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NOUVELLE

Défaut d’architecture cellulaire
et auto-immunité

Le déficit en DOCK11

Frédéric Rieux-Laucat, Laure Delage, Charlotte Boussard

> Les maladies génétiques du cytos-
quelette d’actine (ou actinopathies)
sont a I'origine de déficits immunitaires
héréditaires [1]. Le remodelage du
cytosquelette joue un rdle crucial dans
’adhérence et la motilité cellulaire. Les
Rho-GTPases, comme RAC, CDC42 et RHO,
sont des acteurs clés de la réorganisa-
tion de I’actine (Figure 1) [2]. Elles sont
activées par des facteurs d’échange de
nucléotides guanyliques, tels que les
membres de la famille des DOCK (dedi-
cator of cytokinesis). Des mutations bi-
alléliques de DOCK? entrainent une lym-
phopénie T et des infections bactériennes
invasives et virales graves, qui débutent
tét dans la vie [3]. Les mutations de
DOCK8 conduisent a un défaut de migra-
tion des lymphocytes dans les tissus,
associé a des infections muco-cutanées
bactériennes, virales et fongiques, ainsi
qu'a eczéma et a des allergies sévéres
[4]. Uimplication de DOCKII dans des
déficits immunitaires, quant a elle, est
soupgonnée depuis longtemps, mais elle
n’a pu étre prouvée que récemment [5].

Identification de mutations de DOCK11
associées a I’auto-immunité

€n analysant la séquence nucléotidique
de tous les exons du génome (exome)
chez des enfants atteints de maladies
auto-immunes variées, telles que les
cytopénies (destruction accélérée des
plaquettes sanguines ou des globules
rouges induite par la présence d’auto-
anticorps), le lupus érythémateux systé-
mique, ou les maladies spécifiques d’or-
gane (endocrinopathies, entéropathies,
hépatites auto-immunes), nous avons
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identifié sept mutations de DOCKII,
chez huit gargons atteints de cytopénie
auto-immune, de lupus, ou d’entéro-
pathie auto-immune a début précoce
[5]. DOCKII est localisé sur le chro-
mosome X, et ces gargons sont donc
hémizygotes pour la mutation identi-
fiée. Nous avons montré une réduction
de I"expression de DOCKII dans leurs
lymphocytes, en faveur du réle patho-
génique de ces mutations. Celles-ci
affectent des acides aminés qui peuvent
étre impliqués dans le repliement de la
protéine ou avoir un impact direct sur
les interactions avec ses partenaires de
liaison. Contrairement aux déficits en
DOCK2 ou DOCK8, aucun de ces enfants
n’avait présenté d’infections récurrentes
ou séveres, d’allergies, ou de saigne-
ments anormaux.

Les mutations de DOCK11

affectent les thrombocytes

Les thrombocytes (ou plaquettes san-
guines) proviennent de la fragmentation
du cytoplasme des mégacaryocytes par
un processus impliquant le remodelage
du cytosquelette. Nous avons étudié les
plaquettes des patients, dans lesquelles
I’expression de DOCKII était également
diminuée. Leur nombre et leur taille
étaient normaux, mais un défaut d’acti-
vation de P'intégrine allbPB3 indiquait
I’existence d’une thrombopathie fonc-
tionnelle. Aprés leur adhérence sur dif-
férents supports matriciels, ’analyse
morphologique a montré une propor-
tion anormalement élevée de plaquettes
avec lamellipodes ou étalement com-
plet. Ces modifications morphologiques
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constatées in vitro n’ont apparemment
pas de conséquence sur I’hémostase in
vivo.

DOCKI1l étant un facteur d’échange
de nucléotides guanyliques qui active
CDC42, nous avons analysé Iactivité
de cette protéine dans les plaquettes
des patients, aprés leur activation par
la thrombine, en utilisant la technique
« G-LISA » (qui mesure la concentra-
tion de GTP et donc de CDC42 acti-
vée). Cette activité était anormalement
faible pour tous les patients testés, ce
qui explique la fréquence moindre des
filopodes lors de I’adhérence de leurs
plaquettes a un support matriciel, et
confirme que les mutations de DOCKII
entrainent une perte de fonction de la
protéine DOCKLL. La prédominance des
lamellipodes ou ’étalement complet des
plaquettes aprés adhérence au support
suggere |'existence d’un déséquilibre de
la balance physiologique entre 'acti-
vité CDC42 et celle de RHOA dans les
plaquettes des patients, ce que nous
avons pu confirmer chez deux d’entre
eux (Figure 1).

Les mutations de DOCK11

affectent la migration

lymphocytaire et la polarisation

du cytosquelette d’actine

Lorsque les lymphocytes T entrent en
contact avec une autre cellule, ils se
déforment pour augmenter la surface de
contact. Ce processus peut-étre mimé
expérimentalement en déposant des
lymphocytes T sur des lamelles recou-
vertes d’anticorps stimulant le récep-
teur de I'antigene (TCR-CD3) et son
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Figure 1. lllustration du réle de DOCK11 dans la polymérisation de ’actine et de la régulation
de FOXP3 par les lymphocytes T régulateurs. €n 'absence de la protéine DOCKIL fonctionnelle
(matérialisée par les croix rouges), on constate une activité altérée de CDC42 avec un potentiel
impact sur I'activité de RhoA, une réorganisation anormale de I’actine, la formation de protru-
sions aberrantes, mais également une dérégulation de la voie interleukine 2 (IL-2)-STAT5B dans

les lymphocytes T régulateurs, avec une expression anormalement réduite de FOXP3. (Figure réa-

lisée avec le logiciel Biorender).

co-récepteur principal (CD28), ce qui
induit un signal d’activation des lym-
phocytes conduisant a leur étalement.
Dans cette expérience, les lymphocytes T
des patients présentaient une circularité
réduite, une surface d’étalement accrue,
et un plus grand nombre de protrusions
(Figure 2). Afin de vérifier que le déficit
de DOCKI1 est a Porigine de ces ano-
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malies, nous avons éteint partiellement
I’expression du gene DOCKII, par la tech-
nique d’interférence ARN (short hairpin
RNA, shRNA), dans des cellules dendri-
tiques dérivées de monocytes provenant
d’individus donneurs sains : la présence
de protrusions plus grandes et plus proé-
minentes, reproduisant le phénotype
lymphocytaire des patients, a confirmé

que ce phénotype résulte du déficit en
DOCKI1.

Le remodelage du cytosquelette d’actine
joue un rdle essentiel dans la migration
des lymphocytes, qui doivent se défor-
mer pour patrouiller dans tous les tissus.
Grdce a un systéme de migration sponta-
née de ces cellules dans des micro-capil-
laires, nous avons montré que la vitesse
de migration des lymphocytes des patients
est supérieure a celle des lymphocytes de
donneurs sains. La motilité des lympho-
cytes dans les micro-canaux dépend de
I’équilibre de la polymérisation de I'actine
a I"avant (reflétant Pactivité de CDC42) et
a Parriere (reflétant activité de RHOA) de
la cellule. Le déficit de DOCKIL et I'acti-
vation réduite de CDC42 qui en résulte
entrainent un défaut de nucléation de
I’actine a 'avant de la cellule, déplagant
alors la polymérisation vers I’arriére, ce
qui permet au lymphocyte de se déplacer
plus rapidement. DOCK11 joue donc un réle
essentiel dans le contrdle dynamique du
cytosquelette d’actine et de la migration
des leucocytes dans des conditions de
confinement. Les conséquences physiopa-
thologiques de ces anomalies constatées
in vitro restent cependant a déterminer.

Le déficit en DOCK11 entraine

un dysfonctionnement

des lymphocytes T régulateurs

et I’activation de STATSB

dans les lymphocytes

Un immunophénotypage réalisé sur le
sang des patients a révélé une propor-
tion accrue de lymphocytes B CD21;,,
et transitionnels, connus pour inclure
des lymphocytes B auto-réactifs. Des
concentrations plasmatiques élevées
de facteurs de croissance des lympho-
cytes B, tels que APRIL (A prolifera-
tion-inducing ligand), de BAFF (B-cell
activating factor), et de cytokines
inflammatoires, ont été constatées chez
la plupart des patients. Le déficit en
DOCKI1 favorise donc I’enrichissement
oulasurvie de lymphocytes B auto-réac-
tifs, un résultat cohérent avec la détec-
tion d’auto-anticorps chez les patients.
Les lymphocytes T régulateurs tiennent
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Figure 2. Anomalies morphologiques des lymphocytes T, aprés étalement sur lame de verre, chez

les patients porteurs d’une mutation de DOCKII. Les lames ont été recouvertes soit de poly-L-

lysine seule (condition « non activée »), soit de poly-L-lysine et d’anticorps anti-CD28 et anti-

CD3 (condition « activée »). Barre d’échelle : 5 pm.

une place centrale dans le contréle des
lymphocytes B et T auto-réactifs. Des
mutations de FOXP3, qui code un facteur
de transcription essentiel au dévelop-
pement et a la fonction des lympho-
cytes T régulateurs, entrainent d’ailleurs
une maladie auto-immune tres sévere
affectant principalement I'intestin et
les glandes endocrines (syndrome IPEX,
pour immunedysregulation, polyendo-
crinopathy, ectodermal dysplasia X-lin-
ked) [6]. Or, les lymphocytes T régu-
lateurs des enfants chez lesquels nous
avons identifié les mutations de DOCKI1
ont une expression réduite de FOXP3.
’interleukine 2, facteur de croissance
principal de ces lymphocytes, induit
I’expression de STAT5B, un facteur de
transcription essentiel pour une expres-
sion soutenue de FOXP3, et nous avons
montré une expression réduite de STAT5B
dans les lymphocytes T des patients
aprés stimulation par I'interleukine 2.
Ces résultats indiquent que le déficit en
DOCKI11 perturbe la production de FOXP3
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dans les lymphocytes T régulateurs, et
est associé a une altération de la voie
de signalisation interleukine 2-STAT5B
(Figure 1).

Variabilité d’expression clinique

du déficit en DOCK11

Nous avons mis en évidence le déficit
en DOCKIL chez des enfants atteints de
diverses maladies auto-immunes. €ton-
namment, des déficits en DOCKLL ont depuis
été identifiés chez des personnes qui pré-
sentent un syndrome inflammatoire sévere
et une anémie [7]. Le mécanisme des ano-
malies constatées chez ces personnes reste
a étudier pour savoir si elles sont en rapport
avec le role de DOCKIL dans le remode-
lage du cytosquelette, ou avec une autre
fonction de la protéine non encore identi-
fiée. ensemble de ces découvertes indique
que le déficit en DOCK11 prédispose a une
dérégulation de la réponse immunitaire, et
suggere que des modificateurs génétiques,
épigénétiques ou environnementaux pour-
raient orienter cette dérégulation vers une

maladie auto-immune ou vers une maladie
inflammatoire. ¢
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