image acquisition, not cell-surface contact.

3.2. The onset of cell spreading is preceded by a formation of
transient cell-surface contacts as a consequence of continual
membrane undulations of nanometric amplitude

In order to obtain a better understanding of spreading
initiation, a series of sequential images were processed for the
determination of membrane-to-surface distance during several
tens of minutes preceding and following spreading initiation.
In order to convey a quantitative feeling of cell motility, the
standard deviation of cell-surface distance was calculated at
each pixel for a series of eight sequential values. Numerical
data were displayed by building distance maps and fluctuation
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Figure 5. Contact tightening between cells and anti-CD3-coated surfaces. The histogram of average calculated distance between cells and
anti-CD3-coated surfaces was calculated 30, 60 and 180 s after sedimentation. Contact first appeared as a region where the estimated
cell-surface distance was lower than about 34 nm (arrow). During the following minutes, this distance displayed a steady decrease, which was

defined as contact maturation.

Contact area

10000
8000
6000 anti-CD3
4000
2000 anti-HLA
M
° 0 50 100 150 200

Time (second)

Figure 6. Spreading kinetics of T lymphocytes on activating and
non-activating surfaces. Representative curves of contact extension
between T lymphocytes and activating (anti-CD3) or adhesive
non-activating (anti-HLA) surfaces are shown. Anti-CD3 antibodies
induced rapid contact extension. Interestingly, the contact area
observed between lymphocytes and anti-HLA-coated surfaces
displayed slow fluctuations of about a 20 s period.

maps with coded colours. Typical images of cells falling
on anti-HLA-coated (figure 7) and anti-CD3-coated (figure 8)
surfaces are shown. The following conclusions were obtained:

e Cell arrival into contact with the substratum was revealed
by a local increase of apparent fluctuation amplitude from

about 3 nm (corresponding to background level) to 10—
15 nm (figures 7(AK) and 8(AL)).

e During a lag period on the order of 1 min, cells displayed
continual undulations of typically 4-6 nm amplitude
with possibly transient increases to 15 nm or more
(figures 7(AZ) and 8(AP)).

e These fluctuations provided a possible mechanism for the
rapid formation and dissociation of transient membrane-
to-surface contacts (figure 9).

e More experiments are needed to determine whether the
duration of the lag period is dependent on the molecules
exposed by surfaces encountered by cells.

3.3. Cell spreading involved concomitant lateral extension of
contact areas and a decrease of membrane-to-surface distance

e After the lag period, the contact area started increasing
quite abruptly (figures 7(BC)—~(BD) and 8(AY)—(AZ)).

e While contact areas formed on anti-HLA-coated surfaces
resembled fairly regular disks, contacts formed on
activating anti-CD3-coated surfaces soon resembled rings
with the formation of a central zone where the membrane-
to-substrate distance began to increase (figures 8(BO)—
(BP)).

e During the period of contact extension, vertical fluctua-
tions of the membrane—substrate distance remained ap-
parent. As exemplified in figure 10, a general trend was
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Figure 7. Spreading of a lymphocyte on a control surface. Quantification of average cell-surface distance (odd rows) and distance standard
deviation (even rows) on series of sequential images reveals the cell arrival near the surface (AD/AK) and spreading initiation (AS/AZ).

that (i) the fluctuation amplitude increased when the cell—
substratum distance decreased from about 50 to 10 nm
and (ii) the fluctuation amplitude for membrane regions
located at a given distance of the surface decreased during
the first minutes following contact.

During the first minutes following contact, the width
of the gap formed between cell membranes and surface
decreased by several tens of nanometres (figure 11). We
compared the narrowing rate of contacts formed on control
and activating surfaces by monitoring the average distance
between surfaces and membrane areas that displayed O
apparent distance at the end of each experiment. The time
required for this average distance to decrease from 34 to
14 nm apparent distance was 48.2+£7.3s S EM. (n = 13
cells) on activating surfaces and 75.94+9.9 S.EM (n = 20)
on control surfaces. These results suggest that contact-
narrowing was more rapid on activating surfaces.

In order to convey an intuitive feeling for the mechanism
of cell spreading, distance maps were used to build 3D
drawings of the regions of the cell membrane interacting
with surfaces. As shown in figure 12, results suggest
that spreading involved both in-plane and perpendicular
reorganization of cell membranes in contact areas.

4. Discussion

4.1. Suitability of our experimental model

The aim of our work was to describe a suitable model
for understanding how a motile cell can analyse a
surface it encounters and take appropriate decisions. Our
strategy consisted of monitoring, as accurately as possible,
the membrane deformations undergone by lymphocytes
encountering control or activating surfaces. We expected
to obtain two kinds of information. First, we wished to
record cell-surface contacts in order to know which kind of
information could be generated by the cell-surface interaction.
Secondly, in view of previously reported data, the extensive
membrane reorganization involved in contact extension and
tightening might be considered as an early and readily
detectable witness of the cell decision to undergo an activation
process.

Our choice is supported by two well-accepted pieces of
information. First, activating T lymphocytes with anti-CD3
antibodies is a recognized way of testing lymphocyte function
in humans. Second, T lymphocytes have a need to be able to
detect TCR ligands during a few minute contact with antigen
presenting cells (Miller et al 2004), and adhesion tightening
is a well known outcome of detection events, with subsequent
extensive reorganization processes leading to the formation of
the so-called immune synapse (Monks et al 1998, Grakoui et al
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Figure 8. Lymphocyte spreading on an activating surface. The initial interaction between a lymphocyte and the anti-CD3-coated surface is

shown.

1999). Therefore, both our cellular model and the measured
parameters are relevant to important physiological processes.

4.2. First conclusions

The major conclusion of our study is that T lymphocytes
touching an adhesive surface started spreading after a lag
ranging between several tens of seconds and a few minutes.
Further, the rate of lateral contact extension was between
sevenfold and eightfold higher on activating (anti-CD3-coated)
surfaces than on control surfaces that were not expected to
trigger cell activation.

The second point is that in addition to lateral contact
extension, the apparent distance between touching surfaces
steadily decreased during several tens of seconds. This
point may be significant in view of the reported functional
significance of the width of the gap formed between immune
cells and targets (McCann et al 2003). More work is required
to confirm the finding that contact tightening was more rapid
on activating than on control surfaces.

Now, it is warranted to examine some problems that will
have to be considered in order to achieve a full understanding
of the significance of the obtained data.

4.3. Interpretative issues

4.3.1. What is the significance of calculated cell-surface
distances. ~ While IRM/RICM has long been used to

30 d (nm)

t (seconds)

Figure 9. Membrane undulations may generate transient contacts
with underlying surfaces. The thin and bold lines show the
time-dependence of the distance between the (anti-CD3-coated)
surface and two representative membrane areas of 0.14 m?. The
horizontal broken line shows the threshold chosen for contact
definition.

determine the distance between cell or vesicle membranes
and surfaces, equation (1) cannot be expected to yield more
than a semi-quantitative estimate of this distance (Pierres et al
2003, 2008). Indeed, while changes or absolute values of the
distance between artificial bilayers and surfaces were estimated
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Figure 10. Variations of membrane undulations during contact formation. T lymphocytes were deposited on control anti-HLA-coated (A) or
activating anti-CD3-coated (B) surfaces and the images of individual cells were monitored. During sequential periods of 7 s, the amplitude of
membrane undulation was calculated and the relationship between the undulation amplitude and z coordinate was calculated. (A): time 1 s
(diamonds), 30 s (squares), 110 s (crosses), 170 s (circles). (B): 1 s (diamonds), 40 s (squares), 340 s (circles). The vertical bar length is the
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Figure 11. Decrease of membrane-to-surface distance in contact
areas. A lymphocyte was deposited on an anti-CD3-coated surface
and the average distance between the surface and a representative
patch of 0.56 m? was monitored during about 350 s. Results
obtained during contact formation are shown.

to be measurable with respectively about 5 nm and 15 nm
accuracy (Marx et al 2002), cell membranes are studded
with molecules that may protrude above the bilayer by tens
of nanometres: the sizes of T lymphocyte receptor, LFA-1
integrin, or the bulky CD43 molecules are about 8 nm, 20 nm
and 40 nm respectively. Thus, our numerical estimates of
membrane—substratum distance must be considered as relative
estimates, including a notable spatial averaging. It is therefore
clearly warranted to check our results with complementary
methods such as total internal reflection fluorescence (TIRF;
Gingell et al 1985), fluorescence resonance energy transfer
or electron microscopy (Heath 1982). However, it must be
pointed out that the conclusion that nonmuscle cells such as
lymphocytes display nanometre-scale undulations is consistent
with previously reported experiments made with dark field
microscopy (Krol et al 1990) or atomic force microscopy

(Pelling et al 2007). Therefore, while more work is required
to assess the significance of our findings, it seems acceptable
to conclude that lymphocyte membranes displayed nanometre-
scale undulations in contact areas at the moment of initial
contact and further spreading.

4.3.2. How can we detect and even define cell-surface contacts.
While observations exemplified in figure 9 strongly suggest
that cell membrane movements have the potential to initiate
multiple contacts with neighbouring surfaces, it would be
important to define these contacts and determine whether
they have the capacity to generate intracellular signals. A
possible means of detecting mechanical interactions between
cells and surfaces would be to monitor the deformations of
soft substrata underlying sedimented cells. Also, it would
be attractive to monitor a number of fluorescence-based
reporters of intracellular cascades (Wang et al 2005, Pertz
et al 2006, Randriamampita et al 2008). Transient rises of
intracellular calcium would be attractive candidates, since they
were shown to be early markers of cell spreading (Kruskal
et al 1986) or lymphocyte activation (Campi et al 2005).
However, preliminary ratiometric determinations of calcium
concentration with cells doubly labelled with Fluo-4 and Fura
red did not reveal any conclusive correlation between calcium
changes and immediate spreading initiation (not shown).

4.3.3. Are membrane undulations driven by active intercellular
processes and are they influenced by ligand-coated surfaces
independently of contact formation? ~While passive thermal
processes might account for nanometre-amplitude undulations
(Zidovska and Sackmann 2006), it is certainly warranted to
further investigate the dependence of these movements on
cell function. Indeed, in addition to the theoretical interest
of this question, an attractive possibility would be that cell
undulations might act as a reporter of surface detection by
sedimenting cells. Thus, results displayed on figure 10 would
be consistent with the hypothesis that the detection of a surface



J. Phys.: Condens. Matter 22 (2010) 194107

E Cretel et al

50 nm

2500 nm

Figure 12. Membrane deformation during contact formation. Distance maps were used to build 3D images of the membrane region of a cell
sedimented on an activating surface at times 1, 30, 60 and 180 s after the onset of the experiment. Different scales were used for coordinates x

and y (parallel to the surface) and z (perpendicular to the surface).

at about 50 nm apparent distance by a cell might result in a
change of undulation amplitude within a few tens of seconds
before a tight contact occurred. A major difficulty is that it
is, in principle, fairly difficult to discriminate between active
and passive cell processes, since cell rheological parameters
that are expected to strongly influence surface undulations are
highly dependent on cell metabolism.

4.3.4. Is the spreading rate determined before the onset of
spreading?  An attractive interpretation of our results would
be that cells might start spreading on the basis of information
gathered during the nearly 1 min period of distant interaction
following initial contact. This hypothesis might be tested
by subjecting cells to rapid blockade or stimulation of a
class of membrane receptors during the spreading phase and
monitoring the effect of this treatment on the spreading rate.
Indeed, it would be interesting to know the time required
by cells to change their behaviour when the environment is
altered. This information would be very useful to relate
signalling phenomena to behavioural outcomes.

4.3.5. Is there a tight correlation between early spreading
While experiments done at
the population level clearly demonstrated that anti-CD3,
not-anti-HLA, induced lymphocyte proliferation and rapid
spreading, it would be informative to extend our study
by monitoring, at the single cell level, the occurrence of
spreading and activation markers such as CD69 or CD25
expression, interleukin 2 production and proliferation, as well
as intracellular biochemical cascades when the intensity of
stimulation is varied.

and later activation events.

5. Conclusion

Here we provided a quantitative description of the shape
changes displayed by T lymphocytes during the first minutes
following contact formation with surfaces exposing two
different ligands of their membrane molecules. We found
that initial contact was followed by a lag period on the order
of 1 min duration during which cell membrane undulations
allowed the formation of transient molecular contacts with
underlying surfaces. Then cells started extending molecular
contact with a rate that was highly dependent on surface
treatment. The morphology of contact areas was also markedly
dependent on surface treatment. Since spreading is well
recognized as a significant behavioural pattern, it is concluded
that this experimental setup provides a strong basis for
analysing cell information-gathering and decision-making. In
addition, this might provide the basis for a rapid and innovative
test of T lymphocyte function that might complement currently
available ways of exploring the immune system.
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presence of a few tens of cognate ligands or less on the membrane of a cell exposing millions of
protein molecules. Detection is followed by the cell decision to undergo full or partial activation
or even to start an inhibitory program. While the measurement of cell proliferation or cytokine
synthesis is accepted as a reliable means of monitoring T lymphocyte activation, this requires

;:?é‘ffirriice reflection microscopy hours or days to complete, which is a significant drawback to relate decision to particular
T lymphocyte activation signaling events or to assess lymphocyte reactivity in patients. Here we show that the contact
CFSE area formed between T lymphocytes and potentially activating surfaces is exquisitely
T cell receptor complex stimulation correlated to the proliferative response measured with the standard CFSE technique.
Spreading Correlation is even better than the Erk activation that was reported as a digital reporter of

cell activation. The simple and accurate method of assessing lymphocyte-to-surface contact
extension that we describe might be very useful both to monitor lymphocyte reactivity for
clinical purposes and to identify early steps of lymphocyte activation.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction complete activation. Accordingly, proliferation tests are current-
ly performed both for theoretical purpose, in order to analyze

A critical step of the adaptive immune response is the T the basis of lymphocyte choice of developing an immune
lymphocyte decision to initiate an activation program after response (Gett and Hodgkin, 2000), and for medical practice, to
encountering and scanning an antigen presenting cell. Lympho- monitor the immune status of patients (Brandes et al., 2009;
cyte proliferation is commonly accepted as a reliable reporter of Ohdan, 2010). A major drawback of gold standards such as

measurement of lymphocyte proliferation or interleukin 2

production is that they require at least several hours and often

Abbreviations: CFSE, Carboxyfluorescein succinimidyl ester;Erk, extra- several days to be completed. This is an inconvenience when
cellular signal-regulated kinase;FCS, fetal calf serum;IRM, interference rapid diagnosis is desirable. Also, on the theoretical side, the

reflection microscopy;mAb, monoclonal antibody;PBMC, peripheral blood lexi fsi li ) Kes i Ivi ibl
mononuclear cells;PHA, phytohaemagglutinin;PWM, pokeweed mitogen; complexity of signaling networks makes it nearly impossible to

RICM, reflection interference contrast microscopy;RPMI, Roswell Park correlate early signals to delayed responses. Therefore, a simple

Memorial Institute;TCR, T cell receptor. method allowing early and reliable detection of lymphocyte
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de Luminy, 163 Avenue de Luminy, Case 937, 13288 Marseille Cedex 09, During the last decade, the initial steps of T lymphocyte
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remodeling of the cell membrane in contact areas results in
the formation of the so-called immune synapse within a few
tens of minutes (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999),
important events such as T cell receptor clustering, kinase
recruitment (Richie et al., 2002) or rise of intracellular
calcium concentration (Irvine et al, 2002; Campi et al,
2005) occur within seconds or tens of seconds after contact
initiation and they are attractive candidates as early reporters
of lymphocyte activation. However, while a single molecular
contact may suffice to trigger a transient cell response such as
calcium rise (Irvine et al., 2002), it is likely that several signals
must be integrated for initiation of the activation program
(Valitutti et al., 1995). It is therefore important to determine
which early consequence of T lymphocyte to APC encounter is
an appropriate reporter of definitive activation. As otherwise
stated (Locasale, 2007), it would be useful to identify a
bistable switch in the T cell signaling network, the triggering
of which would allow completion of the activation program
without any further stimulation. A possible candidate might
be Erk phosphorylation which was shown to behave as an all-
or-none consequence of T cell activation (Altan-Bonnet and
Germain, 2005), but this possibility has not been fully
explored.

An early event related to the triggering of the immune
response is the T lymphocyte decision to prolong contact
with an antigen presenting cell it has just encountered
instead of moving to another cell. Therefore, the extent of
molecular contact between a T cell and an activating
surface might provide a suitable read-out of cell activation.
Interestingly, this contact may be subjected to real-time
monitoring on label-free cells with interference reflection
microscopy (IRM) also denominated as reflection interfer-
ence contrast microscopy (RICM). This optical method is
easily performed with commercially available fluorescence
microscopes. The distance between cells and planar
surfaces may be semi-quantitatively estimated with a few
nanometer accuracy. This was first used to image adhesion
by Curtis (1964). It allowed clear identification of close
contacts and focal contacts (Izzard and Lochner, 1976). It
was later used for quantitative assessment of the dynamics
of monocyte membranes with nearly nanometer and
second resolution during early contact with adherent
surfaces (Zidovska and Sackmann, 2006; Pierres et al.,
2008). IRM was also used in a qualitative way to monitor T
lymphocyte interaction with activating surfaces (Dustin
et al., 1996; Bunnell et al., 2002).

Here, we describe an accurate procedure for IRM-based
analysis and we apply this to the quantitative monitoring of
the kinetics of contact formation between T lymphocytes and
activating (anti-CD3-coated) or control (anti-HLA-A,B,C-
coated) surfaces. Activating (anti-CD3) antibodies triggered
a dramatic increase of the kinetics and extent of contact
formation. Further, experiments done with serial dilution of
anti-CD3 antibodies revealed a striking correlation between
contact areas measured after 15 minute incubation and cell
proliferation measured 3 days later. Monitoring Erk-1 phos-
phorylation with immunofluorescence showed that i) phos-
phorylation is triggered by cell contact with immobilized
anti-CD3, not anti-HLA, as expected. ii) Dose-response curves
show that these phosphorylation events were less predictive
of subsequent proliferation than rapid contact extension.

It is concluded that quantitative determination of the
interaction area of lymphocytes and adhesive surfaces after
15 minute contact provides a simple way of assessing the cell
decision to initiate an activation program. Since measure-
ments can be performed both at the single cell and population
level, it is concluded that this method provides a rapid and
unexpensive way of quantifying lymphocyte activation and
this should be useful for both fundamental and clinically
oriented studies.

2. Materials and methods
2.1. Blood donors and lymphocyte separation

Blood from healthy volunteers was provided by the French
blood bank. In addition, a few tests were performed with
samples for patients examined for T lymphocyte activity. The
protocol was approved by AP-HM who accepted to promote a
clinical trial to assess the significance of our method.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were purified
by centrifugation on a density gradient solution (Lymphocyte
Separation Medium, Eurobio, Les Ulis, France) following
standard techniques. In order to avoid cell activation, T
lymphocytes were isolated by negative selection using
magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec France, Paris). In
some cases, PBMC were magnetically labeled with HLA-DR
microbeads and separated on a column placed in a magnetic
field. The unlabeled cells were more than 88% positive for
CD3. In other cases, non-T cells were indirectly labeled with a
cocktail of biotin-conjugated monoclonal antibodies and anti-
biotin microbeads as a secondary reagent (Pan T cell isolation
kit II, Miltenyi Biotec). Recovered cells were 98% positive for
CD3.

2.2. CFSE staining and cell culture

Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)
was purchased from Invitrogen (Cergy Pontoise, France) and
stored frozen as a 10 mM stock solution until used. A pellet of
5x 106 cells was resuspended in 200 ul of 1 uM CFSE labeling
solution in RPMI 1640 medium (Gibco-Invitrogen), 2% FCS
(Gibco), and incubated 10 min at 37 °C in the dark. After
incubation, 1 ml of cold FCS was added to the sample which
was then transferred on ice for 5min. Cells were washed
three times and resuspended in RPMI 1640 supplemented
with 10% FCS, 2 mM L-glutamine (Gibco), 1% penicillin/
streptomycin (Gibco). Cells stained with CFSE were analyzed
after 72 h of culture on an EPICS flow cytometer (Beckman
Coulter).

2.3. Lymphocyte proliferation assay

Stained PBMC (2 x 10°/well, 200 pl) were cultured in 96-
well flat bottom plates (Falcon, Becton Dickinson France, Pont
de Claix) with either medium alone, 2 pg/ml phytohemag-
glutinin A (PHA, Sigma Aldrich, Germany), pokeweed
mitogen (PWM, Sigma) or 10 pg/ml anti-CD3 (Beckman
Coulter). Stained purified T cells (10°/well, 200 ul) were
cultured in 96-well flat bottom plates precoated with
monoclonal antibodies (mAbs) as follows: wells were
incubated with 10 pg/ml anti-CD3, anti-HLA-ABC, control
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IgG1 or serial dilutions of anti-CD3 in IgG1 (all from Beckman
Coulter) overnight at 4 °C and washed before adding the cells.
Each condition was done in triplicate. All cultures were
incubated at 37 °C in a 5% CO, incubator for 72 h.

After 3 days, each well was harvested and analyzed
separately with an EPICS flow cytometer. Propidium iodide
was used to label dead cells. From each sample a minimum of
5000 events was collected.

2.4. Surfaces

Glass coverslips were dipped in sulphuric acid (Sigma) for
4 h, rinsed under running water, then distilled water and
dried. They were then treated with (3-aminopropyl)
triethoxysilane (Sigma-Aldrich) for 4 min on ice, washed in
phosphate buffered saline (PBS) and incubated with 1%
glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) for 30 min at room temper-
ature. They were rinsed with PBS and coated with 10 ug/ml
monoclonal anti-CD3, HLA-ABC, or IgG1 control (all from
Beckman Coulter) for 2 h at room temperature. Blocking was
done by incubation in 0.1 M ethanolamine at pH 7.8 for
30 min before adding the cells.

2.5. Microscopic monitoring of contacts

Purified T cells (2.5x 10°) were deposited on mAb-coated
coverslips on the stage of an Axiovert 135 inverted microscope
(Zeiss, Germany) equipped with a heating stage set at 37 °C.
Observation was performed with a 63x antiflex™ objective
and reflection interference contrast microscopy (RICM) filter
block supplemented with a H546 band pass excitation filter.
Images were obtained with an Orca C4742-95-10 camera
(Hamamatsu, Japan). Pixel size was 125x 125 nm?. Contact
determination and quantification was performed with a
custom-made software for rapid completion of the following
steps (Pierres et al., 2003, 2008): i) average filtering was
performed on 5 x 5 pixel? areas for noise reduction. ii) A linear
correction was performed on 25 x 25 um? areas surrounding
individual cells to compensate for variations of background
intensity. iii) The average illumination intensity was deter-
mined on a cell-free region. iv) The contact area was then
defined as the region where the light intensity was less than
0.87 times the average intensity. Using the low incidence
approximation (Pierres et al.,, 2003), the corresponding
threshold for membrane/substratum separation distance
was estimated at about 34 nm, which was deemed reasonable
on the basis of the size of typical adhesion molecules and
examination of the histograms of hundreds of cell images
(Pierres et al., 2003, 2008).

2.6. Intracellular staining

Cells were allowed to settle for different periods of time at
37 °C. Then adherent cells were rinsed in PBS and fixed with
ice-cold 2% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich), 1 mM glucose
solution in PBS for 20 min at 4 °C. After extensive washing with
PBS, cells were permeabilized with ice-cold methanol for
10 min at —20 °C. Samples were then washed and blocked
with 5% normal rabbit serum (Jackson Immunoresearch
Europe, New Market, UK), 0.3% triton X-100 (Euromedex,
Souffelweyersheim, France) in PBS for 60 min at room

temperature. After blocking-buffer removal, anti-phospho-
p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) rabbit
mADb (Cell Signaling Technology, Boston MA) was applied in
PBS, 1% BSA (Sigma), 0.3% triton X-100 overnight at 4 °C. After
three washes in PBS, samples were incubated with Alexa Fluor
488 (F.p'), fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L) in PBS, 1%
BSA, 0.3% triton X-100 for 2 h at room temperature in the dark.
Samples were washed and examined with an Axiovert 200 M
inverted microscope (Zeiss) and images collected by a cooled
tri-CCD C7780 camera (Hamamatsu, Japan) using Aquacosmos
software. Fluorescence analysis was done with Image ]. Visible
images were used to delineate cell boundaries and mean
fluorescence was calculated (with proper background subtrac-
tion) on about 100 cells per studied condition.

3. Results and discussion

A standard way of assessing T lymphocyte activity consists
of stimulating them with anti-CD3 antibodies and quantifying
cell proliferation a few days later (Gett and Hodgkin, 2000).
As expected, when CFSE-labeled T lymphocytes were depos-
ited on surfaces coated with anti-CD3 and assayed 3 days
later with flow cytometry, 79.8% + 2.3% of recovered cells had
undergone at least one division (mean + standard error, 13
separate experiments). Comparable stimulation was obtained
with phytohaemagglutinin (69.1%4-0.24%), whereas no
stimulation was detected when cells were deposited on
IgG1-coated surfaces (1.4% 4+ 0.15%) or even anti-HLA-coated
surfaces (2.1% 4 0.24%). As shown on Fig. 1, cell proliferation
displayed monotonous decrease when the amount of anti-
(D3 antibodies was subjected to sequential dilution.

In order to monitor the earliest steps of cell stimulation,
we deposited T lymphocytes on surfaces coated with anti-
CD3 or control antibodies under continuous microscopic
observation. As exemplified in Fig. 2, IRM revealed the rapid
growth of a region of close molecular apposition between cell
membranes and substrata during the first tens of seconds
following initial contact. Quantitative information was
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Fig. 1. T lymphocyte activation with anti-CD3. Human T lymphocytes were
deposited on surfaces derivatized with various amounts of anti-CD3
antibodies. The fraction of cells having undergone at least one division
(mean of 13 experiments 4 standard error of the mean) was plotted versus
dilution of anti-CD3 coating solution.
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Fig. 2. Contact formation between T lymphocytes and anti-CD3-coated surfaces. T lymphocytes were deposited on anti-CD3-coated surfaces and observed
microscopically with IRM/RICM. Images obtained about 1 min after sedimentation (Fig. 2A), and 25s, 50 s, 75 s and 125 s later (B-E) are shown. Bar is 5 um. The
histograms of images A (thick line) and E (thin line) are shown in F. These histograms account for the whole rectangular regions shown in images A and B. The

bimodal shape of the E histogram supports the feasibility of defining contact zones.

obtained by monitoring tens of individual cells: As shown on
arepresentative example (Fig. 3A), lymphocytes deposited on
surfaces coated with either anti-HLA or anti-CD3 started
forming visible contacts after a lag of about 1 min. A contact
area of several hundreds of um? was formed with anti-CD3-
coated surfaces within a few tens of seconds. In contrast,
contact areas formed with anti-HLA-coated surfaces grew
much more sluggishly during several minutes. Thus, cells
readily discriminated activating from non-activating surfaces.

While the maximal rate of contact growth displayed
dramatic differences between individual cells deposited on
different surfaces, this parameter could not be robustly
determined in routine studies. Therefore, we quantified the
kinetics of contact increase on cell populations by recording a
number of microscope fields after different periods of time
following cell deposition on antibody-coated surfaces. As
shown in Fig. 3B, average contact areas reached a stable
plateau about 15 min following deposition, and the plateau
value measured on anti-CD3-coated surfaces was about
twofold higher than that found on anti-HLA. In contrast, no
detectable contact was visible when surfaces were coated
with control IgG1 antibodies. Since the average plateau
contact area could be measured very easily without any cell
labeling, it was interesting to determine whether this might
act as a suitable reporter of cell activation. As shown in Fig. 4,
the dependence on anti-CD3 dilution of the contact area
measured 15 min after cell deposition strongly resembled

that observed on proliferation (Fig. 1). As shown in Fig. 5, an
excellent correlation was found between proliferation and
mean contact (Pearson correlation coefficient was 0.94).

It was important to know whether the correlation
between cell spreading and proliferation could be observed
in situations of clinical interest. In view of the current
importance of age-related immune defects (Cretel et al.,
2010), we started studying T lymphocyte activation in elderly
patients. In a preliminary study, ten aged patients that did not
suffer any specific trouble were assayed for anti-CD3-
stimulated T lymphocyte proliferation and spreading. Inter-
estingly, while substantial proliferation and spreading were
observed in all cases when undiluted anti-CD3 was used for
stimulation, a single patient displayed a drastic decrease of
proliferation induced by 1/10 and 1/20 anti-CD3 dilution with
less than 1% of cells having proliferated as compared to mean
values of 21% and 13% for all patients. Remarkably, the cells
from the same patient displayed the lowest spreading activity
(with average contact areas of 20 um? and 0 um? respectively
on surfaces coated with 1/10 and 1/20 CD3, as compared to 52
and 18 um? respectively for all patients). While a clinical trial
has been initiated to obtain more significant information and
determine normal ranges, these data support the hypothesis
that our technique may provide a simple way of detecting
decrease of T lymphocyte activity in risk populations.

Another important point is to know whether this method
may be of practical interest and does not require any
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Fig. 3. Kinetics of contact formation between T lymphocytes and anti-CD3-
coated surfaces. T lymphocytes were deposited on surfaces coated with anti-
CD3 (red curve) or anti-HLA (black curve) under microscopic observation
and contact areas were determined. Curves obtained with representative
invididual cells are shown in A. Mean values obtained after monitoring 4304
individual cells (about 200 per condition) are shown in B. Vertical bar length
is 2x SEM.

prohibitive time for data acquisition and analysis. The
experiments presented in this paper were performed man-
ually. About 15 fields including about 150 cell images were
easily recorded within about 5 min. In order to facilitate
analysis, we developed a Windows™ compatible software
allowing us to perform a number of image analysis tasks
(Sabri et al., 1997; Pierres et al., 2008). Contact areas can be
determined within less than a second after manual determi-
nation of areas (such as shown in Fig. 2) by clicking on the top
left and bottom right corners of the rectangle. While this
software is not yet fully user-friendly, the authors are happy
to make it available on request. We now plan to integrate it
with a microscope endowed with a motorized stage and
autofocus system in order to allow full automatic analysis as
demonstrated to perform similar tasks such as blood smear
analysis (Cornet et al., 2008). Thus, if further experiments
support the clinical interest of this method, automatic
implementation should be achieved rapidly.

It was interesting to assess the significance of other
methods previously used to monitor T lymphocyte activation.
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Fig. 4. T lymphocyte spreading on anti-CD3-coated surfaces. Human T
lymphocytes were deposited on surfaces derivatized with various amounts
of anti-CD3 antibodies. The mean contact area formed after 15 minute
contact (mean + standard error of the mean) was plotted versus dilution of
anti-CD3 coating solution.

A transient rise of cytosolic calcium is an early reporter of T
cell activation (Delon et al., 1998). When T lymphocytes were
dually loaded with Fluo4 and Fura Red before being deposited
on CD3-coated surfaces, calcium transient was readily
demonstrated (Fig. 6A) while no calcium rise was monitored
when cells were deposited on surfaces coated with IgG1
(Fig. 6B) or anti-HLA (not shown). However, this response
was more difficult to quantify than the growth of contact area
since this was transient and cell responses were not
synchronized.

A rise of CD69 expression was also used as a reporter of T
lymphocyte activation (Gaudenzio et al., 2009). Therefore,
standard immunofluorescence was used to monitor the
expression of CD69 on T lymphocytes after deposition on
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Fig. 5. Correlation between anti-CD3-induced induction of T-cell prolifera-
tion and spreading. Human T lymphocytes were deposited on surfaces
coated with increasing dilutions of anti-CD3 (range 1/1 to 1/320) and
assayed for i) mean contact area 15 min later, ii) Proliferation 3 days later.
Early contact formation is strongly correlated (Pearson correlation coeffi-
cient r=0.94) to proliferation. Vertical bar length=2xSEM. At least 13
independent experiments.
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Fig. 6. Calcium increase following contact between T lymphocytes and
activating surfaces. Human T lymphocytes were labeled with a mixture of
fluo-4 and fura-red before deposition of surfaces coated with anti-CD3 (A) or
anti-HLA (B) under microscopic observation with a high sensitivity color

camera. Only anti-CD3 triggered intracellular calcium rise, making cells
appear as bright green/yellow (A) rather than red (B).

activating surfaces: No reliable rise of CD69 was found during
the first 6 h following cell deposition (not shown).

Tyrosine phosphorylation is an early consequence of TCR
engagement (reviewed by Smith-Garvin et al., 2009). While
Tyr phosphorylation and activation of the Syk family ZAP-70
kinase is an essential component of T lymphocyte activation
(Randriamampita et al., 2008), we found (not shown) that
both anti-HLA- and anti-CD3-coated surfaces induced ZAP-70
phosphorylation in deposited T lymphocytes. Therefore, this
process could not be considered as a workable reporter of full
T lymphocyte activation.

The recent report of highly amplified and digital nature of
extracellular related kinase (Erk) activation in T cells made
this an attractive reporter. As shown in Fig. 7, Erk phosphor-
ylation was readily detected in T lymphocytes deposited on
anti-CD3, not anti-HLA. However, as shown in Fig. 8, Erk
phosphorylation was not correlated to lymphocyte prolifer-
ation after deposition on surfaces coated with various
amounts of anti-CD3 antibodies. However, a difficulty with
these experiments was that a significant proportion of cells
might be lost during the staining procedure, which might
artefactually change the proportion of positive cells. More
experiments are needed to clarify this point.

Fig. 7. Erk phosphorylation following contact between T lymphocytes and
activating surfaces. Human T lymphocytes were deposited on surfaces coated
with anti-CD3 (A) or anti-HLA (B) and labeled for phosphorylated Erk after
15 minute contact. Only anti-CD3 induced Erk phosphorylation. Bar = 10 pm.

The overall conclusion of our experiments is that the
amount of T lymphocyte proliferation measured with standard
CFSE technique 3 days after deposition on a surface coated with
varying amounts of anti-CD3 antibody is strongly correlated to

Erk phosphorylation
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Fig. 8. Erk phosphorylation in T lymphocytes deposited on anti-CD3-coated
surfaces. Human T lymphocytes were deposited on surfaces derivatized with
various amounts of anti-CD3 antibodies and labeled for Erk phosphorylation.
The mean specific fluorescence (mean of & standard error of the mean) was
plotted versus dilution of anti-CD3 coating solution.
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the area of molecular contact formed 15 min after the initial
contact. This finding raises two important prospects.

First, it is attractive to speculate that T lymphocyte
spreading on an activating surface a few minutes after
contact is a robust reporter of the cell decision to enter an
activation program. This hypothesis is supported by the
following two points: Firstly, since the duration of the contact
between antigen presenting cells and T lymphocytes in
lymph nodes is on the order of 5-10 min (Miller et al.,
2004; Mempel et al., 2004), this is precisely the amount of
time allowed for the cell to prolong contact rather than
depart. Secondly, cell spreading consumes more cellular
resources than a few phosphorylation events or a transient
calcium rise. Thus, spreading must be considered as a more
significant event from the cell point of view. Thirdly, cell
spreading is known to influence cell function (reviewed by
Pierres et al., 2002) through mechanisms that begin being
understood (Meyers et al., 2006; Neves et al., 2008). Thus,
contact formation might be an invaluable help for under-
standing the significance of the numerous biochemical events
correlated with initial T lymphocyte activation since contact
extension is amenable to real-time monitoring with an easy
association to other reporters such as fluorescent markers
(Randriamampita et al., 2008). Clearly, it is warranted to
determine whether the engagement of lymphocyte mem-
brane receptors such as CD4, CD8 (Delon et al., 1998), CD28 or
LFA-1 (Bachmann et al., 1997) influences in similar propor-
tions the proliferative response and spreading Kkinetics.
Indeed, we plan to use the method we described to study
the activation of T cells deposited on surfaces exposing
mixtures of stimulatory ligands including anti-CD3, anti-CD4
or anti-CD8, anti-CD28 and ICAM-1.

Second, while cell proliferation is dependent on a high
number of cell properties, it is tempting to speculate that the
initial detection of cognate pMHC complexes is the most
demanding and critical component of the chain of events
leading to proliferation. Therefore, quantification of contact
formation between T lymphocytes and graded series of anti-
CD3-coated surfaces should provide a rapid and rather
inexpensive way of assessing T lymphocyte reactivity in a
number of patients where a quantitative deficiency of the
immune system is suspected, such as aging patients (Cretel
et al., 2010). This is a strong incentive to assess the interest of
contact measurement as a simple tool for exploring T
lymphocyte activity in clinical immunological laboratories.
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Résumé

La susceptibilité infectieuse du sujet agé est généralement associée a une majoration des facteurs de risque retrouvés chez I’adulte jeune.
Cependant, se discute aussi le role du vieillissement immunologique et, s’il est certes associé a un déclin des fonctions immunitaires, ce déclin
n’est pas homogene, certaines fonctions étant altérées comme 1’immunité cellulaire alors que d’autres paraissent augmentées comme I’'immunité
innée. Les faits les plus marquants du vieillissement immunitaire sont des modifications des populations lymphocytaires avec accumulation de
lymphocytes mémoire, une baisse des réponses prolifératives et la présence d’un état inflammatoire chronique. La charge antigénique chronique
tout au long de la vie est a 1’origine de trous dans le répertoire antigénique induisant une plus grande susceptibilité aux nouveaux antigenes. Les
modifications du systéme immunitaire sont d’autant plus importantes que les pathologies sont évoluées et/ou qu’existe une dénutrition associée.
Ces pathologies vont a leur tout accélérer le processus de vieillissement. L’intrication entre immunosénescence et pathologie est un phénomene
important a prendre en considération. Cette revue fait le point sur les changements du systéme immunitaire avec I’age, leur intrication avec les
pathologies du sujet 4gé et I’'impact de ces modifications sur I’efficacité des vaccinations.
© 2010 Elsevier Masson SAS. Tous droits réserveés.
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Abstract

The susceptibility of elderly people to infectious diseases is usually associated to increasing risk factors found in young adults. However, the
role of immune function ageing is associated with the decline of immune function but this decline is not homogenous. Some functions such as the
cellular immune system are altered but others are enhanced such as innate immunity. The important events of immune ageing are modifications of
lymphocyte subsets with accumulation of memory cells, decrease in proliferative response, and a chronic inflammatory state. The chronic antigenic
load throughout life is responsible for gaps in the antigenic system with a greater sensitivity to new antigens. These immune system changes are
all the more important that diseases are severe and that denutrition is associated. These diseases will speed up the ageing process. The interaction
between immunosenescence and pathology is an important phenomenon to consider. This review outlines the immune system changes due to
ageing, their relationship with diseases of the aged patient, and the consequences of these modifications on vaccination effectiveness.
© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Au sein des pays industrialisés, les populations agées et tres

agées représentent une part croissante de la population [1]. Les
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Adresse e-mail : GGavazzi@chu-grenoble.fr (G. Gavazzi). quentes, mais aussi plus graves. Différents facteurs prédisposent
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les sujets 4gés aux infections et la fréquence de comorbidités
tels que diabete, rhumatismes inflammatoires, bronchopathie
chronique obstructive (BPCO), accidents vasculaires cérébraux,
participe a ce risque plus élevé d’infections [2-4] Parmi ces
facteurs, I’impact du vieillissement immunitaire est probable-
ment non négligeable dans la gravité et de la fréquence des
infections du sujet agé. En effet, le systtme immunitaire subit
un remodelage complexe et continu avec 1’dge concomitant de
la diminution de volume de tous les organes lymphoides. Ce
déclin du systeme immunitaire avec 1’age, appelé immunosé-
nescence, n’est pas une détérioration immunitaire inévitable et
progressive mais plutdt un remodelage ou certaines fonctions
sont réduites alors que d’autres sont conservées, voire aug-
mentées [5,6]. L'immunosénescence correspond a un état de
dysrégulation de la fonction immunitaire, affectant de multiples
niveaux de réponses immunitaires et contribue non seulement
a une augmentation de la susceptibilité des sujets agés aux
maladies infectieuses mais aussi a la diminution de la réponse
vaccinale et, probablement, a aux phénomenes d’auto-immunité
etalapathologie cancéreuse [6—8]. Grace aux progres médicaux,
sanitaires et nutritifs, le doublement de I’espérance de vie durant
les 150 derniéres années impose au systéme immunitaire d’étre
performant 40 années supplémentaires [7].

L’étude de I'immunosénescence chez I’homme nécessite une
approche clinique rigoureuse incluant des sujets en trés bonne
santé, en appliquant par exemple les criteres stricts définis par
le SENIEUR protocole [9]. Ces criteres excluent les patho-
logies telles que infections, maladies inflammatoires, tumeurs
malignes, désordres auto-immuns, anomalies biologiques et
traitements pouvant influencer I’immunité (corticoides, anti-
inflammatoires). L’application de ces criteres stricts permet
d’étudier en théorie le vieillissement physiologique mais exclut
90 % des sujets agés de 65 ans ou plus [10,11]. Cependant, au
cours du vieillissement se cumulent les effets du vieillissement
physiologique (appelé immunosénescence) et du vieillisse-
ment pathologique [6], et I’exclusion de sujets agés fragiles
peut limiter la compréhension des mécanismes de vulnéra-
bilité¢ aux infections dans une population a risque avec des
maladies chroniques sous-jacentes. Il est donc essentiel de
connaitre les intrications de la pathologie et du systéme immu-
nitaire.

Pour simplifier lacompréhension des phénomenes complexes
impliqués dans I’immunosénescence, nous soulignerons succes-
sivement les altérations des barrieres cutanéomuqueuses, des
cellules souches hématopoiétiques, des immunités innées et
adaptatives mais il faut d’emblée concevoir que ces différents
niveaux de réponse immunitaire sont intimement liés [5]. Nous
aborderons ensuite les conséquences cliniques potentielles de
I’immunosénescence sur les infections et sur 1’efficacité des
vaccinations ainsi que I'intrication entre immunosénescence et
pathologies chroniques.

2. Anomalies biologiques du vieillissement immunitaire

Les principales anomalies du systéme immunitaire associé
au vieillissement sont résumées dans le Tableau 1.

2.1. Atteintes des barrieres cutanéomuqueuses

Le vieillissement est associ€ a une altération des barrieres épi-
théliales de la peau, des poumons et du tractus gastro-intestinal,
qui favorise I’invasion de ces tissus muqueux fragiles par des
organismes pathogenes [12]. Ainsi, si le tissu lymphoréticulé
associé aux muqueuses nasopharyngées semble relativement
préservé avec le vieillissement [13], les modifications de la
mugqueuse du tractus respiratoire sont nombreuses : la diminu-
tion des réflexes protecteurs des voies aériennes, les anomalies
mécaniques du trafic mucociliaire avec diminution de la clai-
rance mucociliaire [14,15], la réduction de I’immunité locale
(cellules T et immunoglobulines diminuées dans les sécrétions
bronchiques) et la diminution de la production d’acide gas-
trique sont autant de facteurs qui permettent d’expliquer la
fréquence des pneumonies du sujet 4gé mais aussi, en partie,
leur sévérité [16]. Pour exemple, une majoration du réflexe
de toux par les inhibiteurs de ’enzyme de conversion a été
rapportée comme étant un facteur protecteur des pneumonies
dans quelques études [17], dépendant cependant du géno-
type de I’enzyme de conversion [18]. Une modification de
la flore oropharyngée, pouvant étre favorisée par des facteurs
tels que mauvaise hygieéne buccodentaire, pression de sélec-
tion des antibiotiques, atrophie gastrique et hypochlorhydrie,
jouerait un role considérable dans 1’épidémiologie microbienne
des pneumonies puisque le mode de contamination se fait le
plus souvent a partir de 1I’oropharynx a I’occasion de troubles
de déglutition cliniquement évidents ou de micro-inhalations
[19,20]. Allant dans le m&me sens, et bien que peu de données
soient disponibles, une amélioration de I’hygiene buccodentaire
réduirait aussi 1’incidence des infections respiratoires basses
[21].

Concernant le tractus urinaire, plusieurs facteurs peuvent
favoriser sa colonisation ou son infection dans la population
agée : des modifications mécaniques (diminution de la capacité
vésicale, diminution du flux urinaire et résidu post-mictionnel
favoris€ par I’hypertrophie prostatique et 1’hypotonie du
muscle lisse vésical ou I’atonie vésicale), une augmentation de
I’adhérence bactérienne a I’'urothélium favorisée par la carence
en estrogeénes et une augmentation du pH chez la femme. Ces
facteurs conjugués ou non pourraient expliquer la prévalence
des bactériuries asymptomatiques chez les sujets agés (15a
30 % chez les hommes et de 25a 50 % chez les femmes selon
que le patient vit a domicile ou est institutionnalis€) [2]. En
revanche, ces facteurs n’expliquent pour 1’heure ni la prévalence
ni I’incidence des infections urinaires telles qu’elle peuvent
étre rapportées [2,22]. Le vieillissement digestif concerne a
la fois des aspects moteurs, biochimiques et histologiques
[23]. TI existe une réduction des tissus lymphoides associés
aux muqueuses avec également un émoussement des réponses
anticorps (Ac) de type IgA spécifiques d’antigénes intestinaux
[13], une diminution de ’acidité gastrique favorisant la pul-
lulation bactérienne de 1’ensemble du tube digestif et par la
probablement une malabsorption [24]. Il existe également une
majoration des troubles fonctionnels coliques dont la haute
prévalence de la diverticulose colique témoigne; 1’infection
diverticulaire étant également une des complications les plus
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Tableau 1
Principales modifications de I'immunité avec le vieillissement.
Main modifications of immunity due to ageing.
Immunité innée Références
Polynucléaires neutrophiles [5,6,33,42]
| Des capacités phagocytaires de chimiotaxisme
J De production des anions superoxyde
Réduction de la capacité de réponse aux facteurs solubles (GM-CSF) et bactériens (LPS, fMLP)
Cellules dendritiques [6,32,33,34]
J De leur nombre
J De leur capacité a stimuler les lymphocytes chez le sujet 4gé fragile
1 De leur fonction chez le sujet 4gé en bonne santé
Macrophages [7,28,30]
| De I’activité de phagocytose et de chimiotactisme
Déficit global de la fonction des toll-like receptors (TLR)
1 De la synthese des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, TNFa, IL-1(3)
Cellules NK [5,33,14,30]
| De leur fonction de cytotoxicité
Compensée par une augmentation de leur nombre
| De la sécrétion d’IFN-vy induite par I'IL-2, d’IL-2 et de la production de chémokines induites par I'TL-12
Immunité adaptative
Immunité cellulaire
Thymus
Involution du thymus des I’dge de 9 mois, reliquat thymique apres 50 ans
Lymphocytes T [5.6,33,42]

Modification du nombre variable (| de la prolifération a la PHA, variable selon age et état de santé) — phénotype HLA B8/DR3 associé

aux fortes réponses prolifératives

1 De la proportion de cellules mémoires (CD45RO+) surtout CD8+

J De la proportion de cellules naives (CD45RA+)

Cellules mémoires : |, de leurs capacités prolifératives, | de la synthese d’IL-2 et du récepteur a I'TL-2

J Des lymphocytes T CD28+

1 Des lymphocytes T CD28— surtout les TCD8+CD28— (caractérisés par une expansion oligoclonale, un raccourcissement des
télomeres, un potentiel diminué de prolifération, une résistance a 1’apoptose, et une production accrue de TNF et d’IL-6)

| Des lymphocytes T CD4

Orientation de la réponse Th1 vers la réponse Th2 avec | des réponses a médiation cellulaire dirigées contre les germes intracellulaires

(fonction des Th1) et relative préservation de I’'immunité humorale (fonction des Th2)

| De la population T régulatrice CD4+CD25+ jouant un r6le dans les manifestations d’auto-immunité

Altération de la formation de la synapse immunologique et des voies de signalisation (réponse calcique, phosphorylations)
J du rapport CD4/CD8

Immunité humorale
Lymphocytes B
| Des lymphocytes pré-B avec nombre de lymphocytes B périphérique inchangé
1 Des lymphocytes B CD5+ (clones B CD19+CD5+) qui produisent des Ac de faible affinité sans coopération cellulaire T
J des cellules B naives
Accumulation de cellules B mémoire avec | de la diversité et de I’affinité des Ac
Atteinte humorale des réponses primaires (dépendant de la coopération cellulaire T)
Réponses humorales secondaires conservées
Immunoglobulines
1 Des taux sériques d’IgA et des IgG (IgG1, IgG2 et IgG4)
Production d’immunoglobulines monoclonales par les clones CD19+CD5+
Sécrétion d’auto-Ac non spécifiques d’organes (facteur rhumatoide, Ac antinucléaires, antiphospholipides, antithyroglobulines et
anticellules pariétales)
Interleukines
| De la production d’IL-2 traduisant la | de coopération des lymphocytes T dans la production d’Ac par les lymphocytes B
1 De la production d’IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 et TNFa
J De la production d’IL-1 et d’IFN-vy

[5.49]
[5.48]

[54]

[33,52,64,65]

[6,7,33,38]

[6,7,14,39,40]

[8,32,61,62]

NK: natural killers ; Ac : anticorps ; IFN-vy : interféron-vy.

fréquentes de la diverticulose et par la responsable de la ment enfin, plusieurs auteurs ont décrit une forme particuliere du
majoration des infections digestives dans la population agée. vieillissement cutané dénommée « dermatoporose », soulignant

L’élasticité de la peau diminue également ainsi que a la fois les modifications des caractéristiques mécaniques de la
I’épaisseur du tissu sous-cutané augmentant le risque d’infection peau mais aussi des éléments cellulaires qui la constituent, un
par augmentation du risque d’effraction cutanée [15]. Récem- certain nombre de ces caractéristiques pouvant étre considéré
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comme des facteurs majorant le risque infectieux cutané [25].
Cette description permettra probablement de mieux connaitre les
mécanismes impliqués et par 1a de mettre en place des stratégies
préventives [26].

2.2. L’activité des cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques ont la capacité de se
différencier en différentes cellules du sang circulant et celle de se
renouveler. Le nombre de cellules souches CD34+ dans le sang
périphérique décline avec 1’age [27] avec une diminution de
leur capacité a s’auto-renouveler et a adhérer a I’environnement
stromal de la moelle osseuse. On observe aussi une altération
de leur programme de différentiation hématopoiétique avec une
réduction de leur capacité a s’orienter vers la lignée lymphoide
alors que le potentiel myéloide est augmenté [7].

2.3. Rappels sur l’interaction entre systeme immunitaire
inné et adaptatif

Le systeme immunitaire présente deux composants interac-
tifs: le systtme immunitaire inné et le systtme immunitaire
adaptatif. La réponse immune innée a un composant cellulaire
(macrophages, polynucléaires neutrophiles, cellules natural
killers [NK] et cellules dendritiques) et un composant non cel-
lulaire impliquant des molécules de reconnaissance (comme la
protéine C-réactive, la protéine sérum amyloide, les protéines
liant le mannose et la cascade du complément). La réponse
immune adaptée ou acquise a les caractéristiques suivantes
uniques :

e une réponse spécifique a un antigéne donné ;

e une réponse cellulaire (cytotoxique) et/ou humorale (Ac) par
I’interaction de cellules ;

e ’établissement d’une mémoire qui permet une réponse plus
rapide des la présentation ultérieure du méme antigene.

Pour initier la réponse cellulaire adaptative, les cellules T
doivent étre activées par des cellules fonctionnelles présenta-
trices d’antigene (CPA). Le degré d’interaction entre les cellules
T et les CPA peut influencer la différenciation ultérieure ou au
contraire faciliter Iinitiation de 1’apoptose. Les réponses immu-
nitaires spécifiques sont liées a la reconnaissance de peptides
antigéniques dérivés de pathogenes restreints par le complexe
majeur d’histocompatibilité afin d’activer une variété de cellules
effectrices T (cellules helper ou cytotoxiques) qui interagissent
elles-mémes avec les cellules B pour produire des protéines
effectrices (Ac). La spécificité de la réponse permet au systeme
d’avoir une plasticité pour reconnaitre jusqu’a 10'® structures
antigéniques différentes soit par les récepteurs T (limités essen-
tiellement a la reconnaissance des peptides, diversité totale de
10'8) ou bien par les Ac (diversité totale de 5 x 1013).

2.4. Cellules de I'immunité innée

Elles représentent la premiere ligne de défense en étant
responsables de la destruction spontanée de nombreuses bac-

téries, de cellules infectées par des virus et de certaines cellules
tumorales. Les polynucléaires neutrophiles sont les premieres
cellules inflammatoires recrutées au niveau des tissus en réponse
a une inflammation ou une infection. Ils voient leurs capa-
cités fonctionnelles diminuer avec 1’age, en particulier, leur
capacité phagocytaire, de chimiotactisme ainsi que leur pro-
duction d’anions superoxyde en réponse a certains facteurs
solubles et aux produits bactériens (GM-CSF, LPS, fMLP)
[7,8,28,12,29,30]. L’environnement joue probablement un role
important dans I’activité fonctionnelle des polynucléaires neu-
trophiles. Ainsi, des sécrétions de cortisol engendrées dans
certaines situations de stress et non compensées par la sécrétion
de déhydroépiandrostérone sulfate (DHEAS), diminuant avec
I’age, pourraient favoriser la dysfonction des polynucléaires
neutrophiles [7,31]. Les CPA sontresponsables de 1’ apprétement
de I’antigene, c’est-a-dire de sa capture et de sa présentation
aux récepteurs antigéniques sur les cellules T en association
avec des épitopes distincts du CMH. Les cellules dendritiques
sont des CPA «professionnelles ». Elles servent de sentinelles
dans les tissus pour optimiser la capture des antigénes puis
migrent dans les organes lymphoides pour optimiser la sélec-
tion clonale des rares cellules T CD4+ et CD8+. La capacité
des cellules dendritiques a se différencier apres interaction avec
des cellules T peut étre altérée avec I’dge ou au cours des
maladies chroniques [32]. Cela pourrait s’expliquer par une
diminution de production du GM-CSF chez les sujets agés, un
facteur de croissance clé pour les cellules dendritiques [8]. Les
anomalies des cellules dendritiques sont néanmoins discretes
avec une légeére diminution de leur fonction et de leur nombre
et une capacité 1égerement diminuée a stimuler la sécrétion
d’interféron-y (IFN-vy) par les cellules T et a stimuler la sécré-
tion d’IL-2 par rapport aux cellules dendritiques de sujets jeunes
[33]. On note, en effet, quelques changements dans la commu-
nication entre cellules dendritiques et cellules T qui pourraient
probablement avoir un impact sur les déficits cellulaires T au
cours de I’immunosénescence. L’expression de molécules de
co-stimulation qui facilitent I’efficacité de la communication
entre cellules peut étre altérée et de ce fait altérer la produc-
tion de cytokines par les cellules dendritiques, celles-ci régulant
et influencant les fonctions effectrices en aval du lymphocyte
T. L’ampleur de ce trouble de communication entre cellules
est probablement majorée dans les pathologies chroniques [32].
Il semblerait toutefois exister une augmentation de la fonction
des cellules dendritiques chez le sujet 4gé€ en bonne santé et au
contraire une dysfonction chez le sujet agé fragile [34].

Les cellules NK n’ont pas besoin d’une sensibilisation anti-
génique pour lyser les cellules cibles (cellules tumorales ou
infectées par des virus). Leur activité fonctionnelle de base dimi-
nue avec 1’age avec une baisse de leur fonction essentielle de
cytotoxicité et une diminution de la réponse a la stimulation par
I’IL-2 [5,33] ainsi qu’a d’autres cytokines stimulantes comme
I'IL-12, L'IFN-a, 'IFN-B et I'IFN-vy [30,32]. Le raccourcis-
sement télomérique pourrait jouer un role dans la diminution
de leur activité [33]. Mais cette baisse de 1’activité lytique est
compensée par I’augmentation du nombre de cellules NK si bien
que globalement 1’activité des cellules NK varie peu avec 1’age
[5]. De plus, les cellules NK de sujets centenaires peuvent migrer
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parfaitement en réponse a des stimuli chimiotactiques et peuvent
tuer des cellules cibles comme les cellules de sujets jeunes [35].
Leur nombre absolu et/ou leur activité pourrait avoir un impact
sur la sévérité des infections et le taux de mortalité [8,36-38].

Les macrophages jouent probablement un rdle central dans
I’immunité innée avec des fonctions variées allant de la pha-
gocytose a la destruction en passant par la production de
cytokines qui régule I’activité d’autres cellules de I’'immunité
innée pour déclencher une réponse acquise primaire ou la blo-
quer. Le nombre des macrophages n’est pas modifié au cours
du vieillissement cependant leurs activités de phagocytose et de
chimiotactisme sont diminuées [7,12]. Leur capacité a produire
certaines cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1f3, I'IL-6,
I'IL-8 et le TNFa augmente avec I’age et ces sécrétions sont
prolongées chez le sujet 4gé qui exprime des réponses inflam-
matoires prolongées [30]. Malgré ces données I'immunité innée
est globalement peu altérée par rapport aux modifications plus
profondes affectant I’immunité cellulaire [34].

3. Cellules de ’'immunité spécifique
3.1. Modifications de I'immunité humorale

Au cours du vieillissement, on note une diminution de la
fréquence et du nombre absolu de lymphocytes pro-B dans
la moelle et de leur capacité a se différencier en lymphocytes
pré-B (diminution de 60 a 90 %). Cependant, le nombre de cel-
lules B périphériques reste a peu prés constant car 1’équilibre
entre cellules B mémoires et cellules B naives est modifié
avec une accumulation de cellules B mémoires au phénotype
CD19+CD27+ et un renouvellement diminué des cellules B
naives [7]. Les niveaux d’immunoglobulines augmentent avec
I’age particulierement les taux sériques d’IgA et d’IgG [6,39].
Les déficits en sous-classes d’IgG sont rares excepté le déficit
en IgG4 alors que les taux d’1gG1, d’1gG2 et d’IgG3 augmentent
[7,35]. Le répertoire antigénique des lymphocytes B est altéré
avec une diminution de la diversité des réponses Ac et une dimi-
nution de I’affinité des Ac [6,7,33]. En effet, les lymphocytes
B de sujets agés présentent une prolifération et une activation
altérées. L atteinte humorale concerne surtout les réponses pri-
maires pour lesquelles les cellules B sont tres dépendantes de
la coopération avec les cellules T alors que les réponses humo-
rales secondaires sont mieux conservées. Il existe également une
perte de précision dans la distinction soi/non-soi (ou reconnais-
sance des signaux de danger) avec I’augmentation oligoclonale
d’une sous-population de lymphocytes B exprimant CD5+. Ils
ont la capacité de produire des Ac de faible affinité, indépen-
damment des cellules T [7,33]. On peut ainsi voir I’émergence
de certains clones CD19+CD5+ a I’origine d’hémopathies lym-
phoides et de leucémies lymphoides chroniques ainsi que la
production d’immunoglobulines monoclonales [38]. Ces gam-
mapathies monoclonales peuvent correspondre a d”authentiques
myélomes ou a des monoclonal gammapathy of undeterminated
signification (MGUS) présentes chez 10 % des sujets de plus de
80 ans [ 15] mais sont d’authentiques états prémyélomateux [40].
On note également avec le vieillissement de I’immunité humo-
rale des stigmates d’auto-immunité chez 10a 20 % des sujets

apres 60 ans avec sécrétion d’ Ac non spécifiques d’organes (pré-
sence de facteur rhumatoide chez 14 % de sujets agés contre
2 % des sujets jeunes, d’Ac antinucléaires chez 18 % des sujets
agés versus 4 % des sujets jeunes, d’Ac antiphospholipide, ou
d’ Ac antithyroglobuline ou anti-cellules pariétales). Ces auto-
Ac n’ont pas forcément de traduction clinique sauf pour trois
pathologies relativement fréquentes chez le sujet 4gé€ : I’anémie
de Biermer, les dermatoses bulleuses et les thyroidites auto-
immunes. Ainsi, la valeur prédictive des tests d’auto-immunité
est étroitement liée au contexte clinique, surtout chez le sujet 4gé
[15]. L’expansion oligoclonale de lymphocytes B CD5+ n’est
pas la seule impliquée dans les manifestations d’auto-immunité
chez le sujet 4gé. L altération fonctionnelle des cellules T et
de leur fonction suppressive pourrait favoriser la réactivation
de «clones T oubli€s». On note également avec 1’dge une
diminution de I’activité suppressive d’une population connue
comme essentielle dans la prévention de manifestations auto-
immunes, la population T régulatrice CD4+CD25+. Malgré
toutes ces données, les principaux changements observés dans
I'immunité humorale sont essentiellement dus aux perturba-
tions de la collaboration T-B chez le sujet agé [33]. Le déclin
de I’expression du CD40L par les lymphocytes T a un rdle
non négligeable dans le déclin de I’activation des lymphocytes
B. Les cytokines IL-2, IL-4 et IL-5 produites par les lympho-
cytes T activés favorisent des étapes variées de 1’activation des
lymphocytes B comme la prolifération et la différenciation en
plasmocytes sécrétant des Ac. La diminution de la production
d’IL-2 avec I’4ge peut favoriser la baisse de la coopération des
lymphocytes T dans la production d’ Ac par les lymphocytes B
[41,42].

3.2. Modifications de I'immunité cellulaire

Les réactions d’hypersensibilité cutanée (de type réaction
tuberculinique) sont classiquement diminuées vis-a-vis des anti-
genes rencontrés par le sujet dans le passé.

Une des manifestations anatomiques les plus évidentes du
vieillissement immunitaire est I’involution précoce du thymus,
organe de différenciation des cellules T qui n’existe que sous la
forme de reliquat chez les sujets de plus de 50 ans. Le thymus
est le premier site de maturation des cellules T, générant des
cellules T immunocompétentes, tolérantes pour elle-mémes, et
restreintes par le complexe majeur d’histocompatibilité. Ce pro-
cessus d’involution thymique est sans doute multifactoriel et
a des répercussions sur les cellules T périphériques [33]. Les
variations du nombre de lymphocytes T CD3, CD4 et CD8 sont
discutées avec une diminution pour certains auteurs [6,42] et un
nombre peu variable pour d’autres [5]. Cependant, la baisse du
nombre de lymphocytes n’est pas proportionnelle a I’involution
thymique, ce phénomene s’expliquant probablement par la pro-
duction extrathymique de lymphocytes T matures [43-46]. Le
vieillissement est responsable d’une diminution des capacités
prolifératives des lymphocytes T et leur degré de réponse est
corrélé a I’age [42]. Ce phénomene n’est pas constant, les lym-
phocytes de centenaires en bonne santé répondent bien a des
stimuli immunologiques définis comme les Ac anti-CD3 [47] et
ont une réponse a la phytohémaglutinine (PHA) retardée mais
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quantitativement non altérée. De méme, des études ont montré
chez des sujets de 80 ans, en excellent état de santé, des réponses
prolifératives comparables a celles de sujets de 20 ans [6,48]. 11
pourrait y avoir un lien entre longévité et réponses prolifératives
mais des études longitudinales sont nécessaires [6].

Deux autres phénomenes touchant I’'immunité cellulaire sont
liés: la sénescence réplicative qui limite I’expansion clonale
T [49] et le raccourcissement des télomeres. La longueur des
télomeres est un indicateur de la sénescence réplicative et
le raccourcissement des télomeres dans le sang périphérique
d’individus agés est associ€ a une diminution de la survie ainsi
qu’a une augmentation de la mortalité par maladie cardiaque et
infection [50]. Les études montrent une diminution de la lon-
gueur des télomeres dans les cellules T et les cellules B sans
modification de 1’activité télomérase [49]. Ce raccourcissent
télomérique ne se produit pas a un taux constant mais semble
plus rapide dans les deux ou trois premieres décades de la vie et
ne se produit pas dans toutes les cellules immunitaires [27].

Le second phénomene correspond a des changements des
populations lymphocytaires T avec le passage progressif d’un
état ou les cellules naives dominent a un état ou dominent
les cellules mémoires. Avec I’atrophie thymique, les cellules
naives doivent survivre sur une période de plusieurs décen-
nies surtout lorsque 1’on considere les centenaires [5]. Les
hypotheses actuelles seraient la possibilité de production de
cellules T naives par des reliquats thymiques, ou provenant
d’autres organes prenant le relais sur le thymus. La dimi-
nution du renouvellement des cellules naives (CD45RA+)
semble progressivement comblée par une expansion accrue
des cellules mémoires (CD45RO+) répondant a un phénomene
d’homéostasie. Ainsi, on note une proportion de 40 % de cel-
Iules T mémoires (CD45RO+) a 20ans contre 60 % a 65 ans
[5] et 90 % vers 80 ans [6,51]. Les cellules mémoires produites
chez le sujet 4gé€ ont des capacités prolifératives diminuées, une
diminution de I’expression de I’IL-2 et du récepteur a I'IL-2 et
des capacités de production de cytokines inférieures a celles des
cellules mémoires des sujets jeunes. Elles présentent également
une augmentation de la glycosylation de certaines molécules
(CD43 et CD45), I’ensemble de ces phénomenes contribuant a
la baisse de I’immunité cellulaire [52,53,33,8]. La diminution
du pool des cellules naives s’observe a la fois parmi les lym-
phocytes T CD4 mais aussi parmi les CD8+ et s’accompagne
d’une augmentation du pool des cellules CD8+CD28— (cyto-
toxiques/effectrices) [5]. La perte de 1’expression du récepteur
majeur de co-stimulation CD28 se produit essentiellement dans
la population CD8+. En effet, la combinaison de I’involution thy-
mique, d’expositions antigéniques répétées et d’une altération
de la susceptibilité a 1’apoptose (augmentée pour les lympho-
cytes CD4 et diminuée pour les CD8) entraine 1’accumulation
de lymphocytes CD8+CD28— anergiques dans les tissus thy-
miques et lymphoides [8,49]. Ces lymphocytes CD8+CD28—
ont une réduction progressive de leurs télomeres et une capa-
cité de réplication réduite [5,7,54,55]. Ils portent des marqueurs
d’activité cytotoxique et ont un phénotype comparable a des
cellules mémoires. Les cellules T CD8+CD28— représentent
plus de 50% des lymphocytes T CD8 périphériques compa-
rées a moins de 20 % des lymphocytes T CD4 périphériques

chez les sujets 4gés [55] Les cellules CD8+ de sujets 4gés ont
également une tendance exagérée a la production de cytokines
pro-inflammatoires (IFN-vy, IL-2, TNF) et sont produites dans
un environnement pro-inflammatoire, les infections persistantes
favorisant leur accumulation. Ce phénomene est responsable de
la présence de lacunes dans le répertoire T avec représenta-
tion inégale des clones et accumulation de clones de cellules
mémoires CD8+ spécifiques d’infections persistantes comme
I’Epstein-Barr virus et le cytomégalovirus (CMV). La propor-
tion de cellules CD8+CD28—CD57+ augmente avec 1’age, ces
cellules caractérisant des clones spécifiques du CMV. 11 a été
suggéré que I’'infection a long terme avec le cytomégalovirus
accélérait les altérations liées a 1’dge dans la composition du
répertoire T. Dans tous les groupes d’age I’infection latente a
CMV est typiquement accompagnée par une diminution des
cellules T naives et une accumulation simultanée de cellules
T effectrices [56—59]. La capacité du thymus a assurer un réper-
toire diversifié cesse a partir de la cinquieéme décennie de la vie.
La fin de la septieme décennie de vie définit une période critique
ou I’homéostasie des cellules T n’est plus assurée et ot 1’on
observe une rupture dans la diversité du répertoire des cellules
naives [60]. La baisse des cellules naives de la sous-population T
CDS8+ pourrait expliquer la plus grande vulnérabilité des sujets
agés vis-a-vis des pathogenes intracellulaires. En effet, les cel-
lules CD8+ restreintes par la classe I jouent un réle majeur dans
les maladies infectieuses a germes intracellulaires ainsi que dans
la surveillance anti-tumorale.

La diminution du pool de lymphocytes T CD4+
s’accompagne d’une orientation de la réponse THI vers
une réponse TH2 anti-inflammatoire mise en évidence par une
augmentation de la production d’IL-10 [6,8,32,61,62,63] ainsi
qu'une augmentation de la production d’auto-Ac. On note
également une baisse de 1’expression du CD3 et de molécules
d’adhésion a la surface des lymphocytes T [42]. La distribution
des récepteurs de surface est influencée par des microdomaines
appelés «rafts lipidiques ». Avec le vieillissement, les modi-
fications de la composition en cholestérol et en sphingolipide
de la membrane pourraient altérer 1’organisation de ces rafts
lipidiques a la surface de la cellule T participant aux difficultés
d’interaction avec la CPA, cet effet étant plus prononcé
pour les cellules T CD4+. La reconnaissance de 1’antigene
notamment la formation de la synapse immunologique est
affectée par une diminution de la redistribution des protéines de
signalisation clés impliquées dans la synapse immunologique
[64,65]. La baisse de mobilité de ces molécules est en partie
due a I’augmentation de la concentration de cholestérol de la
membrane. Le vieillissement augmente également le niveau de
glycosylation des macromolécules a la surface des cellules T
(CD43) qui du fait de I’encombrement stérique et de leur charge
négative empéchent 1’accolement des cellules. Le clivage
de ces macromolécules peut restaurer des niveaux élevés de
réponses cellulaires T chez des souris agées [52]. La proportion
de cellules capables de former une synapse immunologique
est ainsi diminuée [52,66]. Les voies de co-stimulation de
I’alloreconnaissance sont également altérées chez les sujets
agés. Les niveaux des molécules de co-stimulation CD28,
CD40et CD154 (CD40L) sont réduits alors que le niveau de
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CTLAA4 (CD152), qui a un effet inhibiteur sur I’activation T, est
augmenté. On observe également des défauts de signalisation
en réponse a certaines stimulations antigéniques: diminution
de la réponse calcique, anomalies des phosphorylations, de
la translocation des facteurs de transcription, de 1’activation
de la protéine kinase C (PKC), de la production de cytokines
[33,52,67]. Les altérations des seconds messagers incluant
I’auto-phosphorylation de Lck et I’activation de ZAP-70et
du linker of activated T cells (LAT) entrainent une baisse des
facteurs de transcription, essentiellement le NF-kB qui a un
role de pivot dans la régulation de la production de cytokines,
expliquant en partie la diminution de production d’IL-2et
une altération de la prolifération [68-70]. Ces changements
des seconds messagers peuvent étre li€s a des changements
liés a I’age de I’activité des phosphatases par modification du
contenu lipidique des cellules, ces modifications pouvant étre
reproduites dans les cellules T jeunes en diminuant le contenu
en cholestérol de la membrane.

En conclusion, le vieillissement immunitaire cellulaire est
un état caractérisé par une altération des réponses immunitaires
adaptatives vis-a-vis des nouveaux pathogenes, en particulier
intracellulaires. Il se caractérise par une accumulation par expan-
sion clonale, de cellules mémoires surtout cytotoxiques du fait
d’une altération de leur apoptose.

Le déséquilibre entre voies apoptotiques et anti-apoptotiques
entre lymphocytes CD4 (avec apoptose augmentée) et lympho-
cytes T CDS (avec apoptose diminuée) explique la diminution du
rapport CD4/CD8 fréquemment observée au cours du vieillis-
sement [15]. De ces données découlent certains marqueurs
d’immunosénescence regroupés sous le concept de « phénotype
a risque immunologique » ou immune risk phenotype (IRP).

«L’IRP» est décrit comme une augmentation des cellules
CD8+CD28—CDS57+ (associées a un portage chronique de
CMV), un ratio CD4/CD8 inférieur a 1, une diminution des
réponses prolifératives aux tests fonctionnels in vitro et une
sérologie CMV positive suggérant que la stimulation antigé-
nique chronique a CMV est la cause de ces changements liés a
I’age [71]. L'IRP, associé a une augmentation de I'IL-6et a la
présence d’une atteinte cognitive, est un marqueur de mortalité
et de fragilité [72,73].

3.3. Cytokines et vieillissement

Le profil des cytokines subit des modifications profondes au
cours du vieillissement.

La commutation d’une réponse Thl vers une réponse
Th2 entraine une réduction de la production d’IFN-v alors que
la production d’IL-4et d’IL-10augmente. Les macrophages
sont responsables d’une augmentation de production de cer-
taines cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-6, I'IL-8 et le
TNF-a [32,74]. Au cours d’un épisode infectieux, il est clas-
sique de voir une activation des macrophages avec sécrétion de
ces cytokines pro-inflammatoires. Mais il existe aussi avec le
vieillissement une activation non spécifique de ces substances
pro-inflammatoires par le systtme immunitaire inné [8,61].
Cette sur-régulation des cytokines pro-inflammatoires pourrait
refléter un phénomene compensateur de la baisse de I’'immunité

cellulaire. Le niveau d’IL-6 faible chez les sujets jeunes aug-
mente progressivement a partir de 50a 60 ans. Bien que des
niveaux €levés aient été retrouvés chez des centenaires en bonne
santé, I’augmentation du taux d’IL-6est le marqueur prédic-
tif le plus puissant de morbidité et de mortalité chez le sujet
agé [5,75-79]. Des niveaux €levés d’IL-6 sont rapportés dans
de nombreuses maladies chroniques avec une légere augmen-
tation (de 27a 72 %) du risque relatif de déces mais surtout
une augmentation significative du risque de maladie corona-
rienne, d’accident vasculaire cérébral et d’ insuffisance cardiaque
congestive chez des sujets de 70a 79 ans [80,81]. Ces cyto-
kines pro-inflammatoires favoriseraient I’émergence de diverses
pathologies partageant une pathogénie inflammatoire, telles que
maladie d’Alzheimer, polyarthrite rhumatoide, ostéoporose et
athérosclérose [7,74,77]. Une étude a montré une relation entre
des marqueurs « d’inflammation » (albumine inférieure a 38 g/1,
cholestérol inférieur a 1,7 g/1, IL-6 supérieur a 3,8 pg/ml, et CRP
supérieure a 2,65 mg/l) et le risque de mortalité chez des sujets
ayant trois a quatre marqueurs d’inflammation [80]. L’équilibre
entre cytokines pro- et anti-inflammatoires pourrait &tre utilisé
comme un profil pour indiquer la fragilité et la mortalité des
sujets agés [74,82]. Le statut « pro-inflammatoire », état prédic-
tif de morbidité et de mortalité chez le sujet agé, représente un
des aspects fondamentaux de I’immunosénescence [5].

4. Aspects cliniques du vieillissement immunitaire
I’immunosénescence

4.1. Immunosénescence et infection

Plusieurs études ont suggéré une association entre vieillis-
sement immunitaire, morbidité et mortalité infectieuse chez le
sujet agé [8,33].

Les infections des personnes agées sont plus séveres, souvent
Iétales, les présentations cliniques atypiques avec symptomes
non spécifiques rendant le diagnostic difficile et souvent retardé
[2,42,83,84]. Mais cette association concerne surtout les micro-
organismes a développement intracellulaire qui font appel a la
protection par immunité cellulaire, en particulier les réactiva-
tions d’infections chroniques virales (herpes virus, varicelle-
zona virus), bactériennes (tuberculose), parasitaires ou myco-
siques (candidose) et plus rarement d’infections opportunistes
[85]. Les modifications de I'immunité rendent plus difficiles la
distinction entre tuberculose active (primo-infection ou réactiva-
tion) et séquelles. Les manifestations grippales peuvent étre plus
séveres de méme que les infections respiratoires qui augmentent
en fréquence [15,83]. Plus de 90 % des 10000 a 40000 déces
attribués a la grippe aux Etats-Unis surviennent chez des
patients de plus de 65ans [32]. Les infections bactériennes
typiques comme les infections urinaires, septicémies, endocar-
dites, infections des tissus mous et de la peau sont également un
probleéme fréquent dans cette population. Avec le vieillissement,
les réponses immunitaires contre les antigénes connus peuvent
étre conservées mais la capacité d’immunisation vis-a-vis des
de nouveaux antigenes décline significativement expliquant la
plus grande sensibilité aux nouveaux pathogenes [6,67,86]. Les
centenaires en bonne santé semblent avoir des fonctions immuni-
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taires relativement préservées, plus proches de celles du systeme
immunitaire de sujets jeunes [37]. Il existe probablement un
lien entre immunosénescence et infections mais nous manquons
d’études longitudinales prospectives établissant de fagon for-
melle une corrélation entre immunosénescence et susceptibilité
infectieuse, ce d’autant qu’existent d’autres facteurs de vieillis-
sement immunitaire tels que les co-morbidités [73].

4.2. Immunosénescence et immunopathologie ou impact
des maladies chroniques du sujet 4gé sur I'immunité

L’impact de la polypathologie, fréquente chez le sujet agé, est
probablement plus important que celui de ’immunosénescence
dans la fréquence et la gravité des épisodes infectieux du sujet
agé [15,84,87]. La présence d’une ou deux maladies chro-
niques (emphyséme, diabéte, insuffisance rénale chronique) est
associée a une augmentation de I’incidence des pneumonies
a influenza virus de 40a 150 fois [61]. L’étude de la charge
des maladies chroniques sur I'immunité cellulaire T permet
de mettre en évidence une relation inverse entre immunité
et polypathologie [88]. La dénutrition et les carences vitami-
niques fréquentes chez le sujet 4gé sont impliquées de fagcon
nette dans la survenue d’infections [6,15]. La malnutrition
protéino-énergétique touche en moyenne 50 % des patients agés
hospitalisés et 15 a 40 % des sujets agés vivant en EHPAD [89].
Les cytokines pro-inflammatoires produites par les macrophages
au cours d’un épisode infectieux entrainent un hypercatabo-
lisme a I’origine d’une dénutrition endogeéne par mobilisation
des réserves nutritionnelles de I’ organisme (protéolyse, lipolyse,
ostéolyse). Celles-ci ne seront pas reconstituées en 1’absence
de régime hyperprotidique, hypercalorique chez un sujet déja
fragilisé [6,39,90]. Les carences en micronutriments ont égale-
ment un role sur I'immunité. La vitamine A permet le maintien
de l'intégrité de I’épithélium des tractus respiratoires et gastro-
intestinaux. La vitamine E est un anti-oxydant ayant un role
dans I’épuration des radicaux libres [6,91]. La supplémentation
en vitamine E in vitro et in vivo restaure les déclins liés a I’age de
la fonction cellulaire T chez ’homme et la souris, en réduisant
les déficits liés a1’age de production d’IL-2, de prolifération cel-
lulaire T et en améliorant la formation de la synapse immunolo-
gique [92-96]. La vitamine E intervient également dans les éve-
nements de signalisation proximaux notamment au niveau de la
protéine adaptatrice LAT dont les anomalies de phosphorylation
liées al’age, apres stimulation par un Ac anti-CD3 et anti-CD28,
sont compensées par la vitamine E [96]. La vitamine E jouerait
aussi un role de régulation dans les propriétés des rafts lipidiques
situés au niveau des membranes, elle constitue en cela un régula-
teur de la fluidité membranaire [97]. Elle agit également comme
régulateur de ’expression des geénes [98]. Cette augmentation
des fonctions immunes par la vitamine E est associée a une amé-
lioration significative de la résistance au virus influenza chez les
souris agées ainsi qu’a une réduction du risque d’infection des
voies respiratoires chez les résidents en EHPAD [99,100].

Les effets antimicrobiens de la vitamine D ont déja été docu-
mentés et le statut de carence en vitamine D est connu pour €tre
associé a une susceptibilité a I’infection a Mycobacterium tuber-
culosis [101]. Une supplémentation en vitamine D permet de

renforcer les défenses immunitaires contre la tuberculose [102].
La stimulation des toll-like récepteurs (TLR) sur les macro-
phages humains induit :

e une enzyme qui catalyse la conversion de 25(OH)D3en
1,25(0OH);, D3 active ;

e I’expression du récepteur de la vitamine D (VDR);

e la production de cibles pertinentes situées en aval du VDR
(incluant 1a cathélicidine) [103].

La cathélicidine, peptide antimicrobien, est capable d’induire
la destruction des M. tuberculosis intracellulaires[103]. La vita-
mine D est donc un lien clé entre 1’activation des TLR et les
réponses antibactériennes de I’immunité innée. Il est possible
que les variations dans la capacité a synthétiser de la vitamine
D incluant les polymorphismes du VDR puissent étre un facteur
de susceptibilité a la tuberculose [104]. Les sérums d’individus
américains noirs, connus pour avoir une plus grande susceptibi-
lit€ a la tuberculose, ont des niveaux bas de 25-OH-vitamine D
et une induction moindre d’ARN messager de la cathélicidine,
suggérant un lien entre les foll-like récepteurs, la vitamine D,
I’immunité innée médiée par la vitamine D et la résistance de
I’héte. Ces données pourraient avoir un intérét clinique surtout
chez les sujets 4gés fragiles ayant des taux faibles de vitamine
D [103]. Le zinc est un minéral essentiel a 1’état de traces
dans I’organisme, et indispensable dans I’activité de plus de
300 enzymes, dans la synthese et la dégradation des protéines,
la production d’ADN, la biosynthese de 1’héme et le transport
du dioxyde de carbone. Le déficit en zinc réduit I’immunité non
spécifique, incluant les fonctions de polynucléaires neutrophiles,
des cellules NK et I’activité du complément. Il favorise la baisse
du nombre de lymphocytes T et B et altere 1’hypersensibilité
retardée, 1’activité cytotoxique et la production d’Ac [89]. Une
étude pilote récente d’une durée de suivi de 12 mois, semble indi-
quer que la supplémentation en zinc chez le sujet 4gé diminue
I’incidence des infections [105]. Cela confirmerait les données
de Meydani et al. rapportant dans une étude observationelle une
prévalence plus faible de pneumonies dans une population agée
présentant des taux normaux de zinc comparativement a une
population carencée [106]. Enfin, la carence en fer est associée
a une baisse de 'immunité a médiation cellulaire et une réduc-
tion des fonctions des polynucléaires neutrophiles avec baisse
de I’activité myéloperoxydase et antibactérienne[89].

4.3. Immunosénescence et transplantation

L’age de la transplantation augmente régulierement, en parti-
culier dans la transplantation rénale. Les infections des patients
transplantés rénaux de plus de 50 ans sont la premiere cause
de mortalité durant la premiere année, représentant 40 % des
déces [34] mais la transplantation rénale chez les sujets agés
offre une espérance de vie et une qualité de vie supérieure a
la dialyse [107]. Les phénomenes d’immunosénescence sont
a ’origine d’une diminution du risque de rejet aigu et tardif
chez les patients transplantés agés [34,107,108]. Cependant,
la réduction d’incidence des rejets aigus ne s’applique pas
lorsque les greffons sont issus de donneurs dgés comme le
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montre un essai clinique récent retrouvant une augmentation
de I’incidence des €pisodes de rejet aigu dans la période pré-
coce post-transplantation [109]. L’ age du donneur et du receveur
doivent également étre pris en compte dans le risque de rejet,
les greffons de donneurs agés étant considérés comme plus
immunogéniques alors que les receveurs agés ont une réponse
immunitaire diminuée. Ces données nécessitent d’adapter dans
le temps et dans la dose le traitement immunosuppresseur avec
une surveillance rapprochée des patients agés greffés.

4.4. Immunosénescence et vaccinations

Le vieillissement immunitaire est attesté par la diminution de
la qualité des réponses immunes apres vaccination. La réponse
vaccinale primaire, qui nécessite une immunité a médiation
cellulaire intacte pour permettre une réponse humorale, est clai-
rement diminuée chez les sujets agés avec une spécificité et
une efficacité moindres des Ac produits par rapport aux sujets
jeunes [7,8,32,55,61,67]. Cette diminution de la réponse aux
nouveaux antigenes refléte a la fois une diminution de la popu-
lation résiduelle de cellules spécifiques de 1’antigéne mais aussi
une diminution de la capacité fonctionnelle des cellules T naives
[42]. Les réponses vaccinales secondaires sont préservées avec
cependant des durées de réponses Ac plus courtes que chez les
sujets jeunes [6,32,55]. Le nombre de cellules T CD28— est
un élément prédictif des réponses humorales défectueuses au
vaccin antigrippal suggérant un impact négatif de ces cellules
sur les réponses vaccinales [67,110-113]. De plus, les réponses
cellulaires T permettent de mieux corréler la protection vacci-
nale contre le virus de la grippe chez les sujets 4gés que les taux
d’Ac[55,67]. L'importance du statut nutritionnel dans I’ intégrité
de la réponse immune doit étre prise en considération chez les
sujets agés. Plusieurs essais basés sur la supplémentation expéri-
mentale du régime avec un ou plusieurs nutriments et vitamines
ont démontré une amélioration de plusieurs parametres immu-
nologiques [66,114]. D’autres études ne retrouvent pas de lien
entre réponse vaccinale et pathologie chronique ou dénutrition.
Une étude chez des résidents en maison de retraite montrait une
réponse vaccinale chez seulement 50 % des résidents (corres-
pondant a une multiplication par quatre du taux d’Ac), cette
réponse n’était pas corrélée a I’état nutritionnel [61]. Dans une
autre étude, seuls 36 % de 137 résidents vaccinés avaient une
augmentation du titre d’ Ac mais on ne notait pas de corrélation
avec I’age, I’'index de masse corporelle, ou le statut fonctionnel
[115]. Une autre étude portant sur 154 sujets 4gés montrait que
les non-répondeurs au vaccin antigrippal étaient caractérisés par
des niveaux élevés d’IgG anti-CMV, un pourcentage plus impor-
tant de cellules CD8+CD57+CD28— (correspondant au profil
de cellules apres exposition au CMV) et des niveaux sériques
élevés de TNF«a et d’IL-6. Ainsi, le statut d’immunisation au
CMYV, provoquant une élévation du potentiel pro-inflammatoire,
pourrait contribuer a I’absence de réponse au vaccin antigrippal
[113].

Néanmoins, bien que I’efficacité de la réponse Ac paraisse
altérée, I’efficience vaccinale clinique est attestée par de nom-
breuses études épidémiologiques et si la vaccination antigrippale
n’offre que 30a 50% de protection contre la maladie, elle

diminue le risque de pneumonies de 50a 60 %, de mortalité
et complications séveres de 70a 80 % et I’incidence des hos-
pitalisations 50a 60 % [66,67,116,117]. Dans une étude sur
trois ans ayant inclus plus de 75000 personnes agées insti-
tutionnalisées, on notait une réduction de 46 % de toutes les
causes de mortalité chez les individus ayant recu le vaccin
antigrippal [118]. L’efficacité clinique du vaccin peut probable-
ment étre liée a I’efficacité de destruction des cellules infectées
par les lymphocytes T cytotoxiques, la durée de cette activité
s’avérant conservée chez des sujets agés [61,119]. Par ailleurs, la
vaccination anti-grippale des soignants permet de réduire signi-
ficativement la mortalité de personnes agées vivant en unités de
soins de longue durée comparativement aux personnels non vac-
cinés mais cette protection est efficace si les résidents sont aussi
vaccinés [120,121]. La vaccination anti-pneumococcique est
également considérée comme une stratégie efficace pour dimi-
nuer la morbidité et la mortalité associée au pneumocoque et la
couverture vaccinale reste insuffisante en France [67,122,123].
Cependant, le vaccin actuellement disponible ne parait pas tres
efficace sur le plan immunologique dans la population la plus
fragile et les études épidémiologiques adaptées a la question
n’existent pas. Il existe quelques arguments cependant pour dire
que ce vaccin, s’ il n’est pas idéal, confeére, au moins au niveau des
populations, une protection et un rapport colit-bénéfice intéres-
sant grice a une réduction suffisante des pneumonies invasives
et de la mortalité [124—-126].

5. Conclusion

Le vieillissement immunitaire proprement dit (immunosé-
nescence) n’est donc pas un mythe; il existe sous forme
d’un remodelage complexe et trés hétérogene en affec-
tant plus particulierement la réponse immunitaire cellulaire.
L’immunosénescence est probablement le résultat d’une stimu-
lation antigénique chronique se produisant tout au long de la vie,
associant altération du répertoire T par diminution des cellules
naives et accumulation de cellules mémoires, et une baisse de
réponse immunitaire adaptée vis-a-vis des nouveaux antigénes.

Ainsi, le bénéfice initial du systéme immunitaire visant a pro-
téger 1’ organisme contre des agents extérieurs dangereux évolue
avec I’age en devenant délétere. Cependant, la réalité de la sus-
ceptibilité infectieuse des sujets agés est probablement encore
plus complexe, non seulement liée a I’immunosénescence mais
aussi a des altérations physiologiques et pathologiques des
barrieres cutanéomuqueuses et a 1’interaction des pathologies
associées en premiere ligne desquelles la malnutrition protéino-
énergétique.

En conséquence, de nombreuses recherches restent a mener
pour mieux appréhender les phénomenes qui régissent ces modi-
fications et leurs liens afin bien siir, d’élaborer des stratégies
préventives.
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Introduction - L'immunosénescence, définie par les changements immunitaires liés a 1'age, est
caractérisée par un émoussement de I'immunité a médiation cellulaire et des modifications
importantes du répertoire immunologique. Le retentissement de la pathologie sur le vieillissement
immunitaire est mal connu et peu de données existent sur I'immunité de patients agés
polypathologiques.

Méthodes - Nous rapportons les résultats d'une étude prospective dont le but était d'évaluer certaines
caractéristiques immunologiques de patients de 75 ans ou plus admis pour des pathologies diverses
dans une unité de court séjour gériatrique.

Résultats - Parmi les 51 patients inclus (35 femmes et 16 hommes), 90% étaient polypathologiques.
Les résultats montrent une prévalence de 86% d'anomalies immunitaires avec une lymphopénie <
1500/mm3 chez 41% des patients et 95% de phénotypages lymphocytaires anormaux a partir de 85
ans. La prédominance de lymphocytes T mémoire (CD45R0+) sur les lymphocytes T naifs (CD45RA+)
est retrouvée dans 80% des cas et l'inversion du rapport CD4/CD8 est présente chez 12% de nos
patients. L'insuffisance en vitamine D (< 30 ng/ml), fréquente parmi ces patients (96%), est un facteur
prédictif de lymphopénie totale et de lymphopénie B.

Conclusion - Les anomalies de I'immunité sont fréquentes dans cette population fragile et pourraient
constituer un facteur de fragilité en particulier la lymphopénie. La carence en vitamine D pourrait jouer
un role dans les anomalies immunitaires de sujets dgés fragiles.
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Introduction - Immunosenescence embraces the whole of age-induced changes observed in the
immunomodulatory functions of a living organism, and is mostly characterized by a decrease in cell-
mediated immunity and important modifications of the immunological repertoire. The impact of the
pathology on ageing immunity is poorly understood and few data are available on the immunological
status of old polypathological patients.

Methods - We report the results of a prospective study aiming at characterizing several established
immunological parameters in patients of 75 years old or more, and admitted for diverse pathologies in
a unit of acute geriatric ward.

Results - Among the 51 included patients (35 women and 16 men), 90% displayed poly-pathologies.
We found a prevalence of 86% of immunological abnormalities, with lymphopenia among 41% of the
patients (< 1500 / mm3) and abnormal lymphocytes phenotypes among 95% of the oldest patients (>
85 years). A strong skewing towards memory T lymphocytes (CD45R0 +) over naive T lymphocytes
(CD45RA +) is found in 80 % of the cases and inverted CD4 / CD8 T cells ratio is observed in 12% of
our patients. Vitamin D insufficiency (< 30 ng/ml), which is frequent among the patients (94%), is a
predictive factor for T and B cell lymphopenia.

Conclusion - Immunological abnormalities are frequent in this frail population and lymphopenia, in
particular, could constitute a reinforcing factor of fragility. Vitamin D deficiency could also affect
elderly patients' immunity.
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Résumé

Introduction. L’ immunosénescence, définie par les changements immunitaires liés a 1’age,
est caractérisée par un émoussement de I’immunité a médiation cellulaire et des modifications
importantes du répertoire immunologique. Le retentissement de la pathologie sur le
vieillissement immunitaire est mal connu et peu de données existent sur I’immunité de

patients agés polypathologiques.

Meéthodes. Nous rapportons les résultats d’une étude prospective dont le but était d’évaluer
certaines caractéristiques immunologiques de patients de 75 ans ou plus admis pour des

pathologies diverses dans une unité de court séjour gériatrique.

Résultats. Parmi les 51 patients inclus (35 femmes et 16 hommes), 90% étaient
polypathologiques. Les résultats montrent une prévalence de 86% d’anomalies immunitaires
avec une lymphopénie <1500/mm’ chez 41% des patients et 95% de phénotypages
lymphocytaires anormaux a partir de 85 ans. La prédominance de lymphocytes T mémoire
(CD45RO+) sur les lymphocytes T naifs (CD45RA+) est retrouvée dans 80% des cas et
I’inversion du rapport CD4/CDS8 est présente chez 12% de nos patients. L’insuffisance en
vitamine D (<30 ng/ml), fréquente parmi ces patients (94%), est un facteur prédictif de

lymphopénie totale et de lymphopénie B.
Conclusion. Les anomalies de I’'immunité sont fréquentes dans cette population fragile et

pourraient constituer un facteur de fragilité en particulier la lymphopénie. La carence en

vitamine D pourrait jouer un rdle dans les anomalies immunitaires de sujets agés fragiles.

Mots clés : immunosénescence, sujet age, polypathologie, vitamine D, lymphopénie
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Abstract

Introduction. Immunosenescence embraces the whole of age-induced changes observed in the
immunomodulatory functions of a living organism, and is mostly characterized by a decrease
in cell-mediated immunity and important modifications of the immunological repertoire. The
impact of the pathology on ageing immunity is poorly understood and few data are available

on the immunological status of old polypathological patients.

Methods. We report the results of a prospective study aiming at characterizing several
established immunological parameters in patients of 75 years old or more, and admitted for

diverse pathologies in a unit of acute geriatric ward.

Results. Among the 51 included patients (35 women and 16 men), 90% displayed poly-
pathologies. We found a prevalence of 86% of immunological abnormalities, with
lymphopenia among 41% of the patients (<1500/mm”) and abnormal lymphocytes phenotypes
among 95% of the oldest patients (>85 years). A strong skewing towards memory
T lymphocytes (CD45RO +) over naive T lymphocytes (CD45RA +) was found in 80% of the
cases and inverted CD4/CDS8 T cells ratio was observed in 12% of our patients. Vitamin D
insufficiency (<30 ng/ml), which is frequent among the patients (94%), is a predictive factor

for T and B cell lymphopenia.
Conclusion. Immunological abnormalities are frequent in this frail population and

lymphopenia, in particular, could constitute a reinforcing factor of fragility. Vitamin D

deficiency could also affect elderly patients’ immunity.

Keywords: immunosenescence, elderly, polypathology, vitamin D, lymphopenia.
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1. Introduction

Le vieillissement immunitaire appelé immunosénescence correspond a un état de
dysrégulation de la fonction immunitaire. Il contribue non seulement a une augmentation de la
susceptibilité¢ des sujets agés aux maladies infectieuses mais aussi a la diminution de la
réponse vaccinale, et a certains phénomenes d’auto-immunité [1-4].

L’étude de I'immunosénescence chez I’homme nécessite une approche clinique rigoureuse
incluant des sujets en trés bonne santé, en appliquant des critéres stricts comme ceux définis
par le protocole SENIEUR [5]. Ces critéres excluent les pathologies telles que les infections,
les maladies inflammatoires, les tumeurs malignes, les désordres auto-immuns, certaines
anomalies biologiques (syndrome inflammatoire, anémie, anomalie du bilan hépatique,
protidémie ou albuminémie anormale) et les traitements pouvant influencer I’immunité
(corticoides, anti-inflammatoires, etc.). L’application stricte de ces criteres permet d’étudier
en théorie le vieillissement physiologique, mais exclue 70% des sujets de tout age [6]. En
effet au cours du vieillissement se cumulent les effets du vieillissement physiologique et du
vieillissement pathologique [3] et I’exclusion de sujets agés fragiles peut limiter la
compréhension des mécanismes de vulnérabilité aux infections dans une population a risque
avec des maladies chroniques sous-jacentes. Il est donc intéressant de connaitre les
intrications entre les pathologies chroniques et le syst¢éme immunitaire.

Les objectifs de cette étude sont, d’une part de décrire le statut immunitaire des sujets agés de
plus de 75 ans, hospitalisés dans un service de court séjour gériatrique, d’autre part de
comparer les paramétres immunitaires au sein de différents sous-groupes en fonction de la
présence d’un diabéte, d’une infection ou d’un traitement pouvant influencer les parametres

immunitaires (corticoides per os ou inhalés, anti-inflammatoires).

2. Patients et méthodes

Il s’agit d’une étude exploratoire, réalisée pendant quatre mois (janvier a mai 2009) dans une
unité de court séjour gériatrique. La population étudiée correspondait a des sujets dont 1’age
était supérieur a 75 ans, hospitalisés dans le service, n’étant ni sous tutelle ni sous curatelle et
ayant la capacité de comprendre les objectifs et le déroulement de 1’étude. Cette étude a été
réalisée selon les bonnes pratiques cliniques et a recu 1’autorisation d’un comité de protection

des personnes. Tous les participants ont signé un consentement éclairé.

2.1. Données socio-démographiques, cliniques et paracliniques
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Pour chaque patient ont été recueillis : I’age, le sexe, les antécédents médicaux (notamment
infection, cancer, maladie inflammatoire et auto-immune, diabéte, hémopathie...), I’ensemble
des traitements (a I’admission, pendant 1’hospitalisation et a la sortie), et le diagnostic de
sortie.

Tous les patients ont bénéficié a I’inclusion d’un examen clinique et d’une évaluation
gérontologique standardisée comprenant : 1’état nutritionnel (indice de masse corporelle
(IMC), albuminémie et Mini-Nutritional Assessment (MNA) [7]), 1’état cognitif (Mini-
Mental-State (MMS) [8]), I’état thymique (mini-GDS [9]), ’autonomie (échelles « Activities
of Daily Life » (ADL) [10], « Instrumental Activities of Daily Life » (IADL) [11] et « get up
and go test» [12]) et I’équilibre (temps de station unipodale >5 secondes), ainsi qu’une
¢valuation sociale (situation maritale, mode de vie, conditions d’isolement ou non, aides au
domicile).

Chaque patient a bénéficié d’un prélévement sanguin le jour de I’inclusion comportant :
numération formule sanguine, ionogramme, créatininémie, albuminémie, protéine-C-réactive,
dosage de la vitamine D, et d’un bilan de I’immunit¢ humorale (dosage pondéral des
immunoglobulines, €lectrophorese des protéines sérique complétés par une immunofixation
ou dosage des sous-classes d’IgG en cas d’anomalie), une sérologie VIH-1 et VIH-2 et un
phénotypage lymphocytaire. Le dosage pondéral des immunoglobulines a été effectué par
néphélométrie et les valeurs normales sont celles de « I’international federation of clinical
chemistry » [13]. L’analyse immunophénotypique des lymphocytes circulants a été réalisée
sur sang total par cytométrie de flux (FACS, Beckman Coulter) avec des anticorps
monoclonaux marqués : anti-CD2—phycoerythrin (PE), anti-CD19—fluorescein isothiocyanate
(FITC), anti-CD3—phycocyanin 5, anti-CD4-PE, anti-CD8-PE Texas Red, anti-CD45-FITC,
anti-CD16-FITC, anti-CD56—PE, (Beckman Coulter). Les valeurs normales ont été obtenues
a partir d’une cohorte de sujets sains et considérées entre le 10° et le 90° percentile (tableau 1)

[14].

2.2. Sous-groupes de patients étudiés
Trois sous-groupes de sujets ont été définis :
- Un groupe de sujets diabétiques définis par les criteres OMS de 1999 [15].
- Un groupe de sujets infectés correspondant a des sujets présentant un diagnostic de
pneumopathie ou de bronchite ou d’infection urinaire définies ci-apres. Le diagnostic

de pneumopathie infectieuse était retenu devant 1’existence d’au moins un critére dit
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majeur (toux, fievre, expectoration purulente) ou de 2 criteres mineurs (dyspnée,
douleur pleurale, confusion, hyperleucocytose supérieure a 12 G/l) associés a un
infiltrat radiologique récent [16]. Le diagnostic de bronchite ou d’exacerbation de
bronchite chronique obstructive (BPCO) était retenu devant la recrudescence ou la
majoration d’un des symptdmes suivants : toux, expectoration purulente, dyspnée
[16]. Le diagnostic d’infection urinaire (pyélonéphrite aigué, cystite aigué) était retenu
selon les critéres de I’AFSSAPS [17].

Un troisiéme sous-groupe de sujets recevant un traitement pouvant influencer
I’immunité (traitement par corticothérapie per os ou inhalée, anti-inflammatoires non

stéroidiens).

2.3. Définitions retenues

La dénutrition était définie par la présence d’un ou plusieurs des critéres suivants selon
les recommandations de la HAS de 2007 : une albuminémie <35 g/I et/ou un IMC <21
ou un MNA <17/30. Elle était considérée comme sévere lorsque 1’albuminémie était
<30 g/l ou I'IMC <18 [18].

Les diagnostics de démence et de dépression étaient définis par les criteres du DSM-
IV [19].

Un patient était défini comme polypathologique lorsqu’ils présentait au moins trois
pathologies chroniques, comme polymédiqué lorsqu’il recevait au moins trois
traitements différents et comme dépendant lorsque le score ADL était <3.

Les données biologiques ont été¢ définies comme pathologiques en fonction des valeurs
de référence fournies par les laboratoires associés a 1’étude. Les valeurs de référence

des sous populations lymphocytaires sont détaillées dans le tableau 1.

2.4. Analyses statistiques

Les données ont été traitées de fagon anonyme. L analyse statistique a été réalisée a I’aide du

logiciel SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Le seuil de significativité a été

fixé a 5%. Dans un premier temps, une description de 1’échantillon d’étude a été réalisée. Les

variables continues ¢dtaient exprimées sous forme de moyenne =+ écart type lorsque la

distribution suivait une loi normale, sous forme de médiane et 25/75° percentiles lorsque la

distribution ne suivait pas une loi normale. Les variables qualitatives étaient présentées sous

forme d’effectifs et de pourcentages.
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Dans un second temps, des analyses comparatives ont été réalisées entre les sous-groupes de
sujets définis précédemment : patients diabétiques, avec infection ou recevant un traitement
pouvant influencer I’immunité. Les parametres quantitatifs ont été comparés a 1’aide du test t
de Student ou du test non paramétrique de Mann-Whitney lorsque les conditions d’utilisation
du test t n’étaient pas remplies. Les parameétres qualitatifs ont été comparés a 1’aide des tests

de Chi2 ou exacts de Fisher.

3. Résultats

3.1. Caractéristiques de la population

Les 51 patients (35 femmes et 16 hommes) inclus avaient une moyenne d’age de 84 &+ 5 ans
(75 a 98 ans). La répartition par tranche d’age comprenait : 9 patients agés de 75 a 79 ans,
26 patients de 80 a 85 ans, 10 patients de 86 a 90 ans et 6 patients agés de plus de 90 ans.

Les patients rapportaient respectivement une moyenne de 3+1,9 et 4+ 2 antécédents
chirurgicaux et médicaux. Un antécédent de pathologie maligne en rémission était noté chez
8 patients. Deux patients présentaient respectivement une thrombocytémie essentielle et un
lymphome malin non hodgkinien de bas grade évoluant depuis 12 ans. Sept patients (14%)
avaient une maladie inflammatoire ou auto-immune (thyroidite Hashimoto, anémie Biermer,
myasthénie associée a une maladie Basedow, polyarthrite de type RS3PE, maladie de Horton,
polyarthrite rhumatoide associée a un syndrome de Gougerot-Sjogren et pemphigoide
bulleuse). Trente-deux patients (63%) étaient traités pour hypertension artérielle.

A T’admission, 96% des patients ¢taient polymédiqués, avec une moyenne de 7 +3
traitements par patient. Quatre patientes recevaient un traitement par anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS) soit au long cours pour des douleurs arthrosiques (n=3) soit en cure courte
pour un lumbago aigu (n=1). Six patients recevaient une corticothérapie orale, avec des doses
variant de 5 a 50 mg/j, pour une pseudo-polyarthrite rhizomélique, une maladie de Horton,
une myasthénie, une polyarthrite de type RS3PE, une polyarthrite rhumatoide ou des
polyarthralgies diffuses non étiquetées. Un patient prenait une corticothérapie inhalée pour
une bronchopathie chronique obstructive.

Parmi les 51 patients, 23 (45%) étaient hospitalisés pour une pathologie infectieuse, dont
13 pneumopathies, 3 bronchites aigués ou exacerbations de bronchite chronique obstructive et
9 infections des voies urinaires. Un patient présentait un abces péricolique et deux une

infection double (pulmonaire et urinaire).
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Onze patients (22%) présentaient un diabete de type 2, insulino-requérant pour 9 patients.
Parmi 8 de ces 22 patients, on notait une élévation de I’HbAlc a plus de 7%.

Une maladie neuro-dégénérative (démence de type Alzheimer ou apparentée) était probable
chez 25 patients (49%), tandis que le MMS était anormal chez 39 patients, expliqué par la
présence d’un syndrome confusionnel d’origine plurifactorielle (pathologie aigué,
hospitalisation, médication).

Un syndrome dépressif était observé chez 29 patients (56,8%) et une dépendance chez 22
(43%). La station unipodale était impossible a réaliser pour 42 patients et le « get up and go
test » était irréalisable pour 29 d’entre eux (57%). Neuf patients présentaient également des
chutes a répétition.

Trente-quatre patients (67%) étaient dénutris dont 14 (28%) présentant une dénutrition sévere.
Au total, 46 (90%) de ces patients étaient polypathologiques.

Parmi les anomalies biologiques constatées, une carence en vitamine D était fréquemment
retrouvée : 69% en considérant comme valeur seuil 16 ng/ml (valeur du laboratoire), 94% en
considérant comme valeur seuil les nouvelles valeurs cibles proposées dans la littérature soit

30 ng/ml [20]. La sérologie VIH était négative chez tous les patients.

3.2. Anomalies immunitaires

3.2.1. Lymphopénie

Une lymphopénie, était documentée chez 21 patients (41%) parmi lesquels 6 avaient des
lymphocytes <1000/mm?. Les patients lymphopéniques n’étaient pas plus dénutris que les non
lymphopéniques (71% et 67%, respectivement, p=0,718), mais présentaient plus souvent une
carence en vitamine D (86% et 57%, respectivement, p=0,028), notamment en cas de
lymphopénie B (p=0,013). Le nombre de patients déments n’était pas différent selon
I’existence ou non d’une lymphopénie (33% chez les sujets lymphopéniques, contre 60%,
p=0,061). Par contre, les patients avec une lymphopénie T CDS étaient moins souvent atteints

de démence (25%, contre 56%, p=0,050).

3.2.2. Répartitions des anomalies du phénotypage lymphocytaire

Un phénotypage lymphocytaire anormal était noté chez 38 patients (75%), plusieurs
anomalies étant associées chez 18 d’entre eux (figure 1).

Dix-neuf patients présentaient une lymphopénie B, isolée (10 cas) ou associée a d’autres

anomalies (9 cas : lymphopénie T CD4, T CDS, NK, ou hyperlymphocytose TCDS).
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Cinq patients (9,8%) présentaient une lymphopénie T CD4. Un seul avait des CD4 <200/mm?,
il présentait un tableau infectieux avec double foyer pulmonaire et urinaire, et un diabete de
découverte fortuite.

L’inversion du rapport CD4/CDS8 <I, classiquement associée au « phénotype a risque
immunologique » n’a été retrouvée que chez 6 patients (12%) [21,22].

Une augmentation des lymphocytes T mémoire (CD45RO+) et une diminution parallele des
lymphocytes T naifs (CD45RA+) avec augmentation du rapport cellules mémoire / cellules
naives (>1) était documentée chez 41 patients (80,3%).

Les patients de plus de 85 ans présentaient un phénotypage anormal dans 95% des cas contre

59% chez les moins de 85 ans (p=0,003) (Figure 2).

3.2.3. Electrophorése des protéines

Quatre patients (7,8%) présentaient une gammapathie monoclonale de type MGUS

(monoclonal gammopathy of undeterminated signification).

Une anomalie quantitative ou qualitative du dosage pondéral des immunoglobulines était

observée chez 22 patients (43,1%) :

- augmentation polyclonale du taux sérique des IgA chez 12 patients (24%) avec une
moyenne de 2,92 g/l + 1,55g/1,

- augmentation polyclonale discréte du taux d’IgG chez 2 patients,

- déficit en IgG chez 3 patients (comprenant un déficit combiné en IgG1 et IgG3 chez un
patient et en IgG1, IgG2 et [gG4 chez un autre),

- diminution des taux d’IgM en dessous des valeurs seuils pour 5 patients avec une
moyenne de 0,96 g/l + 1,36 g/1.

Au total, I’'immunité cellulaire et humorale était anormale chez 44 patients (86%).

3.3. Analyse en sous-groupes

On notait un nombre plus important de pathologies chroniques parmi les patients avec
lymphopénie B (en moyenne 4,5 contre 3,4 en I’absence de lymphopénie, p=0,013) et un
nombre de pathologies aigués plus important chez les patients avec lymphopénie CD4 (en
moyenne 3,2 contre 2,2, p=0,036).

Les 22 patients diabétiques présentaient certaines particularités immunitaires
comparativement aux sujets non diabétiques, détaillées dans le tableau 2 : un nombre de
lymphocytes NK plus bas (160 +78/mm? versus 248 +138/mm?; p=0,040); une
augmentation du taux des IgA (3,6 = 1,2 g/l versus 2,8 + 1,6 g/l ; p=0,031) ; une augmentation
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des lymphocytes mémoire (573 =265 /mm? versus 368 £ 203/mm? ; p=0,014) ; une carence
en vitamine D dans 100% des cas (p=0,050).

Par rapport aux 28 sujets non infectés, les 23 patients infectés, présentaient plus souvent une
lymphopénie et une dénutrition (tableau 2).

Les patients recevant un traitement par corticoides ou AINS (n=11) présentaient plus souvent
une lymphopénie B (p=0,037) et un taux de lymphocytes CD4 significativement supérieur a
celui des patients ne recevant pas ces traitements (p=0,031) (tableau 2).

Dans cette étude, on ne notait pas de corrélation entre les paramétres immunologiques
(existence d’une lymphopénie, d’une diminution des sous-populations lymphocytaires, une
diminution du rapport CD4/CD8 ou d’une augmentation des lymphocytes mémoires) et
certains parametres comme la dépendance, les chutes a répétition, I’impossibilité de maintenir

une station unipodale ou de réaliser le « get up and go test ».

4. Discussion

L’immunosénescence, définie par les changements immunitaires liés a 1’age, est caractérisée
par un déclin non homogene, certaines fonctions étant altérées comme I’immunité cellulaire
alors que d’autres paraissent augmentées comme I’immunité innée [23]. Les faits les plus
marquants du vieillissement immunitaire sont des modifications des populations
lymphocytaires avec accumulation de lymphocytes mémoire, une baisse des réponses
prolifératives et la présence d’un état inflammatoire chronique. La charge antigénique
chronique tout au long de la vie est a I'origine de lacunes dans le répertoire antigénique
induisant une plus grande susceptibilité aux nouveaux antigénes [23].

L’intrication entre immunosénescence et pathologie est un phénomeéne important a prendre en
considération et le retentissement de la pathologie sur le vieillissement immunitaire est mal
connu.

L’objectif de cette étude prospective était de décrire certains parametres de I’état immunitaire
de patients agés de 75 ans ou plus, hospitalisés dans une unité de court s¢jour gériatrique. Ce
travail nous semble original car peu de données ont été rapportées sur I’influence de la
polypathologie sur I’immunité [24-26]. Ces études incluaient généralement un petit nombre
de patients et concluaient a I’impact des comorbidités [25] et du stress inflammatoire et
métabolique sur I’immunité [26].

Notre étude, menée sur une population particulicrement fragile, polypathologique,

polymédiquée, d’une moyenne d’age de 84 ans, retrouve une prévalence de 86% d’anomalies
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immunitaires (cellulaire et/ou humorale) avec des anomalies cellulaires quasi constantes a
partir de 85 ans (95% de phénotypages anormaux).

Parmi les anomalies immunitaires retrouvées, la lymphopénie concernait 41% des patients.
Elle était plus fréquente chez les patients infectés mais contrairement a ce qui est attendu, elle
n’était pas plus fréquente chez les patients dénutris. Ces anomalies pourraient favoriser la
survenue d’infections qui représentent la premiére cause de mortalité chez les sujets agés [23].
L'insuffisance relative en vitamine D semble étre un facteur important associé¢ a la
lymphopénie B en particulier puisque les patients avec des taux de vitamine D inférieurs a
30 ng/ml étaient plus fréquemment lymphopéniques. La carence en vitamine D est fréquente
parmi nos patients avec une prévalence de 69% si nous considérons la valeur seuil de
16 ng/ml et de 94% si nous utilisons les nouvelles valeurs cibles proposées par Holick
(30 ng/ml) [20]. L’hypovitaminose D est également corrélée avec une dénutrition et avec la
présence d’une lymphopénie B associce statistiquement a une carence en vitamine D dans
89% des cas laissant supposer que la carence en vitamine D pourrait favoriser une
lymphopénie B. 1l aurait été intéressant de pouvoir recontrdler ces anomalies apres recharge
en vitamine D.

La 1-25 dihydroxy-vitamine D3, forme active de la vitamine D est un immuno-modulateur
reconnu [20] et une carence en vitamine D favorise une plus grande susceptibilité a certaines
infections [27]. Lorsque les taux sériques de vitamine D sont inférieurs a 20 ng/ml, I’initiation
de la réponse immune innée est défectueuse, entrainant un risque majoré de tuberculose et de
formes plus séveres de la maladie [27,28]. Le récepteur a la vitamine D, un membre de la
super famille des récepteurs hormonaux nucléaires, est présent sur les lymphocytes T, B et sur
les cellules dendritiques [28]. La 1-25 dihydroxy vitamine D3 peut également favoriser la
migration de cellules dendritiques, activées a partir des sites d’infection ou de vaccination,
vers les organes lymphoides secondaires créant ainsi des conditions favorables a la réponse
immune adaptative [29]. L’activation de cellules B induit également 1’expression du gene de
la 25-hydroxyvitamine-D3-1a-hydroxylase (CYP1la). Ces cellules B géneérent et sécretent des
quantités significatives de vitamine D3 (calcitriol) [30].

Ces résultats nous semblent intéressants car ils posent la question de I’intérét d'un traitement
substitutif pour améliorer les performances immunitaires des sujets 4gés et en particulier la
lymphopénie. Ils confortent également les arguments de Holick selon lesquels les valeurs

cibles de vitamine D a atteindre sont plutot 30 ng/ml que 20 ng/ml [20].
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Parmi les autres anomalies notables, nous constatons une diminution des lymphocytes T naifs
(CD45RA+) et une augmentation paralléle des lymphocytes T mémoire (CD45RO+) avec un
rapport cellules naives/cellules mémoire inférieur a 1 dans 80% des cas. L’inversion de ce
rapport représente une des caractéristiques du vieillissement immunitaire et explique
I’altération du répertoire antigénique avec 1’age [2,3]. En effet, avec I’atrophie thymique
associée au vieillissement, on observe des changements des populations lymphocytaires T
avec le passage progressif d’un état ou les cellules naives dominent a un état ou dominent les
cellules mémoires. La réduction du renouvellement des cellules naives (CD45RA+) dérivées
du thymus est progressivement comblée par une expansion homéostatique des cellules
mémoires (CD45RO+) favorisant la restriction du répertoire antigénique et
I’immunosénescence. Par ailleurs, on note une expansion de clones spécifiques d’infections
persistantes comme 1’Epstein Barr Virus et le cytomégalovirus [23].

En revanche, malgré la grande fragilité¢ de notre population, I’inversion du rapport CD4/CD8
associée au phénotype de vieillissement immunitaire est plus faible que ce qui est décrit dans
la littérature (12% dans notre étude, versus 16% dans 1’étude de Wikby et al. [22]).

Une lymphopénie B est retrouvée chez 37% de nos patients. Des variations individuelles des
lymphocytes B sont décrites dans la littérature mais le déclin modéré des lymphocytes B est
classique [31]. Cependant I’augmentation du nombre de lymphocytes B CD19+ est associée a
une meilleure survie [32]. Dans notre étude, la lymphopénie B est corrélée au nombre de
pathologies chroniques puisque ces patients ont en moyenne 4,5 pathologies chroniques
contre 3,4 pour les autres (p=0,013). Ces résultats sont originaux et n’ont a notre connaissance
jamais €té rapportés.

Dans cette étude, on note également une diminution du nombre de démences chez les sujets
lymphopéniques T CD8 (25% vs 56%, p=0,050), suggérant une association entre diminution
du risque de démence et lymphopénie CD8. Des anomalies immunitaires divergentes ont été
décrites au cours de la démence de type Alzheimer comme une lymphopénie [33], une
diminution des lymphocytes CD3+ et CD19+ ainsi que des lymphocytes T CD8+ [34], et une
augmentation des lymphocytes T CD8+ [35,36]. Dans I'étude de Spéciale et al., il est retrouvé
une augmentation de la prévalence des lymphocytes T CD8+CD28+ parmi les patients atteints
de démence de type Alzheimer alors que le nombre de lymphocytes T CD8+CD28- est
diminué [36]. Aucune étude n'a décrit de diminution significative des démences parmi les

patients lymphopéniques, en particulier les lymphocytes T CD8+. Ces résultats pourraient
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s’expliquer par la physiopathologie « neuro-inflammatoire » de la maladie d’Alzheimer mais
sont insuffisants pour tirer des conclusions.

Concernant les immunoglobulines, nous remarquons une augmentation des IgA dans 24% des
cas, ce qui est comparable aux données de la littérature [37]. Il en est de méme pour la
prévalence des gammapathies monoclonales de type MGUS de 7,8% [38].

Chez les patients diabétiques de cette étude, on note une augmentation significative du taux
d’IgA comme cela a déja été souligné dans la littérature [39-41]. L’augmentation des IgA
pourrait étre associée aux complications du diabéte en particulier vasculaires [40]. Par contre
nous n’avons pas observé d’étude retrouvant des anomalies des lymphocytes NK et mémoire
chez les patients diabétiques. Une étude récente a objectivé un vieillissement thymique
prématuré chez des souris et patients obeses avec diminution du renouvellement des
lymphocytes naifs et accumulation homéostatique de lymphocytes mémoire [42].

Dans cette étude, il n’est pas mis en évidence de lien entre la sédentarité et les parametres
immunologiques contrairement a ce qui a déja été cité dans la littérature [43] cependant il
s’agit d’une population extrémement fragile, trés dépendante et en nombre insuffisant pour
dégager certaines différences.

Parmi les facteurs environnementaux classiquement responsables d’anomalies secondaires du
systtme immunitaire figure la dénutrition, phénomene extrémement fréquent en gériatrie.
Pourtant aucun lien statistique entre dénutrition et anomalies immunitaires n’est mis en
¢vidence, probablement en raison de la fréquence de la dénutrition dans notre population
(67% des patients).

Notre travail comporte des limites. Tout d’abord, ’effectif étudié reste faible, et ne permet
qu’une approche exploratoire de I’ensemble de ces phénomeénes immunitaires. Les approches
multivariées n’ont pu étre réalisées, limitant la compréhension des liens décrits entre les
parametres immunitaires et certains parametres comme les thérapeutiques ou les pathologies
associ¢es. De méme un certain nombre de nos résultats, peu décrits dans la littérature, comme
par exemple le lien entre lymphopénie et carence en vitamine D ou avec la maladie
d’Alzheimer, nécessiteront d’étre de nouveau documentés dans des études de plus grande
envergure, sur des populations ayant des profils différents. L’extrapolation de nos résultats a
I’ensemble de la population agée doit étre prudente au regard du recrutement spécifique de
nos sujets au sein d’une unité de gériatrie et apres exclusion des patients incapables de signer
un consentement écrit. Enfin, il s’agit d’une dtude partielle de I'immunité, les tests
fonctionnels en particulier d’étude de prolifération des lymphocytes en présence de

mitogenes, les fonctions macrophagiques et des polynucléaires, les dosages de cytokines
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d'intérét clinique (IL-1, IL-6, TNF-q, etc.) et des sous-fractions du complément n’ont pas été
réalisés. De méme chez ces patients dénutris, les dosages d’autres micro-nutriments
(vitamines A, E, zinc) pouvant étre impliqués dans le déficit immunitaire du sujet agé, n’ont

pas été réalisés [23].

En conclusion, nous confirmons que les anomalies du systétme immunitaire sont trés
fréquentes chez les personnes Aagées polypathologiques et augmentent avec 1’age.
Contrairement a d’autres ¢tudes, nous n’avons pas retrouvé de lien entre anomalie
immunitaire et dénutrition. L’impact de la carence en vitamine D sur le vieillissement
immunitaire mérite d’étre mieux exploré. A coté de I’« IRP » (« immune risk profile ») décrit
par les Suédois [22], les anomalies de I’immunité pourraient constituer un nouveau marqueur
de fragilité¢ chez le sujet 4gé en particulier la lymphopénie totale et B. La carence en

vitamine D pourrait jouer un réle dans les anomalies immunitaires de sujets agés fragiles.

Conflit d’intérét : aucun.
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Tableaux et figures

Tableau 1. Valeurs de références des sous-populations lymphocytaires.

Tableau 2. Comparaison des groupes de patients infectés, diabétiques ou traités par anti-

inflammatoire non stéroidien (AINS) ou corticoides (per os ou par voie inhalée).

Figure 1. Répartition des anomalies des phénotypages lymphocytaires.

Figure 2. Répartition des phénotypages anormaux en fonction de I’age.



Table

Tableau 1. Valeurs de références des sous-populations lymphocytaires

Type de lymphocyte

Valeurs de référence du laboratoire

Lymphocytes totaux

1500 a 4000/mm?

Lymphocytes T (CD3+)

700 a 1900/mm?

Lymphocytes T CD4+ 400 a 1300/mm?
Lymphocytes T CD8+ 200 a 700/mm?
Lymphocytes B 100 a 400/mm?
Lymphocytes NK 100 a 400/mm?




Table

Tableau 2. Comparaison des groupes de patients infectés, diabétiques ou traités par anti-

inflammatoire non stéroidien (AINS) ou corticoides (per os ou par voie inhalée).

Patients avec | Patients sans | p Patients avec Patients sans | p Patients Patients non | p

infection infection traitement par traitement diabétiques | diabétiques

(n=23) (n=28) corticoide ou corticoide ou (n=11) (n=40)

AINS AINS
(n=11) (n=40)

Age moyen (ans) 86 83 0,082 |83 85 0,282 83 85 0,282
Antécédents de 5(22%) 5 (18%) 0,739 |1(9%) 9 (23%) 0,428 |4 (36%) 7 (18%) 0,222
pathologie maligne
ou d’hémopathie
Dénutrition 19 (83%) 15 (54%) | 0,029* | 6 (55%) 19 (48%) 0,679 |4 (36%) 30 (75%) | 0,028
Dénutrition sévere | 9 (39%) 5 (18%) 0,090* | 3 (27%) 11 (28%) 1 2 (18%) 12 (30%) 0,705
Diabéte 4 (17%) 7 (25%) 0,734 | 4 (36%) 7 (18%) 0,222
Infection 4 (36%) 19 (48%) 0,734 |4 (36%) 19 (48%) 0,734
Traitement par 4 (17%) 7 (25%) 0,734 4 (36%) 7 (18%) 0,222
corticoide ou AINS
Vitamine D 16 (70%) 18 (64%) 0,691 |5 (46%) 29 (73%) 0,147 |9 (82%) 26 (65%) 0,466
<16 ng/ml
Vitamine D 18 (78%) 20 (71%) 0,577 | 8(73%) 30 (75%) 1 11 (100%) | 27 (68%) 0,046*
<20 ng/ml
Vitamine D 21 (91%) 27 (96%) 0,583 |10 (91%) 38 (94%) 0,526 | 11(100%) |37 (93%) 1
<30 ng/ml
Phénotypage 15 (65%) 23 (82%) 0,168 | 6 (55%) 32 (80%) 0,121 | 6(55%) 29 (73%) 0,288
anormal
Lymphocytes 10 (44%) 11 (39%) 0,03* |4 (36%) 17 (43%) 0,603 |4 (36%) 17 (43%) 1
<1500/mm3
Lymphocytes T 5(22%) 4 (14%) 0,714 |1 (9%) 8 (20%) 0,663 | 1(9%) 8 (20%) 0,663
<700/mm3
Lymphocytes B 10 (44%) 9 (32%) 0,405 |1(9%) 18 (45%) 0,037** | 4 (36%) 15 (38%) 1
<100/mm?
Lymphocytes NK 4(17%) 2 (7%) 0,390 |0 (0%) 6 (15%) 0,319 | 2(18%) 4 (10%) 0,598
<100/mm3
Taux moyen de 214 242 0,222 | 216 219 0,299 | 160 248 0,040*
lymphocytes NK
(/mm?)
Lymphocytes T CD8 | 5 (22%) 7 (25%) 0,785 | 3 (27%) 9 (23%) 0,706 | 2 (18%) 10 (25%) |1
<200/mm3
Lymphocytes T CD4 | 4 (17%) 1(3,6%) 0,162 | 0(0%) 5(13%) 0,572 |0 5(13%) 0,572
<400/mm?3
Taux moyen de CD4 | 695 924 0,030* | 1067 753 0,031** | 980 777 0,106
(/mm?)
Rapport 4 (17%) 2 (7%) 0,39 0 (0%) 6 (15%) 0,319 | 2(18%) 4 (10%) 0,598
lymphocytes
TCD4/CD8 <1
Taux moyen de 369 451 0,186 | 478 396 0,303 573 368 0,014*
lymphocytes
mémoires (/mm®)
Rapport 17 (74%) 24 (86%) 0,316 |7 (64%) 34 (85%) 0,193 |10 (91%) 31 (78%) 0,428
lymphocytes
mémoire /naifs >1
Taux moyen d’IgA 3,2 2,7 0,427 |3 2,9 0,686 |3,6 2,8 0,031*
(8/1)
Taux moyen d’IgG 9,5 11 0,03* 10,4 10,2 0,834 |105 10,1 0,723
(8/1)
Phénotypage 15 (65%) 23 (82%) 0,168 | 6 (55%) 32 (80%) 0,121 | 6(55%) 29 (73%) 0,288
anormal
Anomalie de 20 (87%) 24 (86%) 1 9 (82%) 35 (88%) 0,635 |10 (23%) 34 (77%) 1
I'immunité
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Figure 1. Répartition des anomalies des phénotypages lymphocytaires
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