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Principales abréviations

Ac Anticorps

Ag Antigene

BCR Récepteur des cellules B
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CLP Progéniteur lymphoide commun
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CPA Cellule présentatrice de l'antigéne

DC Cellule dendritique

DN Thymocyte double négatif

DP Thymocyte double positif

FT Facteur de transcription

HSV Virus Herpes-simplex

HU Hydroxy-urée

IL-7 Interleukine-7

LyB Lymphocyte B

LyT Lymphocyte T

NK Cellule natural killer

NK-T Lymphocyte T non conventionnel NK+
p-Ag Peptide antigénique

PIL Prolifération induite par lymphopénie
RTE Emigrant récent du thymus

Sag Superantigene

SP Thymocyte simple positif

TCR Récepteur des cellules T

Tg Transgénique
TREC Cercle d'excision de cellules T

Treg Lymphocyte T régulateur
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Avant-propos :

L’hématopoiese définit I’ensemble des processus cellulaires a 1’origine des cellules
sanguines. De par la diversité fonctionnelle des cellules sanguines (transport gazeux,
hémostase, immunité,...) I’hématopoiese est un processus physiologique vital. Les cellules du
systeme hématopoiétique peuvent étre divisées en quatre lignées : la lignée érythrocytaire qui
génere les globules rouges, la lignée mégacaryocytaire qui permet la production de plaquettes,
la lignée myéloide a 1’origine des polynucléaires, des monocytes et de certaines cellules
dendritiques (DC) et enfin la lignée lymphoide. La lignée lymphoide comprend les
lymphocytes B, T et NK ainsi que certaines DC. Les lymphocytes B et T sont impliqués dans
la réponse immune adaptative grace a leurs récepteurs de surface qui sont respectivement le

récepteur des cellules B (BCR) et le récepteur des cellules T (TCR).

Mon travail de these a été réalisé sur des modeles murins, et s’est intéressé aux
lymphocytes B et T depuis leur développement précoce jusqu’a leur différenciation et leur
survie périphérique. Au cours de la rédaction de cette these, j’ai choisi de me concentrer
principalement sur I’importance de [’interleukine-7 (IL-7) dans le développement et
I’homéostasie des lymphocytes Taf. Ce manuscrit comprend un premier chapitre introductif
contenant de brefs rappels sur la biologie des lymphocytes Taf}, puis il reprend les données
actuelles concernant la différenciation T et le role de I’'IL-7 dans les différentes étapes du
développement lymphocytaire T. Ensuite, j’ai abordé les déterminants moléculaires et
cellulaires contrdlant I’homéostasie lymphocytaire Ta. La participation de I'IL-7 dans la
dynamique des populations de lymphocytes Taf est traitée en détails ici. Dans le deuxieéme
chapitre, les principaux résultats expérimentaux obtenus au cours de ma these ainsi que les
articles associés sont présentés. Enfin, dans le troisieme chapitre, nous discuterons ces

résultats.



Chapitre 1 : Introduction
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Partie 1 : Généralités sur les lymphocytes Taf3

1. Fonctions et origine

Les lymphocytes T sont des cellules essentielles a la réponse immune adaptative, ils
sont produits dans un organe lymphoide central, le thymus. Ces cellules du systeéme
immunitaire sont capables de reconnaitre de maniere spécifique les antigenes (Ag) étrangers
dans I’organisme héte. Chez I’adulte, tous les lymphocytes dérivent de cellules souches issues
de la moelle osseuse. Il existe deux catégories de lymphocytes : les lymphocytes T (LyT) et
les lymphocytes B (LyB). Parmi les LyT, tous n’ont pas la méme fonction. Certains sont
capables d’interagir avec les LyB et les aider a se différencier et produire des anticorps (Ac)
ou encore d’interagir avec les cellules phagocytaires et de participer indirectement a la
destruction de pathogenes intracellulaires. Ces LyT sont dits auxiliaires et expriment
généralement le corécepteur CD4. Leurs actions nécessitent la production de facteurs
solubles : les cytokines. Une autre catégorie de LyT est responsable de la destruction directe
des cellules hotes infectées par un virus par exemple ou présentant a sa surface des Ag
étrangers. On parle ici de LyT cytotoxiques, ils agissent par interaction directe cellule-cellule
et expriment en général le corécepteur CDS. Cependant, il existe des exemples ou des cellules
CD4" ont des propriétés cytotoxiques alors que certaines cellules CD8" effectrices agissent
par production de cytokines comme les LyT CD4" auxiliaires (Pour revue Podack and Kupfer

1991; Seder and Ahmed 2003).

La reconnaissance d’Ag étrangers par les LyT nécessite que les Ag soient présentés a
la surface d’une cellule en association avec une molécule du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) (Pour revue (Germain and Jenkins 2004)). Pour cela les LyT
utilisent un récepteur spécifique, le TCR (T Cell Receptor), ce récepteur est apparenté en
structure et fonctions aux Ac produits par les LyB. Un Ag donné peut étre reconnu par
plusieurs TCR différents, le systtme immunitaire d’un individu contient une diversité
importante de TCR différents pour potentiellement reconnaitre I’ensemble des Ag étrangers.
On estime qu’il y’a approximativement 100 millions de LyT chez la souris apportant environ
2 millions de combinaisons TCRof. Chaque clone est représenté par une ou quelques

dizaines de cellules dans I’organisme (Casrouge, Beaudoing et al. 2000).
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Le TCR selon sa spécificité reconnait un fragment peptidique présenté par une
molécule de CMH de classe I (CMH I) ou de classe II (CMH II). Lors de cette
reconnaissance, le TCR entre en contact a la fois avec le peptide présenté et le CMH.
L’interaction entre le TCR et le complexe CMH-peptide (CMH-pAg) est assistée par les
corécepteurs CD4 ou CDS8 associés a la surface des LyT. Les corécepteurs stabilisent
I’interaction TCR/CMH-pAg et participent a I’activation des LyT. L’interaction TCR/CMH-
pAg avec un CMH I implique un LyT CD8" et I’interaction TCR/CMH-pAg avec un CMH II
implique un LyT CD4" (Pour revue Germain and Jenkins 2004).

2. Structure du TCR et du complexe CMH-pAg

Lors de la reconnaissance spécifique d’un Ag par un LyT, différents composants
interviennent : le complexe TCR présent a la surface du LyT et le complexe CMH-pAg
exprimé a la surface d’une autre cellule dite présentatrice. Ces deux complexes ont des

structures particulieres présentées ci-dessous et dans la figure 1.1.

a. Le complexe TCR

Le TCR est composé de deux glycoprotéines transmembranaires o et 3 associées en
hétérodimere. La partie extracellulaire de ces protéines comporte 2 domaines structuraux
apparentés aux régions variables (V) et constantes (C) des immunoglobulines (Ig). En plus de
son r6le de reconnaissance, le TCRaf est aussi un récepteur de signalisation. Cette derniere
fonction est assurée par les autres glycoprotéines associées au TCRop : les molécules de
signalisation CD3 et le corécepteur CD4 ou CDS. Cet ensemble forme le complexe TCR. Le
composant CD3 est constitué de 6 protéines invariantes : 2 CD3{, 2 CD3g, 1 CD348 et 1
CD3y. Chacune de ces protéines contient au moins un motif ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) responsable de la transduction du signal basée sur des
phosphorylations/déphosphorylations qui induisent une cascade de signalisation a 1’origine de
la réponse du LyT (Pour revue Call and Wucherpfennig 2005). Les corécepteurs CD4 et CD8
se lient avec les molécules CMH II et I respectivement. Ils jouent principalement un role dans
la signalisation intracellulaire. Ces corécepteurs sont composés de domaines de type
immunoglobuline (Ig). CD4 est composé de 4 domaines de type Ig regroupés dans une chaine.
CD8 est composé de 2 chaines associées en homodimére ao ou en un hétérodimere of.

Chaque chaine contient un domaine de type Ig (Cf figure 1.1).
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Figure 1.1 : Représentation schématique des complexes TCR/CMH-pAg sur les CPA et les LyT CD4"
a droite ou les CPA et les LyT CD8" a gauche.

De maniére similaire aux Ig, les chaines o et f du TCR comprennent des régions V et C. Les
régions V sont codées par de multiples segments de genes qui forment le transcrit codant a la
suite de recombinaisons somatiques. Ces réarrangements ont lieu dans le thymus durant les
étapes de différenciation des LyT. La région V de la chaine B du TCR est codée par 3
segments de genes différents : TCRBV (BV), TCRBD (BD) et TCRBJ (BJ). Pour la région V
de la chaine «, seuls deux segments interviennent : TCRAV (ADV) et TCRAJ (AJ). La
grande diversité des TCR résulte de la diversité des segments qu’il est possible de réarranger
mais surtout de la nature imprécise des jonctions de ces genes et de 1’ajout de nucléotides dits
N et P au niveau de ces jonctions au cours des mécanismes de recombinaison dits V(D)J.
Chez la souris on compte 30 segments BV, 2 segments BD et 14 segments BJ pour générer la
chaine P ; 23 segments ADV et 61 segments AJ pour la chaine a. A 1’exception de quelques

pseudogenes, la plupart de ces segments sont réarrangeables. On estime que 10° récepteurs
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différents peuvent &tre générés, on parle de répertoire TCRo potentiel (Casrouge, Beaudoing
et al. 2000). Cependant, il semble de plus en plus évident que ceci est une surestimation. En
effet, tous les réarrangements V(D)J ne sont pas possibles. Il existe un contrdle spatial et
temporel de 1’accessibilité des loci TCRA et TCRB, de méme que toutes les associations o3
ne sont pas possibles (pour revue Krangel 2003). Encore une fois, par analogie aux Ig, les
TCR possedent aussi des régions CDR1, 2 et 3 (Complementary Determining Region). En
regle générale, les régions CDRI et 2 entrent en contact avec le CMH tandis que la région
CDR3, issue de la jonction V-J ou V-D-J pour la chaine o ou 3 respectivement, représente un
point de contact direct avec le peptide associé au complexe CMH-pAg. Cependant, des
travaux de cristallographie ont montré que les régions CDR1a et 3 pouvaient aussi interagir

avec le peptide présenté (Garcia, Teyton et al. 1999; Garcia and Adams 2005).

b. Le complexe CMH-pAg

Les molécules du CMH sont des glycoprotéines polymorphiques présentes a la surface
des cellules sous deux grandes formes : CMH I (H-2D, L et K) et CMH II (I-A et I-E). Les
genes qui codent pour ces molécules sont exprimés de maniere codominante. Par contre les
molécules de CMH ne sont pas exprimées de la méme facon a la surface des différentes
cellules de ’organisme. Les molécules de CMH I sont présentes a la surface de pratiquement
toutes les cellules de 1’organisme alors que les molécules CMH II ont une distribution limitée
principalement aux cellules présentatrices d’antigenes (CPA) du systéme immunitaire. C'est a
dire les cellules dendritiques (DC), les macrophages et les LyB. Certaines autres cellules
comme les cellules épithéliales peuvent exprimer les molécules de CMH II de maniere

inductible et interféron-dépendante (pour revue Ting and Baldwin 1993; Boss 1997).

Les molécules CMH I et CMH II sont hétérodimériques (Cf figure 1.1). Les molécules
de CMH T sont constituées d’une chaine lourde ou o associée a une chaine 1égere de [(2-
microglobuline (f2-m). La chaine o comporte 3 domaines al, a2 et a3. Le peptide porté par
le CMH I se niche dans une cavité structurale délimitée par les chaines ol et o2 (pour revue
Werlen, Hausmann et al. 2003). La stabilisation du peptide dans le complexe CMH I
nécessite 1’association des chaines o et B2-m. En effet chez les souris p2-m™ (Koller, Marrack

et al. 1990; Perarnau, Siegrist et al. 1990), on observe un défaut de présentation au niveau du
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CMH 1, entrainant un défaut de différenciation thymique des LyT CD8". Les molécules de
CMH II sont composées de deux chaines o et § comprenant chacune deux domaines a1 et o2
ou B1 et B2 avec des longueurs sensiblement identiques. Le peptide porté par le CMH 1I se
niche dans une cavité structurale délimitée par les chaines o et 3 entre les domaines al et f1
(pour revue Werlen, Hausmann et al. 2003). C’est pourquoi il suffit de I’absence de I’une des

chaines o ou B pour entrainer un défaut de présentation par les molécules CMH II.

Les peptides qui sont dérivés de I’Ag et qui se lient aux molécules de CMH I ou II

sont de natures différentes.

¢ La plupart des peptides associés au CMH I sont issus de la dégradation de protéines du
cytoplasme par le protéasome. C’est pourquoi on parle de la voie de présentation endogene ou
cytosolique. Les molécules de CMH I sont assemblées dans le réticulum endoplasmique (RE)
ou elles vont se lier a des peptides d’environ 8 a 10 acides aminés pour stabiliser leurs
structures. Cette association nécessite des protéines de transport des peptides du cytoplasme
vers le RE : les protéines TAP (Transporter Associated with antigen Processing activity).
Ainsi, dans les animaux TAP”" (Aldrich, Ljunggren et al. 1994) on observe un défaut

d’expression de CMH L.

¢ On retrouve souvent au niveau du CMH II des peptides issus d’Ag exogeénes endocytés.
On parle cette fois de la voie de présentation endosomale. Apres endocytose, ces Ag sont
dégradés par le systeme endosome/lysosome ou a lieu I’assemblage des molécules de CMH
II. Des peptides d’environ 14-17 acides aminés sont générés et s’associent sur place au CMH
II pour créer les complexes CMH-pAg. Une protéine appelée chaine invariante (Ii) empéche
le chargement de peptides endogenes au niveau du RE et de I’appareil de Golgi sur les
molécules de CMH II. Cela permet de séparer de maniere efficace les voies de présentation de
CMH I et II. Cette fonction de séparation est principalement assurée par le segment CLIP
(CLass II associated li chain Peptide) qui est le résidu 81-104 du produit de digestion de Ii par

les cathepsines. CLIP s’associe a la niche a peptide des molécules de CMH 1I et inhibe leurs
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liaisons a d’autres peptides jusqu’a son élimination dans les endosomes (Lotteau, Teyton et al.

1990; Teyton, O'Sullivan et al. 1990; Ghosh, Amaya et al. 1995).

Il est important de noter qu’il existe certaines exceptions a ces regles de présentation,
certains peptides exogenes peuvent étre chargés sur des molécules de CMH I, on parle de
présentation croisée (Pour revue Heath, Belz et al. 2004). De plus, tous les peptides générés et
présentés ne sont pas forcément immunogenes. En effet, un peptide immunogene doit se lier a
une molécule de CMH et doit créer une affinité suffisante entre les complexes CMH-pAg et

les TCR spécifiques de ce complexe pour déclencher I’activation et la prolifération du LyT.
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Partie 2 : Différenciation thymique des lymphocytes Tof

Les LyT sont générés dans le thymus a partir de la différenciation de précurseurs ayant
pour origine le foie feetal ou plus tard chez 1’adulte la moelle osseuse. Chez 1’adulte, les
précurseurs rejoignent le thymus par la voie sanguine (Pour revue Anderson and Jenkinson
2001; Ceredig and Rolink 2002; Gill, Malin et al. 2003). La maturation intrathymique est
marquée par une succession de stades de différenciation. Les thymocytes immatures CD4
CDS8, désignés double négatifs (DN) se différencient en thymocytes CD4"CDS8", désignés
double positifs (DP) puis en thymocytes matures CD4" ou CD8", désignés simple positif (SP).
La progression de la maturation des thymocytes est soumise a différents points de contrdles
dépendants notamment de I’expression des genes codant pour les chaines du TCR ou de la
voie de signalisation en aval du récepteur a I’'IL-7. L ’expression des genes du TCR est régulée
au cours du développement et est en partie impliquée dans la divergence des lignées
lymphocytaire T aff ou yd. Dans cette partic, nous décrirons dans un premier temps
I’organisation du thymus puis les principaux événements cellulaires et moléculaires assurant
la différenciation des lymphocytes T ofy au sein du thymus — thymopoi¢se — Nous
détaillerons les roles de I’interleukine-7 (IL-7) dans la thymopoi¢se dans la partie suivante du

manuscrit.

1.  Le thymus : role et organisation

C’est le lieu majeur de la production de LyT tout au long de la vie adulte. Les
précurseurs des LyT colonisent le thymus des la vie feetale pour subir les étapes de
différenciation qui aboutiront a la génération de cellules T matures. Le développement des
LyT matures et fonctionnels, est autorisé grace a un environnement cellulaire spécialisé et la
présence de facteurs adéquats pour la maturation, la survie et la prolifération des précurseurs.
Historiquement, ce n’est qu’au début des années 60, apres les expériences de Miller, que la
fonction du thymus et sa participation au systéme immunitaire par la génération des cellules T

seront clairement identifiées (Miller 1961).
Le thymus est un organe composé de deux lobes situé dans la cage thoracique juste au

dessus du ceeur (Cf figure 1.2). Chez une souris adulte, cet organe contient environ 100-200

millions de cellules. Chaque lobe est constitué d’une multitude de lobules comportant une

17



région externe, le cortex et une région interne, la médulla. Chez la souris, I’épithélium
thymique apparait au 116me jour de la vie embryonnaire (F11) par fusion de tissu d’origine
endodermique et ectodermique. Il est alors colonis€ par les premieres cellules
hématopoiétiques. La composition cellulaire est tres différente entre le cortex et la médulla.
Le stroma thymique est composé de cellules épithéliales thymiques que 1’on retrouve au sein
du cortex et de la médulla mais aussi de cellules d’origine hématopoiétique : cellules
dendritiques, macrophages ou encore cellules B. Ces dernieres ne sont pas distribuées
équitablement entre le cortex et la médulla. En effet, celles-ci sont concentrées
majoritairement dans la médulla. Cette différence de répartition est a 1’origine de
compartiments distincts dans le thymus qui assurent des fonctions propres au cours de la

maturation des thymocytes (Cf figure 1.2, pour revue Anderson and Jenkinson 2001).
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Figure 1.2 : Localisation et organisation histologique du thymus.
Cet organe se situe au dessus du ceeur. Le thymus est formé d’un ensemble de petits lobules délimités par une
capsule. Chaque lobule est constitué de deux régions distinctes, le cortex plus externe et la médulla plus
centrale. On distingue clairement ces régions apres un marquage a I’hématoxyline-éosine (encart de droite).

18



L’essentiel des étapes de maturation des thymocytes se déroule au niveau du cortex ou on
retrouve une concentration importante de thymocytes immatures. Les précurseurs rejoignent
le thymus au niveau du cortex par des vaisseaux situés au niveau de la jonction cortico-
médullaire. Au cours de leur maturation les thymocytes migrent sous I’influence des
chemokines au sein du cortex jusqu’a la région sous-capsulaire, puis en fin de maturation les
thymocytes expriment conjointement les corécepteurs CD4 et CDS8 (stade DP) et reprennent
une migration vers la médulla. Au cours de cette deuxieme étape de migration, les thymocytes
vont étre sélectionnés. Les thymocytes matures et correctement sélectionnés seront retrouvés
dans la médulla et exprimeront soit le corécepteur CD4 soit le corécepteur CD8 (stade SP).
Ces mouvements migratoires des précurseurs lymphocytaires au cours de la thymopoicse
nécessitent une régulation importante assurée entre autre par 1’expression de chémokines
particulieres (pour revue Prockop and Petrie 2000). A Ia fin de différenciation, les cellules T
matures CD4" ou CD8" sont prétes a quitter le thymus et rejoindre les organes lymphoides
périphériques par voie sanguine et/ou lymphatique, on parlera d’émigrants thymiques récents
(RTE). Entre la colonisation du thymus et la génération de lymphocytes T matures, on estime
qu’une période de 3 a 4 semaines est nécessaire chez 1’adulte, et un peu moins chez les
nouveaux-nés (Scollay and Weissman 1980; Scollay, Butcher et al. 1980). Il est important de
noter que de maniere réciproque, la différenciation des lymphocytes T est nécessaire a la
structuration du thymus. En effet, les blocages de la différenciation thymique provoquent en
parallele une diminution de la cellularité thymique mais aussi des défauts d’organisation du

compartiment stromal du thymus (van Ewijk, Hollander et al. 2000).

2. Principales caractéristiques cellulaires et moléculaires de la thymopoiése
a. Le stade DN

La différenciation des cellules T dans le thymus se compose d’une succession de
stades définis par 1’expression de marqueurs de surface distincts. Les populations de
thymocytes les plus immatures sont les DN. L’expression des marqueurs CD44 et CD25
permet de distinguer quatre sous-populations de DN en cours de différenciation. Ce sont des
expériences de recolonisation de lobes thymiques feetaux déplétés de leurs précurseurs par
chacune des sous-populations DN qui ont permis de définir la séquence de différenciation

suivante : CD44"CD25 (DN1), CD44"CD25" (DN2), CD44' CD25" (DN3) puis CD44 CD25
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(DN4) (Godfrey, Kennedy et al. 1993). Le réarrangement de la chaine du TCRP va se
dérouler durant ces étapes de maturation et leur expression en surface des thymocytes a
travers le pré-TCR puis le TCR va participer a la régulation fine de la différenciation des

thymocytes.

Les cellules DN1 sont les cellules les plus immatures. Ces cellules de petite taille ont
un phénotype CD117"8"CD44*CD25". Leur stade de maturation peu avancé leur permet, en
fonction des signaux extracellulaires, de se différencier aussi bien en cellules T qu’en cellules
myéloides ou NK. Les cellules DN2 sont CD117""CD44*CD25". Elles sont engagées dans
la lignée T et produisent majoritairement des cellules To et Tyd. A ce stade, elles peuvent
réarranger les génes codant pour les chaines D et J du locus 3, V, D et J du locus d et V et J
du locus ¥ du TCR. Les cellules DN3 sont CD117°"CD44°CD25". A ce stade, les cellules
réarrangent majoritairement le locus TCRB et continuent de réarranger les chaines TCRJ et
TCRY (Tourigny, Mazel et al. 1997; Capone, Hockett et al. 1998; Ceredig and Rolink 2002).
Environ 90% des cellules DN3 sont en phase GO/G1 du cycle cellulaire et 10% des cellules
sont en phases S, c’est pourquoi il y’a peu de cellules de grosses tailles — blastes —. Ces
cellules expriment de maniere constitutive la chaine pTa, le complexe CD3 et la chaine
TCRP. Ces trois composants sont nécessaires a la formation du pré-TCR. Une faible
proportion des petites cellules exprime la protéine TCRf au niveau intracellulaire alors que la
majorité des cellules de grosse taille I’exprime. Ces dernieres sont dans la transition DN3-
DN4. Cette transition est le « théatre » de la sélection B, qui élimine une partie des cellules
n’ayant pas une chaine TCRp correctement réarrangée (Godfrey, Kennedy et al. 1994; Wilson
and MacDonald 1995; Hoffman, Passoni et al. 1996; Wilson, Marechal et al. 2001). Les
cellules DN4 sont CD117°*CD44'CD25". Elles correspondent au dernier stade DN et ont la
propriété de proliférer fortement. Lors d’une reconstitution par des cellules DN4 de lobes
thymiques déplétés en progéniteurs T, 6 jours suffisent pour détecter des cellules SP CD4" et
CDS8". L’expression 2 la surface d’une chaine TCRp associée au complexe pré-TCR n’est
détectable qu’a ce stade de différenciation. Entre le stade DN et DP, une population de
cellules dites «immature simple positive » (ISP) a été décrite. Ces cellules expriment
modérément soit le co-récepteur CD4 soit CDS. Ces cellules commencent a réarranger les

genes codant pour la chaine TCRa.
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b. L’engagement vers la lignée T, avant ou pendant le stade DN ?

Tres tot parmi les DN1, une population qui exprimait la molécule CD4 a un faible
niveau (CD4'") a été identifiée (Wu, Scollay et al. 1991; Michie, Carlyle et al. 1998). 11 est
admis que cette population de thymocytes DN1 CD4"" représente les thymocytes les plus
précoces. La transfert de populations triées de DN dans des thymus feetaux et la culture
organotypique de ces thymus (FTOC) a permis de montrer par le passé que les DN1 (sur la
base des marqueurs a disposition a I’époque pour isoler ces populations) ont la capacité de
générer des cellules T, B, NK et DC (Moore and Zlotnik 1995; Wu, Li et al. 1996). Pour les
populations DN2 et DN3 les conclusions divergeaient selon les auteurs, siirement parce qu’il
est difficile de séparer clairement ces deux populations. Moore et Zlotnik ont observé une
génération presque exclusive de cellules T a partir de DN2 et ont conclus a un engagement
des précurseurs dans la lignée T des le stade DN2 avant tout réarrangement des génes TCRB,
G et D (Moore and Zlotnik 1995; Wu, Li et al. 1996). Selon Wu et al., les précurseurs DN2
peuvent générer a la fois des DC et des cellules T (Wu, Li et al. 1996). L’engagement définitif
dans la lignée T se ferait donc au dela du stade DN2. Il faut cependant noter que dans 1’étude
de Moore et Zlotnik, la présence de DC n’avait pas été testée. Il semblait donc vraisemblable
que I’engagement dans la lignée T se fassent au sein du thymus au cours de la transition DN2-

DN3, phase durant laquelle sont initiés les réarrangements des génes des loci TCRB, G et D.

Depuis peu, le dogme qui voulait que 1’engagement dans la lignée T s’opérait au sein
du thymus s’est écroulé. En effet sur la base d’une définition plus précise des propriétés
phénotypiques des progéniteurs T, une population dite CLP-2 (Martin, Aifantis et al. 2003)
puis plusieurs autres types de progéniteurs déja engagés dans la lignée T avant méme de
rejoindre le thymus seront décrites (pour revue Pelayo, Welner et al. 2005). On retrouvera ces
progéniteurs « T-engagés » dans la moelle, le sang et au sein des DN1. Cet engagement
s’effectue avant de coloniser le thymus, il est logique que les DN1 correctement définis ne
conservent plus leur capacité a se différencier en cellules B, mais ils conservent leur capacité

de différenciation en macrophages, cellules NK ou en DC (Balciunaite, Ceredig et al. 2005).
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c. Le stade DP et passage au stade SP

Au début du stade DP, la chaine TCRp réarrangée est exprimée a la surface dans le
complexe pré-TCR apres la sélection B. Le pré-TCR délivre un signal qui stimule le
réarrangement des génes TCRA. Bien qu’au niveau de chaque thymocyte, les deux all¢les des
genes TCRB puissent étre exprimés, la plupart des thymocytes matures n’expriment qu’une
seule chaine TCRp a leur surface. On parle d’exclusion allélique. Au niveau du locus TCRB,
I’exclusion allélique intervient au niveau génétique en supprimant la possibilité de réarranger
le second locus TCRB si le premier a produit une chaine TCRP fonctionnelle (pour revue

Khor and Sleckman 2002).

Pour le réarrangement de la chaine TCRa, les mécanismes sont différents. Les
réarrangements des loci TCRA commencent a la fin du stade DN4 et sont trés importants au
stade DP (pour revue Fehling and von Boehmer 1997). Ceci induit une population DP
TCRoB" de petite taille avec une faible activité de division. Ces cellules seront sujettes 2 la
sélection positive que nous détaillerons plus loin. A cette étape, contrairement a 1’expression
d’une chaine [ fonctionnelle, I’expression d’une chaine o n’entraine pas de diminution de
I’expression des genes RAG (Wilson, Held et al. 1994). Les réarrangements des genes TCRA
peuvent donc continuer de facon séquentielle sur le méme locus ou sur le deuxiéme locus
TCRA. Ainsi, un thymocyte avec une seule chaine TCRP peut exprimer différents TCRo3
qui peuvent étre testés individuellement au cours des étapes de sélection. Les réarrangements
continuent jusqu’a que les cellules recoivent un signal de sélection positive ou meurent
(Petrie, Livak et al. 1993; Alam, Crispe et al. 1995). Dans le cas ou la cellule regoit un signal

de sélection positif, sa maturation se poursuit, elle devient DP TCROLBHigh

, et n’exprime alors
en général plus qu’une seule chaine TCRa. Au début des réarrangements du locus TCRA, les
transcrits des chaines o sont instables, leur dégradation est rapide, et 1’appariement des
chaines o et B traduites est limité. Aprés la signalisation via un TCR fonctionnel a la surface,
on observe une augmentation du niveau d’expression d’une chaine o donnée et une
expression importante du complexe TCRafy en surface. Il semblerait qu’il y ait une
compétition entre les chaines o pour s’associer avec la chaine B. L’hétérodimere qui répond
positivement a la sélection et avec la plus grande affinité sera exprimé (Crispe, Shimonkevitz

et al. 1987; Havran, Poenie et al. 1987; Kearse, Roberts et al. 1994; Punt, Roberts et al. 1994;

Alam, Crispe et al. 1995). Il n’y a donc pas d’exclusion allélique stricte pour le locus TCRA,
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et certains lymphocytes T périphériques expriment deux chaines o et donc deux TCR
différents a leur surface (Padovan, Casorati et al. 1993; Padovan, Giachino et al. 1995;
Niederberger, Holmberg et al. 2003). Initialement, on pensait que ces lymphocytes pouvaient
étre a I’origine de pathologies auto-immunes en assumant que la sélection négative de ’'un de
leur TCR n’est pas été réalisée correctement (pour revue Padovan, Casorati et al. 1995).
Celui-ci pouvant conduire a la reconnaissance d’antigene du soi en périphérie. Cette
hypothese est aujourd’hui abandonnée, et il semble méme que I’expression de deux TCR
pourrait &tre un mécanisme d’augmentation de la diversité du répertoire (He, Janeway et al.

2002).

d. Les thymocytes matures CD4" ou CD8*

Aprés I’engagement dans la voie CD4" ou CDS8", seul le corécepteur correspondant
sera exprimé. Les thymocytes SP sont retrouvés dans la médulla. Des travaux ont montré que
ces cellules proliferent apres leur engagement (Ceredig 1990; Hare, Jenkinson et al. 2000).
Cette prolifération est importante dans un thymus néonatal et elle reste encore détectable dans
un thymus adulte. Durant leur séjour dans la médulla, les cellules SP semblent soumises a un
processus de maturation qui conditionnerait leur export vers la périphérie. On retrouve des
différences phénotypiques entre les thymocytes SP et les RTE qui ne sont pas équivalents
entre les CD4" et les CD8". Les RTE CD4" expriment des niveaux moins importants de [37-
intégrine, CD45RB que les cellules CD8" (Gabor, Godfrey et al. 1997). De plus, des travaux
récents utilisant des souris exprimant la GFP comme gene rapporteur sous le contrdle du
promoteur du gene RAG-2, ont montré que les RTE continuent leur maturation en périphérie
(Boursalian, Golob et al. 2004). Dans ce modele de souris, les auteurs ont pu distinguer les
RTE des cellules T naives en fonction de leur niveau d’expression de GFP. Les RTE sont
GFPY" alors que les cellules T naives sont GFP". Grace a ce critere distinctif les auteurs ont
pu montrer que la différenciation T, d’un point de vue phénotypique et fonctionnelle, s’acheve

dans les organes lymphoides secondaires.

Les lymphocytes T passent donc par différents stades de différenciation thymique
incluant des étapes de sélection que nous détaillerons plus bas. Une fois que les deux loci
TCRB et TCRA sont réarrangés, 1’activité de prolifération des thymocytes sera réduite et une
majorité de cellules aura périt. Les cellules matures exportées en périphérie constituent

environ 1% des thymocytes générés par jour (pour revue Palmer 2003). Ces cellules
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représentent le répertoire T pré-immun global. Il englobe un large spectre de spécificité
antigénique qui doit €tre maintenu en périphérie pour pouvoir répondre au besoin a une
variété importante de pathogenes. Ce sont ces mécanismes homéostatiques périphériques que

nous aborderons dans la quatrieme partie du chapitre introductif de ce manuscrit.

3. Les étapes de sélection thymique

a. La sélection B ou le réle du pré-TCR

Vu le caractére imprécis de la recombinaison V(D)J, statistiquement seulement 33%
des réarrangements conservent une phase ouverte de lecture. Les travaux de Dudley et al.
montrent qu’au sein des DN3, seulement 30% des réarrangements des génes TCRB sont en
phase (réarrangement productif). Au stade DN4, on retrouve 75% des réarrangements des
génes TCRB en phase (Dudley, Petrie et al. 1994). Ces résultats impliquent qu’il existe une
maturation préférentielle des cellules ayant un réarrangement productif et pouvant exprimer
une chaine TCRP. C’est 2 partir de 12 que la notion de sélection P est née. Les souris TCRB™
présentent un blocage partiel de différenciation au stade DN3, et indiquent aussi I’importance
de I’expression d’une chaine B fonctionnelle pour la progression du stade DN vers DP
(Mombaerts, Clarke et al. 1992). L’introduction d’un transgéne TCR[ fonctionnel dans des
souris Rag-2"" entraine lui aussi I’apparition de cellule DP (Shinkai, Koyasu et al. 1993). Ces
résultats montrent que 1’expression d’une chaine TCR[ en 1’absence de chaine TCRa suffit a
promouvoir la différenciation du stade DN au stade DP. Comme cela avait été montré avec les
immunoglobulines a savoir 1’association de la chaine lourde avec les chaines V pré-B et A5, il
sera montré que la chaine [ se lie de maniere covalente a une chaine invariante pTo pour
former le complexe pré-TCR a la surface des thymocytes (pour revue Melchers 2005; von
Boehmer 2005). L’expression de ce complexe nécessite un réarrangement TCRp productif et
marque le moment de la sélection . La détection des transcrits des chaines pTo, TCR et des
différentes molécules de transduction CD3g, v, d et { au stade DN3 est un argument appuyant
la présence d’un complexe pré-TCR au stade DN3 (Wilson and MacDonald 1995). Les
thymocytes sélectionnés pour ’expression d’un pré-TCR progressent vers le stade DN4,
proliférent et initient ensuite au stade DP massivement les réarrangements des genes TCRA.
Les cellules DN4 comprennent une proportion importante de cellules de plus grandes tailles

ou blastes. Ceci caractérise une population importante de cellules en cycle et coincide avec
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une seconde vague d’expression des génes RAG au cours de la transition vers le stade DP

(Wilson, Held et al. 1994).

Chez les souris déficientes pour 1'une ou I’autre des chaines du complexe pré-TCR
(pTar””, TCRP” ou CD3e™), on observe une réduction importante du nombre total de
thymocytes mais un nombre relativement élevé de cellules DN3 (Mombaerts, Clarke et al.
1992; Fehling, Krotkova et al. 1995; Malissen, Gillet et al. 1995). Ceci reflete I’importance de
la sélection B pour la différenciation thymique, mais aussi le réle du pré-TCR dans la

prolifération des thymocytes au-dela du stade DN3 et la différenciation jusqu’au stade DP.

Le réarrangement des génes TCRA semble intervenir essentiellement durant la
transition du stade DN au stade DP, apres la sélection . L’expression du pré-TCR est donc
importante mais pas essentielle (pour revue von Boehmer 2005). C’est pourquoi chez les
souris pToc” " (n’exprimant pas de pré-TCR), on observe un blocage partiel de la thymopoiese
autorisant la présence de cellules DP avec un profil de réarrangement des genes TCRa normal
mais une réduction importante de la cellularité thymique (Fehling, Krotkova et al. 1995). De
méme, chez les souris TCRB” “malgré une réduction importante de la cellularité thymique, les
thymus contiennent aussi des cellules DP. L’origine de ces cellules DP n’était pas trés claire.
On sait qu’elles disparaissent lorsque I’on croisent les animaux TCRB’/' avec les animaux
TCRS” (Mombaerts, Clarke et al. 1992). Ce résultat suggere que les chaines & peuvent
assurer en partie la progression des précurseurs thymiques du stade DN au stade DP. Il
semblerait méme que plusieurs combinaisons de complexes TCR puissent assurer la transition
DN-DP, notamment certains TCRoy ou TCRYd déja associés au stade DN, ou encore des

complexes TCRoy (Erman, Feigenbaum et al. 2002; Erman, Guinter et al. 2004).

Il est important de noter que jusqu’a présent aucun ligand spécifique du pré-TCR n’a
été identifié et I’ablation de son domaine extracellulaire n’a pas d’effet sur sa fonction (Irving,
Alt et al. 1998). Le pré-TCR transduit vraisemblablement des signaux de maniere constitutive
comme cela est déja démontré pour le pré-BCR (Melchers 2005; von Boehmer 2005).
L’expression du gene pTa est importante surtout au stade DN2 et DN3, c'est a dire au
moment ou des réarrangements massifs des genes TCRB sont observés. L’analyse des souris
pTo” révele que le pré-TCR est important dans la sélection B. Dans une souris normale la

quasi-totalité des cellules DP sont TCRB" aprés un marquage intracellulaire. Chez les souris
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pToc'/’, il y’a peu de cellule DP et seulement 30-40% d’entre-elles sont TCRB" (Buer, Aifantis
et al. 1997; Buer, Aifantis et al. 1997; Krotkova, von Boehmer et al. 1997; Michie and
Zuniga-Pflucker 2002). La chalne pTa intervient donc dans un processus actif de sélection

des thymocytes immatures possédant un réarrangement TCRp en phase.

b. Sélection positive et négative

A partir du stade DP, le TCR exprimé par les thymocytes immatures est capable
d’interagir avec les molécules de CMH exprimées a la surface des cellules épithéliales
corticales. Si cette interaction est d’affinité modérée, la cellule sera sélectionnée positivement.
Certaines des cellules sélectionnées peuvent avoir un récepteur qui reconnait des constituants
du soi avec une forte affinité. Ces cellules auto-réactives sont éliminées par sélection négative
suite a une interaction de leur TCR avec le CMH-pAg présenté par les cellules dérivées de la
moelle osseuse au niveau de la jonction cortico-médullaire ou de la médulla (pour revue

Anderson and Jenkinson 2001).

La découverte des phénomenes de sélection positive a démarré avec les travaux de M.
Bevan et I'utilisation de souris chimeres (Bevan 1977; Bevan 1977; Matzinger and Bevan
1977). Au début des années 1970, M. Bevan a cherché a tester I’ « hypothese de Jerne »
(Jerne 1973), selon laquelle la genese de la diversité des récepteurs serait seulement
somatique et les molécules H2 chez la souris seraient responsables de cette diversité. Des
souris F1 H-2°/H-2¢ ont donc été reconstituées apres irradiation avec des cellules de la moelle
osseuse de la souche parentale H-2° ou H-2¢ (Cf tableau 1.1). Les chimeres ainsi obtenues
répondaient maintenant aux Ag présentés par la souche parentale avec laquelle les souris ont
été reconstituées. C’est ainsi qu'on a démontré que les cellules T sont éduquées dans le
thymus en imposant une restriction aux molécules de CMH que ces cellules expriment.
D’autre groupes ont ensuite confirmé ces travaux et montré ’importance du thymus dans
I’éducation des cellules T et I’élimination des cellules T auto-réactives par un mécanisme

restreint au CMH (pour revue Zinkernagel 1978).

La présence de deux mécanismes distincts de sélection était pressentie mais ce n’est
qu’avec I'utilisation de souris TCR-Tg qu’une démonstration claire a pu étre apportée. Ainsi,
on a montré que les TCR restreints au CMH I étaient orientés vers la lignée CD8" et ceux

restreints au CMH 1I étaient orientés vers la lignée CD4" (Sha, Nelson et al. 1988; Sha,

26



Nelson et al. 1988; Berg, Pullen et al. 1989). L’intervention des molécules du CMH dans la
sélection étant claire, il était important de savoir comment, au méme stade de développement,
une interaction entre le TCR des cellules DP avec un complexe CMH-pAg pouvait entrainer
un signal de survie/différenciation (sélection positive) ou un signal de mort cellulaire
(sélection négative). On s’est alors penché sur le role des peptides dans la sélection thymique.
Il a été étudié en utilisant un mutant naturel pour la molécule K" de CMH I : le mutant bms8.
Deux groupes ont travaillé sur cette mutation. Le premier a étudié la réponse contre
I’ovalbumine restreinte 2 K° chez les souris bm8 (Nikolic-Zugic and Bevan 1990) et le second
a examiné D’effet de cette mutation sur I’apparition des cellules CD8" matures portant un
TCR-Tg restreint a K®: le TCR 2C (Sha, Nelson et al. 1990). Dans les deux cas, les cellules T
spécifiques n’arrivent pas a maturation dans le thymus des souris bm8. Par contre cette
maturation est restaurée dans les souris F1 portant un allele K° sauvage et un allele mutant
bm8. Ceci montrait que le phénotype des souris bm8 est la conséquence d’une absence de
sélection positive et non pas d’un défaut de sélection négative. Une approche similaire a
montré I’implication des peptides du soi dans la sélection positive des cellules CD4"

restreintes au CMH II (Berg, Frank et al. 1990).

Donneur Receveur Spécificité des
(Moelle oszeuse injectée) (Souris irradiée et Lymphocytes T
reconstituée)
(H-2tx H-Id}Fl (H-2b x H—‘d}fl S0% H-2b 50% H-24
H-2* (}[—Eb X H—"d}fl 50% H-2b 509 H-24
H-24 (H-2bx H—‘d}fl 0% H-2b 509 H-24
H-24 H-24 100% H-2d

Tableau 1.1 : Mise en evidence du role du thymus dans la sélection des LyT, expérience de Bevan.
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A travers les différents travaux autour de la sélection thymique, deux modeles de sélection
sont encore retenus (pour revue Starr, Jameson et al. 2003). Un premier modele qualitatif a été
proposé. Il repose sur I’importance de la nature du peptide présenté par le CMH. Selon ce
modele, la sélection est médiée par une interaction TCR/CMH-pAg qui induit un signal
unique de sélection positive ou négative en fonction de la nature du peptide présenté. Le
second modele est quantitatif, il est basé¢ sur 1’avidité de I’interaction (somme des forces
d’interaction) TCR/CMH-pAg. Si I’avidité est trop faible, le thymocyte en cours de sélection
ne regoit pas un signal suffisant pour stimuler sa survie et il meurt par négligence. Si cette
interaction est de niveau modéré, le thymocyte est positivement sélectionné. Si 1’avidité de
cette interaction est trop forte et dépasse un certain seuil, la cellule est éliminée. Le fait qu'un
ligand de faible affinit€é mais avec une concentration élevée puisse induire une sélection
négative, supporte ce modele. Il est important de noter que dans ce modele les corécepteurs
exprimés a la surface des thymocytes peuvent influencer la durée ou les forces d’interactions
et donc le sort des thymocytes. Le modele quantitatif est le plus accepté aujourd’hui, mais il
implique que les multiples interactions TCR/CMH-pAg soient intégrées pour former un

gradient de signalisation qui défini le devenir de la cellule.

Au cours du stade DP, 90% des thymocytes vont mourir aprés avoir subit les étapes de
sélection (Palmer 2003). Certains thymocytes exprimant un TCRp particulier sont plus
touchés que d’autres en fonction de la présence ou non de super-antigenes (SAg) (pour revue
Simpson, Takacs et al. 1994). Les SAg sont des protéines virales ou bactériennes qui fixent
les molécules de CMH hors du site de fixation classique des Ag et qui stimulent les LyT avec
un TCRJ particulier. L’activation conséquente a la reconnaissance d’un SAg endogéne par un
thymocyte conduit a son activation puis son élimination par sélection négative. Chez la souris
la plupart des SAg endogenes sont codés par les virus MMTV (Mouse Mammary Tumor
Virus) qui integrent de facon stable le génome murin. Au cours de la sélection négative, selon
le fond génétique de la souris plus ou moins de SAg sont exprimés et ceci conduit a une
élimination plus ou moins importante de famille enti¢re de LyT avec un TCR V[ particulier.
La délétion induite par les SAg provoque des « trous » dans le répertoire des lymphocytes T

of et constitue un bon modele d’étude de la sélection négative.
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4. Le choix de lignage CD4" ou CD8" : « étre ou ne pas étre un CD4" »

Au cours de la sélection thymique, les cellules DP vont réprimer I’expression de 1’un
des corécepteurs CD4 ou CDS8 et s’engager soit dans la lignée CD4"CDS8 constituant les
précurseurs des LyT auxiliaires, soit dans la lignée CD4 CDS8", constituant les précurseurs des
LyT cytotoxiques. Deux modeles généraux et un modele mixte plus récemment ont entrepris
d’expliquer le choix de lignage (figure 1.3 et pour revue Singer and Bosselut 2004; Kappes
and He 2005; Laky and Fowlkes 2005).

¢ Le premier modele dit « instructif » implique que ce choix s’effectue durant la sélection
positive. Le TCR serait capable de reconnaitre les molécules de CMH présentées sans
intervention des corécepteurs. Cette interaction TCR/CMH-pAg au cours de la sélection
positive va ensuite orienter le thymocyte DP vers le stade SP adéquat en fonction de la classe
de CMH reconnue. Ainsi par exemple, si un TCR donné reconnait une molécule de CMH II,
cette interaction conduit a la répression de 1’expression des molécules CDS et a la maturation

de cellule SP CD4*CD8 CMH 11 restreintes.

¢ Selon le second modele dit « sélectif », c’est I’ensemble d’une combinaison compatible
TCR, corécepteur et CMH-pAg qui oriente le choix du lignage. Les corécepteurs sont donc
importants et influencent le choix du lignage. Cela suppose que le TCR seul n’est pas capable
d’interagir avec les molécules de CMH. La participation du corécepteur assure une affinité
suffisante a I’interaction avec le CMH. C’est pourquoi, les cellules avec un corécepteur non

adapté seront éliminées.

Ces deux modeles sont appuyés par différents résultats expérimentaux. Dans le cas du
modele instructif, I’absence d’un corécepteur doit bloquer I’engagement dans la lignée
correspondante. En effet, chez les souris CD8”, aucune population CMH I restreinte n’a été
identifiée. Par contre dans le cas des souris CD4”, une population CMH II restreinte
minoritaire existe. Ces résultats sont plutot en faveur du modele instructif. Le modele sélectif,
quant 2 lui est appuyé par I’existence d’intermédiaires DP CD4*CD8"" chez les souris CMH
II”" ou DP CD4"°“CD8" chez les souris CMH I qui ne produiront pas de CD4* ou CD8"

respectivement.
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Figure 1.3 : Dissection géographique et fonctionnelle du modele cinétique.
(A) La différenciation des thymocytes DP en SP CD4" (en vert) ou SP CD8" (en bleu) suit des
« chemins » de différenciation communs puis spécifiques (fléches vertes et bleues) caractérisés
par des niveaux d’expression des molécules CD4 et CD8. (B) Le choix du lignage dépend des
signaux percus par les intermédiaires CD4*CD8"" de développement (Int). Ces signaux sont
délivrés par le TCR et le corecepteur associé ou par I'IL-7R.
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¢ Le modele mixte est apparu en 1995, il propose que I’engagement dans la lignée CD4" est
sélectif alors que ’engagement dans la lignée CD8" est instructif (Suzuki, Punt et al. 1995).
Par défaut, les cellules DP s’engagent dans la lignée CD4" (intermédiaire CD4*CD8""). Cet
engagement aboutit aux cellules CD4"CD8 si le TCR exprimé et son corécepteur CD4™ sont
compatibles avec les molécules de CMH II présentées. C’est un message via le TCR qui
témoigne de cette compatibilité. La reconnaissance d’une molécule de CMH 1 détourne
I’engagement vers la lignée CD8* (CD4*CD8""—CD4CD8"). En utilisant un systtme de
culture in vitro de cellules DP traitées a la pronase (cette enzyme clive les molécules CD4 et
CDS8 exprimées a la surface des thymocytes), I’équipe d’Alfred Singer a analysé les
corécepteurs ré-exprimés a partir de DP CMH I ou CMH II"". Leurs travaux ont montré que
I’engagement vers la lignée CD8" nécessitait un signal dépendant des molécules de CMH 1
alors que I’engagement vers la lignée CD4" n’avait pas besoin de signal provenant de CMH II

(pour revue Singer and Bosselut 2004).

A présent, il semblerait que le modele mixte soit le plus vraisemblable. Les
expériences les plus récentes menées par le groupe de Singer, ont permis de compléter un peu
plus ce modele. On préférera plutdt parler du modele cinétique -kinetics receptor signaling
model- (Cf figure 1.3 et pour revue Singer and Bosselut 2004). Une premiere interaction
TCR/CMH-pAg forte au niveau des cellules DP, inhiberait transitoirement 1’expression de la
molécule CD8a, aboutissant aux cellules CD4*CD8"". Puis, un deuxiéme signal passant par
le TCR ou le récepteur a I'lL-7 (IL-7R) orienterait la cellule vers la lignée CD4" ou CD8"
respectivement. Un signal via le TCR va maintenir la répression des molécules CD8 et un
signal via I'IL-7R va déclencher la répression des molécules CD4 et réactiver I’expression des
molécules CD8a.. Ceci pourrait aussi expliquer pourquoi la cinétique de génération des SP
CD8" (avec un développement en deux temps) est plus lente que celle des SP CD4" (Lucas,
Vasseur et al. 1995) ou pourquoi les thymocytes SP CD4+ apparaissent les premiers au cours
de I’ontogénie (Ceredig and MacDonald 1982). Les signaux médiés par le TCR et I'IL-7R
sont encore a définir, cependant ils sembleraient faire intervenir des facteurs de transcription
(FT) spécifiques pour chacun des lignages : ¢-Krox (ou Th-POK) pour les CD4" et Runx3
pour les CD8" (pour revue Bosselut 2004).
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Partie 3 : IL-7 et différenciation thymique des lymphocytes Tof3

1. Généralités sur I’IL-7

L’IL-7 est une cytokine essentielle pour le développement, la survie et la prolifération
des lymphocytes. Les effets de I'IL-7 sont médiés par son récepteur qui est composé de deux
chaines, la chaine IL-7Ro ou CD127 qui assure la spécificité de la fixation de I'IL-7 et la
chaine yc ou CD132 de transduction du signal (Cf figure 1.4). Les interleukines -2, -4, -7, -9, -
15 et -21 appartiennent a la famille des « cytokines yc-dépendantes » parce que leurs effets
son médiés par la chaine de transduction du signal yc (pour revue Kovanen and Leonard
2004). Parmi les souris déficientes pour les cytokines, seuls les animaux IL-77 présentent des
altérations majeures du développement lymphoide (von Freeden-Jeffry, Vieira et al. 1995).
Ceci souligne I'importance de cette cytokine mais aussi certainement la diversité des signaux
médiés par la voie Yyc en fonction du message extracellulaire délivré par ces 6 cytokines. Dans
cette partie, nous discuterons d’abord des connaissances générales sur cette cytokine, sa
production, des débuts de la caractérisation de sa voie de signalisation et enfin des effets
pléiotropiques de I'IL-7 au cours de la thymopoiese. Les effets de I'IL-7 dans le contrdle de
I’homéostasie des différentes populations LyT périphériques seront abordés dans la partie

suivante de ce manuscrit.

L’IL-7 a été identifiée en 1988 par Anthony Namen (Namen, Lupton et al. 1988).
Initialement, elle était décrite comme un facteur de croissance présent dans les surnageants de
culture de cellules stromales et supportant le développement des lignées de LyB mis en
culture (Lee, Namen et al. 1988; Namen, Lupton et al. 1988). Le clonage de cette cytokine
puis sa production sous forme recombinante a permis par la suite de tester les propriétés de
cette molécule. Une série d’injections d’IL-7 dans des souris provoque une augmentation du
nombre de LyB et LyT. Au contraire, I’injection d’anticorps neutralisants la cytokine ou ses
effets en ciblant son récepteur entraine une lymphopénie sévere chez les animaux traités
(Morrissey, Conlon et al. 1991; Grabstein, Waldschmidt et al. 1993). Plus tard, le phénotype
lymphopénique sévere d’animaux déficients pour I’'IL-7 ou les chaines de son récepteur, ou
I’identification de patients avec une anomalie génétique sur le géne de I’IL-7 ou de son
récepteur sont venus confirmer ces premiers résultats (Grabstein, Waldschmidt et al. 1993;

Peschon, Morrissey et al. 1994; von Freeden-Jeffry, Vieira et al. 1995; Puel, Ziegler et al.
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1998). L’IL-7 est la premiere cytokine non-redondante décrite, ce qui fait d’elle une cytokine

trés importante.

Classique Classique

O 15
o O IL-1:

IL-15Ra

Réponse cellulaire Réponse cellulaire

Trans-présentation

IL-15Ra

Réponse cellulaire

Figure 1.4 : Représentation schématique des récepteurs a 1’IL-7 et 15.
A gauche, schéma du récepteur IL-7 (en haut) et modélisation 3D de la cytokine avec 4 hélices o (A,
B, C et D) couplées au complexe récepteur (en bas). A droite schéma du récepteur IL-15. Il existe deux
voies de présentation de I'IL-15, une voie classique (en haut) et une voie indirecte ou dite par trans-
présentation (en bas). Ainsi, I'IL-15 peut exercée ses effets méme sur des cellules qui n’expriment pas
toutes les composantes de son complexe recepteur.
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2. Sites de production de I’IL-7 et cellules IL-7Ra"

De nombreuses cellules produisent I'IL-7, les cellules thymiques ou intestinales
foetales, les cellules du stroma thymique, hépatique ou de la moelle, différentes cellules
épithéliales, différentes catégories de cellules dendritiques, le rein et méme le cerveau (pour
revue Fry and Mackall 2002). Cependant, la majorité de ces travaux est basée sur des
techniques d’amplification par RT-PCR des transcrits de I’IL-7. L’absence d’Ac anti-IL-7
murine n’autorise pas une caractérisation plus fine des cellules productrices d’IL-7. En
revanche, il existe des Ac anti-IL-7 humaine, qui permettent par ELISA de titrer la quantité
d’IL-7 dans le sérum de patients. Malgré le nombre important de types cellulaires produisant
I'IL-7, peut de données concernant la régulation de I’expression de cette interleukine sont
disponibles. De plus, in vivo les cellules qui fournissent I’IL-7 aux précurseurs lymphoides ou
au LyT ne sont pas identifiées, et le mode d’action local (paracrine) ou a distance (endocrine)

de I'IL-7 peut encore étre discuté.

Le geéne de I'IL-7 est localisé sur le chromosome 3 de la souris, il mesure 41 kb et
produit une protéine de 154 acides aminés et environ 18 kDa aprés modifications post-
traductionnelles (clivage du petide signal dans la région N-terminale et glycosylations). La
structure cristallographique de cette cytokine n’est pas encore disponible, par contre un
modele 3D basé sur la structure de I'IL-2 et IL-4 est déja décrit ( figure 1.4 et Kroemer,
Doughty et al. 1996). Le promoteur de I'[L-7 présente des caractéristiques non-
conventionnelles, en effet il ne posseéde pas de boite-TATA, par contre il possede un site de
fixation pour le FT E12 (Lupton, Gimpel et al. 1990). E12 appartient a une famille de FT
importants pour le développement lymphoide (pour revue Bain and Murre 1998). La région
du promoteur du gene de I’'IL-7 contient aussi un élément de réponse a I’interféron y (ISRE).
Ce qui explique pourquoi les kératinocytes traités a 1’interféron-y reprennent activement la

transcription de I'[L-7 (Ariizumi, Meng et al. 1995).

L’IL-7Ra est exprimée par les cellules hématopoiétiques et principalement les cellules
lymphoides. On retrouve des cellules IL-7Ra" au sein des précurseurs de LyB (jusqu’au stade
pré-BII) et LyT (jusqu’au stade DN3-4), puis au sein des cellules T naives et mémoires a des
niveaux d’expression différents (pour revue Fry and Mackall 2002). Il est important de noter
qu’on peut ne pas ou tres faiblement détecter I’expression de I'IL-7Ra par cytométrie en flux

sur certaines cellules comme les DN1, néanmoins ces cellules répondent spécifiquement a
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I’IL-7. Ceci témoigne d’une sensibilité certainement trés importante & 1’'IL-7 pour certains
types cellulaires. Il faut aussi souligner que quelques lignées de cellules tumorales non
hématopoiétiques expriment aussi I’IL-7Ra., pouvant suggérer que des signaux constitutifs via

ce récepteur pourraient favoriser la transformation cellulaire (Cosenza, Gorgun et al. 2002).

Le géne de I’IL-7Ra est localisé sur le chromosome 15 de la souris et mesure environ
22 kb. Il produit une protéine de 439 acides aminés et environ 50 kDa. Ce récepteur appartient
a la famille des récepteurs aux cytokines de type I. Le niveau d’expression de ce récepteur
semble étre controlé de maniere tres fine. La variation du niveau d’expression de I’IL-7Ra au
cours de la thymopoiese (DN IL-7Ro” — DP IL-7Ro — SP IL-7Ra’) est un bon exemple.
Cependant encore une fois trés peu de données concernant les mécanismes de régulation de
I’expression de I’IL-7Ro sont disponibles pour le moment. Néanmoins 1’étude du promoteur
du geéne de I'IL-7Ra, a montré qu’il portait un motif GGAA de fixation du FT PU.1. Ce FT
est important pour le développement des LyB, mais il est sans effet connu pour le
développement des LyT (DeKoter, Lee et al. 2002). Par contre ce méme motif est capable de
fixer aussi les FT GABPa et B (Xue, Bollenbacher et al. 2004). Ce sont ces FT qui semblent
régler la transcription de I’IL-7Ro dans les LyT. Le promoteur du géne de I’IL-7Ro contient
aussi une séquence non codante conservée (CNS-1) qui permet la fixation des récepteurs aux
glucocorticoides (GC) (Lee, Shibata et al. 2005). Ces hormones fixent leurs récepteurs (GR)
au niveau du cytosol, celui-ci peut alors gagner le noyau et activer la transcription de génes
spécifiques. Les GC activent la transcription de I'IL-7Ra au niveau des LyT. Le rdle de cette

boucle de régulation n’est pas encore élucidé.

Récemment, on a montré que I'IL-7 et les autres cytokines yc dépendantes pouvaient
aussi controler le niveau d’expression de I'IL.-7Ra (Xue, Kovanen et al. 2002; Park, Yu et al.
2004). Ceci a conduit a appuyer un modele « altruiste » du développement thymique
(Munitic, Williams et al. 2004). En effet les cellules ayant re¢u un signal de survie par I'IL-7
via le complexe IL-7Ra—yc arréteraient de fixer I’'IL-7 disponible dans I’environnement en
stoppant I’expression de I'IL-7Ra. Ainsi ces cellules autorisent les autres a fixer I'IL-7 a leur
tour. Ceci expliquerait pourquoi les cellules DP sont IL-7Ro et autorisent les cellules DN IL-
7Ro" a fixer I'IL-7 et a continuer de se développer. De la méme maniére, en périphérie, un
maximum de cellules LyT peut continuer de survivre en proliférant grace a ce « partage

altruiste » des ressources disponibles (Munitic, Williams et al. 2004; Park, Yu et al. 2004).
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Par ce mécanisme on peut expliquer pourquoi le nombre de clones T présents est toujours

important et comment le syst¢eme immunitaire préserve une diversité importante du répertoire.

3. Voie de signalisation médiée par le trio IL-7/IL-7Ra—yc

Récemment, 1’équipe de Scott Durum a débuté des travaux importants sur la
caractérisation biochimique des voies de signalisation médiées par I’'IL-7 apres fixation sur
son récepteur (Jiang, Li et al. 2004; Li, Jiang et al. 2004). Ces travaux ont été réalisés sur une
lignée murine de LyT dépendante de I'IL-7 et exprimant différentes formes mutées de 1’IL-
7Ra. L’effet de ces mutations a permis d’établir une carte des domaines d’interactions entre
la partie intracellulaire de I’IL-7Ro et les différentes kinases ou molécules adaptatrices du
cytosol. De plus, ces travaux ont mis a jour la complexité de cette voie de signalisation. En
effet, selon le domaine intracellulaire impliqué, les kinases recrutées ainsi que les effets
biologiques associés sont différents. On distingue 4 régions intracellulaires conservées au
niveau de la chaine IL-7Ra. La région S, riche en sérine, ne semble contrdler aucune activité
biologique, en effet sa mutation n’entraine pas 1’apparition d’un phénotype particulier in vitro.
La région A riche en acides aminés acides, fixe les kinases a tyrosine de la famille Src comme
par exemple p56Lck ou pS9Fyn. La région T contient 3 tyrosines conservées Y401, Y449 et
Y456. Enfin, il y’a la région box1 qui contient un domaine conservé sans motif structural
particulier et proche de la membrane. La tyrosine Y449 et la région box1 sont impliquées
dans le recrutement de la Phosphoinositide 3-Kinase (PI3-K), de la Janus Kinase 1 (Jakl),
I’interaction avec Jak3 portée par la chaine yc et le recrutement du FT activateur de la
transcription SA ou B (STATSA/B). Ce dernier sera activé apres phosphorylation, rejoindra le
noyau et activera la transcription de genes spécifiques impliqués dans la survie et la
prolifération des précurseurs de LyT ou des LyT. De maniere comparable aux animaux IL-77,
IL-7Ro” ou yc”, les animaux PI3-K”, JAK1”, JAK3” ou STATSA/B” présentent des

anomalies plus ou moins séveres du développement T et ou B (Cf tableau 1.2).
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Défaut d’homéostasie :
Molecule KO LyT LyB Autres

IL-2 Q o
L4 o] o 0
IL-7 Q o 0
L5 o o]
IL-15 o u] o]
IL-2R alpha (4] o
IL-2R beta (o] o o o] o]
IL-4R alpha o IL-13 4] Q 0
IL-TR alpha a TSLP o 0
IL-15R alpha 0 o o
IL-21R alpha (8] 0
gamma-c o o o ] ] ] ] ] ]
Jak1 o o o o o o Beaucoup Létale Létale Létale
Jak3 (v} o (v} o ul o o] 0 u]
STAT1 @ (mineur) | IFM gamma o
STAT3 O (mineur) O [mineur) | © (mineur) | @ {mineur) ] Beaucoup Létale Létale Létale
STATSA a a o o] O (mineur) | Beaucoup o
STATSB a a o ] O (mineur) | Beaucoup ] 4]
STATE o] IL-13 0 (mineur] o]

Tableau 1.2 : Principales cytokines yc-dépendantes impliquées dans 1’homéostasie des lymphocytes.
Les KO réalisés sur les cytokines, leurs récepteurs et les molécules de signalisation associés sont indiqués a
gauche. Les effets (O) sont indiqués a droite. Les molécules et effets concernant la voie IL-7 sont en rouges.
Adapté de Kovanen & Leonard 2004.

En conclusion, I’IL-7 initie des voies multiples de signalisation entrainant la survie ou
la prolifération des cellules IL-7Ra". Cependant, I’ensemble des molécules impliquées en
aval du récepteur et les cibles génétiques sont encore mal définis. Les figures 1.5 et 1.6,
reprennent les données actuelles concernant les voies de signalisation IL-7-dépendantes

impliquées dans la survie cellulaire ou la prolifération des LyT.

IL-7

O

IL-7Ra

(.i‘*

Y
0 T
élimination _ll &)\ pISMAPK
— :i £ 5 @

elimination PROLIFERATION élimination

Figure 1.5 : Voie de signalisation IL-7 dépendante impliquée dans la prolifération des LyT. D’apres Jiang
& al. 2004 et Li & al. 2004.
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Figure 1.6 : Voie de signalisation IL-7 dépendante impliquée dans la survie des LyT.
L’IL-7 active la transcription de geénes anti-apoptotiques (Bcl-2 et MCL-1) ou important pour le métabolisme
(Glut-1) et donc la survie des LyT. D’autre part, I'IL-7 favorise la dégradation de la protéine pro-apototique
BAD. Ceci conduit a une balance en faveur de la survie des LyT. D’apres Jiang & al. 2004 et Li & al. 2004.

4. Effets de ’IL-7 sur la différenciation thymique : de la survie au lignage

a. Les premiers résultats

Initialement, I'IL-7 a été€ décrite comme un facteur important pour le développement
des LyB, puis de la méme facon cette cytokine s’est avérée &tre cruciale pour le
développement des LyT (pour revue Fry and Mackall 2002). En effet, les animaux IL-77, IL-
7Ra” ou yc” présentent tous une lymphopénie B et T sévere (Cf tableau 1.2). On observe une
réduction >10 fois du nombre de LyT of3 ou LyB, et méme chez la souris une absence totale
de LyT 7d. La restauration presque normale de la thymopoiese et de la lymphopoi¢se B chez

les animaux IL-7"" surexprimant le gene anti-apoptotique Bcl-2 a conduit a proposer que 1'IL-
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7 est principalement un facteur de survie pour le développement des cellules lymphoides
(Maraskovsky, O'Reilly et al. 1997). Cependant, le développement des LyT yd n’est toujours
pas restauré indiquant que 1’IL-7 cache d’autres roles que la promotion de la survie cellulaire
et notamment pour le développement des LyT 3. Des analyses ultérieures sont venues
confirmer cette hypotheése. Dans le thymus, au sein des DN, le signal médié par I’'IL-7 et son
récepteur participe a 1’activité de recombinaison V(D)J au niveau des loci TCRB, TCRD et
TCRG. L’accessibilité des loci TCR est importante pour autoriser ou non le recrutement du
complexe de recombinaison, cette accessibilité dépend entre autre du niveau de méthylation
de ’ADN et d’acétylation des histones. Le signal conduit par I'IL-7Ro entraine une
déméthylation de ces loci et une hyperacétylation des histones qu’ils contiennent (pour revue
Muegge, Young et al. 2003). Comme I’IL-7 est cruciale pour le développement des LyT Yo,
on peut supposer que les DN requierent un signal via I’IL-7 pour favoriser les réarrangements
vy et/ou J et permettre le développement de LyT 3. Mis a part que le FT STATS5 est important
pour ces processus de réarrangements IL-7 dépendant, peu d’autres données sont disponibles

pour le moment.

b. Les résultats plus récents

L’ensemble de ces travaux a montré trés tot I’'importance de I'IL-7 dans la
thymopoiese. Agissant de maniere tres précoce sur le développement des LyT, I’étude de sa
participation sur les étapes plus tardives du développement LyT a été freinée. Des études plus
récentes et principalement celles conduites ces cinq dernieres années, ont pu caractériser

d’autres aspects de I'importance de I’IL-7 dans la différenciation thymique.

Différents types de progéniteurs lymphoides capables de générer des LyT et décrits au
niveau de la moelle osseuse, du sang ou encore du thymus sont CD44"CD25¢Kit" et IL-7Ro
flow (pour revue Pelayo, Welner et al. 2005). Bien que I’origine ou encore le potentiel de
différenciation de ces précurseurs ne soient pas encore clairs, le fait qu’ils expriment I’IL-7Ro
faiblement mais surtout qu’ils répondent a I'IL-7 pourrait signifier que certains signaux
médiés par I'[L-7 sont importants pour maintenir leur survie ou leur prolifération. Parmi les
cellules DN1, 5 types ont été caractérisés : DN1a, b, c, d et e (Porritt, Rumfelt et al. 2004). Ce

sont majoritairement les cellules DN1a et b qui s’engageront dans la lignée T. Ces précurseur

sont IL-7Ra®Y. On peut imaginer que dans un environnement comme le thymus qui produit
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de I'IL-7, I’expression de I'IL-7Ro par certaines cellules confére un avantage sélectif qui in
fine favorise la différenciation T. Des travaux menés in vitro sur des précurseurs de
thymocytes adultes corroborent cette hypothese. En effet, on sait que le systéme de culture de
différenciation de LyT a partir de précurseurs hématopoiétiques sur les cellules stromales
OP9-DLI1 nécessite de I'IL-7 (Schmitt and Zuniga-Pflucker 2002; Schmitt, Ciofani et al.
2004). D’ autre part, Balciunaite G. et al. ont montré avec des expériences de FTOC que I'[L-7
favorise 1I’engagement vers la lignée lymphoide et myéloide (macrophages) des cellules DN1
et DN2 transférées (Balciunaite, Ceredig et al. 2005). Cependant au dela du stade DN3, I'[L-7
limite I’engagement dans la lignée lymphoide, c’est I’expression du pré-TCR en concert avec
la voie de signalisation Notch qui participe a la différenciation terminale des DN et leur

passage vers le stade DP (Ciofani, Schmitt et al. 2004; Balciunaite, Ceredig et al. 2005).

Le niveau d’expression de I'IL-7Ra est tres variable au cours de la thymopoiese (Cf
figure 1.7). Les DN expriment ce récepteur jusqu’au stade DN3 principalement. Puis ce n’est
quaprés la transition DP—SP qu’on identifie 2 nouveau des cellules IL-7Ra". Cette
dynamique d’expression est capitale pour assurer la thymopoiese. En effet, il semblerait que
les cellules DN et DP entrent en compétition pour I'IL-7 disponible. Or les DP sont plus
nombreux et pourraient, en consommant a outrance 1’IL-7 disponible, affecter les capacités de
survie des DN (Munitic, Williams et al. 2004). A terme, ceci conduirait a stopper la
thymopoiese en réduisant la maturation des DN et leur transition vers le stade DP. La
suppression de 1’expression de I’'IL-7Ra au niveau des cellules DP pourrait en quelque-sorte
étre « un acte altruiste » nécessaire pour maintenir la différenciation des LyT. Yu & al. ont
complété cet aspect finaliste en montrant que le maintien de I’expression des I'IL-7Ro au dela
du stade DN est néfaste (Yu, Erman et al. 2004). Il contribue a limiter I’expression de FT
particuliers : le facteur 1 des cellules T (TCF-1), le facteur 1 enhancer des lymphocytes (LEF-
1) et I'isoforme t du récepteur nucléaire orphelin Yy apparenté aux récepteurs nucléaires de
I’acide rétinoique (RORYt). Ces FT sont nécessaires a la survie des cellules DP et aux
réarrangements du locus TCRa. Par conséquent I’arrét de I’expression de I’IL-7Ra a la fin du

stade DN (a la transition DN4-ISP) est un pré-requis pour le passage DN—DP.
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Zone sous-capsulaire CORTEX JCM MEDULLA

Précurseur
hématopoiétique

Figure 1.7 : Expression de 1'IL-7 (en rouge) et cellules IL-7Ra" (niveau d’expression représenté en
jaune sur les cotés) au niveau du thymus. Les cellules rondes représentent les thymocytes en cours de
maturation et les cellules vertes représentent les cellules du stroma thymique qui synthétisent de 1I’IL-7.
(JCM pour jonction cortico-médullaire). Adapté de Munitic & al. 2004 et Yu & al. 2004.
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Enfin, I’IL-7 serait importante pour le lignage CD4/CDS et la prolifération des cellules SP
apres la sélection positive (Yu, Erman et al. 2003). Dans le « modele cinétique » du choix du
lignage, au niveau des cellules intermédiaires CD4*CD8"", I’expression de I'IL-7Ra est
importante. Les cellules qui s’engageront dans la voie CD4" sont plus nombreuses, et ne
dépendent pas de I'IL-7. En revanche, I’engagement dans la voie CD8" et la survie des SP
CDS8" nécessitent un signal dépendant de I'IL-7. Celui-ci permettra de stopper la transcription
des molécules CD4", d’activer 1’expression de Bcl-2 et de reprendre la transcription de la
molécule CD8a (Yu, Erman et al. 2003). Ceci nécessite vraisemblablement la fixation du FT
STATS phosphorylé au niveau de la région enhancer (E8m) du promoteur du gene
CD8a. (Sarafova, Erman et al. 2005). Il est clair que d’autres FT sont impliqués dans le choix
du lignage CD4/CD8, notamment c-Krox (ou Th-Pok) pour les CD4" et Runx3 pour les CD8"
(pour revue Bosselut 2004). Il reste encore a établir si I'IL-7 peut contréler leur expression ou
leur activité et comment. Apres sélection et engagement, les cellules SP CD4" ou CD8"
continuent a maturer dans le thymus et subissent 5-6 cycles de divisions. Cette division est
dépendante de I’'IL-7 produite par les cellules épithéliales du thymus et nécessite la ré-
expression de I’IL-7Ro par les thymocytes apres sélection positive (Hare, Jenkinson et al.
2000). Le role de cette expansion intrathymique plus fréquente dans les thymus des

nouveaux-nés n’est pas encore tres clair.

Nous pouvons donc dire que I’ensemble des travaux menés depuis la découverte de
I’'IL-7 montre que cette molécule est centrale dans le développement lymphoide. Cette
cytokine a des propriétés plé€iotropiques et intervient dans différentes étapes du développent
des LyT. Elle exerce des propriétés trophiques (survie et prolifération) mais aussi plus
complexes comme sa participation aux réarrangements V(D)J ou au lignage CD4/CDS. L’IL-
7 est produite dans bon nombre d’organes et en particulier dans les organes lymphoides
périphériques. Aussi, ces propriétés trophiques contribuent a maintenir I’homéostasie des LyT
périphériques. C’est ce que nous aborderons dans la partie suivante du manuscrit apres
quelques rappels sur la notion physiologique d’homéostasie, son application au systeme

immunitaire et les fagons de 1’étudier.
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Partie 4 : Homéostasie des populations lymphocytaires Tof3

1. Concept et définition

Le concept d’homéostasie peut étre attribué a Claude Bernard. Tres tot, il a suggéré
qu’un organisme possede un ou des mécanismes de contrdle de son équilibre interne malgré
les modifications de son environnement pour assurer sa survie. Ainsi par exemple, il existe un
contrdle strict de la température corporelle mettant en jeu des mécanismes physiologiques
bien décrits. Le terme « homéostasie » a été introduit plus tard par le physiologiste Walter
Cannon pour décrire la tendance d’un organisme a retourner a son état original suite a un
stress (pour revue Stockinger, Barthlott et al. 2004). Appliqué a un systéme ou organe le
terme d’homéostasie désignera les mécanismes internes de régulation propres a ce systéme ou
organe. La régulation de la taille ou du nombre de cellule d’'un organe est soumise a un
contrdle homéostatique. Aussi, dans le systtme immunitaire, des mécanismes homéostatiques
sont a 1’origine du contrdle du nombre de cellules qui le compose ou du retour a 1’équilibre

apres une perturbation.

En I’absence de stimulation antigénique, le compartiment lymphocytaire T
périphérique est stable chez 1’adulte. Toutefois cette population est loin d’étre statique, au
contraire elle est dynamique. Les cellules du syst¢tme immunitaire sont renouvelées en
permanence, environ 40% du compartiment des LyT naifs sont renouvelés apres 20 jours
(Tanchot, Rosado et al. 1997). L’état d’équilibre du compartiment lymphocytaire T est assuré
par une balance entre les processus de production des LyT (la thymopoiese et la prolifération
périphérique) et la destruction des LyT périphériques. Cet équilibre peut étre bouleversé de
maniere transitoire au cours d’une réponse immunitaire ou encore de maniere chronique

comme dans certaines pathologies (HIV ou lymphome).

L’homéostasie lymphocytaire s’applique a I’ensemble des populations lymphocytaires,
«naives » et « mémoires ». Elle est déterminée par des processus actifs qui contrélent pour
chaque sous-population présente en périphérie les apports et les pertes cellulaires. Dans ce
chapitre nous aborderons les techniques qui permettent d’étudier la dynamique des
populations lymphocytaires et ensuite, nous détaillerons les mécanismes qui assurent le

maintien des sous-populations de LyT.
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2. Techniques d’études de la dynamique des populations lymphocytaires T en

périphériques en I’absence de stimulation antigénique

Différents systemes expérimentaux ont été utilisés depuis environ trois décennies
pour évaluer la dynamique des populations lymphocytaires. Les techniques principalement
retrouvées dans la littérature ainsi que leurs avantages et inconvénients sont présentés et

discutés ci-dessous.

a. Méthode stathmocinetique

Ces méthodes sont basées sur le blocage de cellules en cycle. La vincristine par
exemple, permet de bloquer les cellules en métaphase. En injectant cette drogue in vivo, a
différents intervalles de temps, I’expérimentateur peut avoir acces au taux d’entrée en
métaphase dans une population en prolifération. Ceci correspond, dans un systeme a 1’état
d’équilibre, au taux de production cellulaire. Il est difficile d’évaluer la toxicité de la drogue
sur les cellules en interphase et la modification éventuelle de la survie des cellules bloquées

en métaphase.

b. Arrét de la division cellulaire

L’injection de drogue cytostatique, tel 1’hydroxyurée (HU), peut tuer de fagon
relativement spécifique les cellules en division. Dans le systétme immunitaire, les cellules
précurseurs sont affectées par ce traitement et la lymphopoiese est bloquée (pour revue
Freitas, Rocha et al. 1986). Si on considere que les cellules T périphériques ne se divisent pas
ou peu, elles ne ressentent aucune toxicité. Cette technique permet donc d’étudier la
persistance des cellules a la périphérie. On peut donc avoir une indication de leur capacité de
survie et leur demi-vie en absence de production centrale. Parmi les conséquences
indésirables de cette technique, on note une forte susceptibilité de 1’épithélium intestinal qui

contient des précurseurs avec un taux de renouvellement important.

Plus récemment, des souris transgéniques pour le gene de la thymidine kinase (TK) du
virus de I’herpes HSV-1, sous le contrdle des enhancers du promoteur CD4, ont été réalisées
(Bellier, Thomas-Vaslin et al. 2003). Chez ces animaux, 1’administration de Gancyclovir® tue

sélectivement les cellules T CD4" et CD8" qui expriment la TK et qui incorporent cet
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analogue de base au cours de la phase S du cycle cellulaire. Ce traitement bloque la
production centrale de cellules T en tuant les précurseurs lymphoides mais également les LyT

périphériques en division.

c. Incorporation de précurseurs de base de ’ADN

L’incorporation de nucléotides marqués tels que la thymidine marquée au tritium CyT)
ou la bromodeoxyuridine (BrdU), permet d’apprécier les taux de division cellulaire in vivo
(pour revue Asquith, Debacq et al. 2002). En effet, I’injection de ces analogues de base
permet de marquer spécifiquement les cellules en phase S. Les LyT et leur progénie peuvent
étre suivis et les taux d’accumulation ou de clairance des cellules marquées sont utilisés pour
apprécier I’activité de prolifération et les fractions respectives de cellules a courte et longue
durée de vie dans une population hétérogene. Cependant, cette technique ne permet pas de
discriminer les cellules périphériques au repos issues de précurseurs en division, des cellules
périphériques elles-mémes en division. De plus, la toxicité de ces molécules est un probleme

majeur, elle entraine des perturbations au sein du pool de nucléotides endogenes.

d. Dilution des TREC

Lors du réarrangement des chaines du TCR et en particulier pour le locus TCRA, des
cercles d’excision (TREC) sont générés. Ces épisomes non répliqués sont retrouvés de
maniere trés abondante dans les populations de RTE. Des techniques de PCR quantitatives ont
été utilisées pour quantifier les TREC au sein du thymus pour avoir une estimation de la
production thymique. Ces techniques peuvent aussi étre mises a profit pour quantifier les
TREC sur les populations de LyT périphériques. En comparaison aux RTE, les LyT
périphériques ont une faible fréquence de TREC et celle-ci diminue avec le temps. Ceci
témoigne bien d’une dynamique lymphocytaire périphérique (pour revue Hazenberg,

Verschuren et al. 2001).

e. Etude du cycle cellulaire des lymphocytes T

L’analyse de I’expression des genes du cycle cellulaire comme les cyclines D2/D3
spécifique de la phase G1 et la cycline E associée a la phase S, I’expression du marqueur Ki-

67 antigene nucléaire spécifique des cellules entrées en cycle cellulaire, ou encore le contenu
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cellulaire en ADN et ARN constituent d’autres moyens d’investigation de la fréquence de
division des LyT périphériques directement analysables par cytométrie. Ainsi, les LyT naifs
présentent une proportion moins importante de cellule en phase S et G2/M du cycle cellulaire
que les LyT mémoires (Veiga-Fernandes and Rocha 2004). Cependant ces techniques
surestiment certainement la fréquence de division cellulaire dans la mesure ou les cellules
entrées en cycle ou qui expriment ces antigénes ne se diviseront pas forcément. Mais c’est un

témoignage important de la dynamique des populations lymphocytaires périphériques.

f- Expérience de transfert cellulaire

L’existence de souches de souris syngeniques portant un marqueur allotypique distinct
permet de suivre des cellules issues d’un donneur avec un marqueur allotypique 1 dans un
receveur portant un marqueur allotypique 2. Les allotypes représentent différentes formes
alleliques engendrées par des mutations germinales stables portant sur des parties constantes
d’un gene. Les marqueurs allotypiques utilisés le plus souvent sont : CD44.1 ou CD44.2
(Pgp-1.1 ou Pgp-1.2) CD45.1 ou CD45.2 (Ly5.1 ou Ly5.2) ou encore CD90.1 ou CD90.2
(Thyl.1 ou Thy1.2). Ces allotypes sont a priori non immunogenes. La persistance de cellules
portant un marqueur allotypique permet d’évaluer la localisation, le nombre et la durée de vie
d’une population dans des receveurs portant un allotype distinct. Cependant, cette technique
ne permet pas de discriminer entre survie périphérique de cellules a longue durée de vie et
persistance de clonotypes par multiplication a la périphérie. Le nombre de cellules transférées
est limité par le volume injectable et ne peut en aucun cas &tre comparé a la production
physiologique. D’autre part, nous verrons que le devenir des cellules est dépendant du statut

du receveur (immunocompétent ou immunodéficient).

Les marquages 2 la “yT ou au BrdU ou encore le transfert de cellules avec un
marqueur allotypique particulier, ne permettent pas de suivre les divisions au niveau de
chaque cellule. Aussi, des fluorochromes comme le FITC, la PKH ou le CFSE ((Lyons and
Parish 1994)) sont maintenant utilisés pour suivre les divisions cellulaires. Ces colorants
s’intercalent dans la bicouche lipidique de la membrane cytoplasmique (FITC, PKH) ou fixent
les protéines cytoplasmiques par estérification (CFSE). Les marquages des cellules
s’effectuent en général ex vivo, mais des études sont & présent menées apres marquage in vivo
par injection directe du fluorochrome (Graziano, St-Pierre et al. 1998). En ce qui concerne les

cellules marquées au CESE, elles peuvent étre suivies in vivo pendant plusieurs semaines. Les
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activités biologiques et prolifératives des cellules ne semblent pas altérées par 1’incorporation
du fluorochrome. Le marquage semble étre stable sur les cellules, mais la possibilité d’un
transfert de cellules a cellules par contact doit étre prise en compte pour les études a long
terme. Enfin, les marquages trop intenses doivent étre évités, car ils aboutissent a une perte de

I’intégrité membranaire et & une mortalité cellulaire accrue.

g. Arrét ou limitation de la production centrale

La machinerie de recombinaison des genes du TCR et I’expression d’'un TCR a la
surface des thymocytes sont des facteurs cruciaux pour la thymopoiese. Aussi, nous avons vu
plus haut que la mutation des geénes impliqués dans la recombinaison ou encore dans le
complexe TCR entraine un blocage de la thymopoiese a des stades plus ou moins tardifs.
L’utilisation de souris déficientes pour ces molécules permet, a travers des expériences de
chimeres mixtes compétitives, de réduire le nombre de précurseurs thymiques capables de
générer des LyT en périphérie. Le contrdle homéostatique du nombre de cellules T
périphériques reflete un état d’équilibre du systeme dans lequel la taille des populations est
constante en condition physiologique (pour revue Tanchot, Rosado et al. 1997). Cela implique
que la production cellulaire compense la disparition de cellules périphériques. D’un point de
vue théorique, I’abrogation ou encore la limitation de la production thymique doit modifier les
propriétés des LyT. La critique majeure que 1’on peut donc faire aux expériences bloquant la
production médullaire est de modifier probablement de fagon artéfactuelle la durée de vie

et/ou peut-étre la nature des LyT périphériques.

3. Mise en évidence du controle homéostatique des lymphocytes T périphériques

Nous chercherons ici, a dresser un tableau des déterminants moléculaires et cellulaires
qui contrdlent I’homéostasie lymphocytaire T. L hétérogénéité des LyT a conduit a considérer
spécifiquement cette dynamique et son contrdle pour les différentes sous-populations de LyT.
Au sein des LyT, on distinguera les lymphocytes Tay CD4" ou CD8" naifs, les lymphocytes
Tof CD4" ou CD8" mémoires , les lymphocytes Toy CD4" régulateurs, les lymphocytes Tyd
et les lymphocytes NK—T. Nous nous intéresserons plus particulicrement aux lymphocytes

Top naifs, mémoires ou régulateurs. L’ensemble de ces sous-populations lymphocytaires est
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défini selon I’expression de marqueurs de surface (Cf tableau 1.3). Nous verrons que ces

populations ont un comportement dynamique distinct. Par ailleurs, nous préciserons les

différents mécanismes qui peuvent moduler cette dynamique.

Marqueur Molécule Fonction(s) LyT Naif LyT Treg
Mémoire
oy CD25 IL-2Ral Activation/Prolifération - - ++
S CD44 Protéoglycane | Activation/Adhésion + ++ ++
& CD45RB | Tyrosine PPase Activation +++ + +
ey CD62L L-Selectine Adhésion +++ + +
.-% CD69 C-lectine Co-stimulation - - -1+ (®
] CDI122 IL-2/15RB | Activation/Prolif./Survie - NEG) +
) CD127 IL-7Ra Activation/Prolif./Survie + + -1+
CD132 chaine yc Activation/Prolif./Survie + + +
Marqueur Molécule Fonction(s) LyT Naif LyT
Mémoire
N CD25 IL-2Ru Activation/Prolifération - -
2 CD44 Protéoglycane | Activation/Adhésion + ++
':-: CD45RB | Tyrosine PPase Activation - +
=4 CD62L L-Selectine Adhésion +H+ +
é CD69 C-lectine Co-stimulation - -
E CD122 IL-2/15Rp | Activation/Prolif./Survie + -1+ (®)
kS CD127 IL-7Ra. Activation/Prolif./Survie + +
CD132 chaine yc Activation/Prolif./Survie + ++

Tableau 1.3 : Propriétés phénotypiques des LyT CD4", CD8" de type naif, mémoire ou régulateur. Le niveau

d’expression des marqueurs est symbolisé par les +, le symbole * signifie qu’il existe deux populations
distinctes.

Plusieurs observations expérimentales datant d’une vingtaine d’années ont fait état
d’un régulation homéostatique du compartiment lymphocytaire T. Ces expériences sont
basées sur les effets de la thymectomie, de greffe de thymus ou encore du vieillissement sur le

compartiment de LyT périphériques.

¢ Les expériences menées par Miller ont montré qu’apres des thymectomies menées chez les
souris adultes, les animaux étaient capables de maintenir un compartiment lymphocytaire T
périphérique plusieurs mois apres la chirurgie méme si celui-ci présentait une petite réduction
de sa taille (Miller 1979). Les thymectomies réalisées juste apres la naissance (avant jour 3)

induisent un déficit lymphocytaire T important mais aussi le développement de pathologies
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auto-immunes (Itoh, Takahashi et al. 1999; Dujardin, Burlen-Defranoux et al. 2004). A
I’inverse, en complément aux travaux de Miller, la greffe de dizaines de thymus ne provoque
pas une augmentation conséquente du nombre de LyT périphériques (Metcalf 1960; Wallis,

Leuchars et al. 1979; Berzins, Godfrey et al. 1999).

¢ Au cours du vieillissement, le thymus subit une involution caractérisée par des
modifications histologiques avec baisse de la cellularité, par le remplacement des structures
corticales et médullaires par du tissu adipeux et il y’a aussi une baisse de la thymopoicse
(pour revue Aspinall and Andrew 2000). Ceci entraine une réduction significative de 1’export
thymique. Cependant le pool de LyT périphériques est efficacement maintenu sans doute par

des mécanismes d’expansion périphérique.

¢ Des expériences conduites ultérieurement ont permis d’expliquer ces observations. Les
pathologies auto-immunes observées apres thymectomie en période néonatale, ont été
expliquées plus tard par Shimon Sakaguchi, en montrant que des LyT CD4"CD25" générés
par le thymus n’avaient pas le temps de s’implanter en périphérie (Sakaguchi, Sakaguchi et al.
1995). Apres transferts adoptifs, cette population présentait la propriété de prévenir des
pathologies auto-immunes qui pouvaient étre développées. Plus tard, la caractérisation des
cellules CD4"CD25" a constitué les prémices de la biologie des cellules T régulatrices (Treg)
et la renaissance du concept de cellules T suppressives abandonné plus tdt (pour revue

Shevach 2002; Sakaguchi 2004).

¢ Les expériences menées sur des souris irradiées létalement et reconstituées avec de la
moelle osseuse contenant un mélange de précurseurs immunocompétents (moelle osseuse
sauvage) et incompétents (moelle osseuse TCRo") permettent de limiter la production
thymique et d’étudier les effets sur la population T périphérique (Almeida, Borghans et al.
2001). Ces expériences ont permis de démontrer qu'une réduction de la thymopoiese a
hauteur de 90% (chimeres reconstituées avec 90% de moelle osseuse TCRo™ et 10%
sauvage) n’affectait pas la taille de la population de LyT périphérique. Celle-ci reste
comparable a celle des souris contrdles (chimeres reconstituées avec 100% de moelle osseuse
sauvage). En dessous de cette proportion minimale de précurseurs immunocompétents, on

constate une baisse drastique du nombre de LyT périphériques mais aussi une modification

49



phénotypique importante des cellules T présentes. Les LyT présentent majoritairement un

phénotype activé (CD45RB").

Il apparait donc au vu de ces résultats que le thymus produit un nombre de LyT plus
important qu’il n’est nécessaire parce qu’un nombre stable de cellules T périphériques est
activement maintenu par des mécanismes homéostatiques dans des conditions ou la
production thymique est normale ou défectueuse. L’augmentation de la survie des cellules
périphériques et leur activité de prolifération (homéostatique ici) contribuent principalement a
maintenir 1’homéostasie lymphocytaire T. A partir des données de la littérature, nous
discuterons ici des facteurs principaux responsables de la survie et de la prolifération

homéostatique des LyT.

4. Déterminants moléculaires de I’homéostasie des LyT off

a. L’ interaction TCR/CMH est importante pour les LyT naifs

La survie et la prolifération homéostatique des cellules T CD4" et CD8" naives
dépendent de I’expression des molécules de CMH II et I respectivement. Ces molécules
exprimées dans le thymus sont responsables de la sélection positive des thymocytes et doivent
étre a nouveau présentent en périphérie pour assurer la survie et la prolifération des LyT
(Ernst, Lee et al. 1999; Goldrath and Bevan 1999; Viret, Wong et al. 1999). Les auteurs qui
ont observé cet effet parlent méme d’une « sélection positive périphérique » sur la base de la
reconnaissance des mémes complexes CMH-pAg qui sont responsables de la sélection
positive au niveau du thymus. En effet, le transfert de cellules T polyclonales ou
monoclonales (TCR-Tg restreint pour une classe de CMH particulier) dans des receveurs
lymphopéniques et déficients pour le CMH I ou II n’autorise pas la prolifération des
lymphocytes transférés. Les LyT disparaissent méme apres quelques jours. Considérant que
les interactions TCR/CMH sont indispensables a la survie des LyT en périphérie, des travaux
ont été entrepris pour évaluer le taux de demi-vie des lymphocytes en I’absence de TCR.
Ainsi, la délétion conditionnelle du géne de la chaine oo du TCR par un traitement a la
tétracycline provoque la disparition rapide de I’expression du TCRof a la surface des

thymocytes et lymphocytes T périphériques (Labrecque, Whitfield et al. 2001; Polic, Kunkel
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et al. 2001). L’absence d’expression du TCRo} conduit & un blocage de la différenciation au
stade DP et autorise 1’évaluation de la demi-vie des LyT périphériques. Ainsi, il a été montré
que la demi-vie des populations CD4" et CD8" était de 27 et 19 jours respectivement. Les
mémes conclusions avec des valeurs sensiblement identiques ont pu étre tirées avec des
expériences de transferts adoptifs dans des souris CMH” (Tanchot, Lemonnier et al. 1997,

Murali-Krishna, Lau et al. 1999; Swain, Hu et al. 1999).

b. L’ interaction TCR/CMH est moins importante pour les LyT mémoires

1l est communément admis que les populations CD4*CD44™" et CD8*CD44™" sont
enrichies en LyT mémoires, les LyT naifs étant CD44™". De plus, il a été montré que la
dynamique des LyT en fonction de I’expression du marqueur CD44 présentait une dichotomie
claire (Tough and Sprent 1994). Les cellules T naives se divisent peu et présentent une
activité métabolique faible alors que les cellules T mémoires se divisent plus rapidement et
ont une activité métabolique plus forte. Cela impliquait tres tot que les cellules naives et

mémoires sont soumises a un contréle homéostatique différent.

Les facteurs qui régulent le maintien du compartiment de LyT mémoires semblent
donc étre moins astringents que pour les LyT naifs. En effet, dans le cas des cellules T
mémoires CD4" ou CD8" apres transfert adoptif dans des receveurs lymphopéniques et/ou
déficients pour le molécules de CMH I ou II, les cellules transférées ont la capacité de
persister mais se divisent pas ou peu (Tanchot, Lemonnier et al. 1997; Murali-Krishna, Lau et
al. 1999; Swain, Hu et al. 1999). On constate donc une réduction logique de leur nombre et on
peut supposer que seules certaines sous-populations de LyT mémoires sont ainsi préservées.
De maniere logique, il a été montré que la présence de 1’antigéne responsable de la sélection
positive de ces lymphocytes n’est pas nécessaire a leur maintien en périphérie. Il persiste
cependant une controverse quand a la nature des signaux qui maintiennent la survie des LyT
mémoires. D’autant plus que I’approche de délétion conditionnelle du TCR des LyT CD8"
mémoires conduit avec le temps a la disparition de cette population mais ceci n’est pas vérifié
pour les LyT CD4" mémoires. Cependant il faut noter que la fonctionnalité des cellules
mémoires peut étre modifiée en absence de contact TCR/CMH. Des travaux portant sur les
LyT CD4" mémoires ont montré que ces cellules avaient perdu leur capacité a répondre a leur
antigéne nominal in vivo et ne pouvaient plus monter une réponse immunitaire efficace

(Kassiotis, Garcia et al. 2002). Les interactions TCR/CMH ne sont donc peut étre pas
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nécessaires a I’homéostasie des cellules T mémoires mais elles semblent étre impliquées dans

le maintien de la fonction des LyT mémoires.

L’importance des interactions TCR/CMH souleve certaines questions. La nature des
cellules qui présentent le CMH, la nature de 1’antigene qui lui est associé et enfin son utilité
sont des sources d’interrogation. Des travaux récents ont apporté quelques éléments de
réponses a ces questions. In vitro, seules les cellules dendritiques sont capables de déclencher
la prolifération homéostatique, les autres cellules présentatrices du systtme immunitaire
(cellule B et monocyte/macrophage) n’ont pas cette capacité (Ge, Palliser et al. 2002). In vivo,
les travaux du groupe de Brocker ont validé les résultats précédents (Brocker 1997; Kirberg,
von Boehmer et al. 2001; Gruber and Brocker 2005). En effet, lorsque seules les cellules
dendritiques sont capables d’exprimer le CMH I, grice aux croisements de souris
transgéniques exprimant la chaine 32-m sous le promoteur CD11c avec des souris BZ—m" L la
prolifération homéostatique des LyT CD8" naifs et leur accumulation dans des receveurs
lymphopéniques apres transferts adoptifs sont possibles. Ces résultats semblent suggérer que
les cellules dendritiques soient suffisantes pour fournir un signal de survie et prolifération aux
lymphocytes T naifs. Néanmoins, la possibilité que d’autres cellules exprimant le CMH soit
importante pour entretenir la prolifération homéostatique des LyT (potentiellement toutes les
cellules de I’organisme) n’a pas été prise en compte, partant du fait que la prolifération
homéostatique a lieu dans les organes lymphoides, ce qui n’est pas pour I’heure clairement

établi.

c¢. Quelle est la nature du peptide présenté aux LyT naifs par le CMH ?

La nature des interactions TCR/CMH pour assurer I’homéostasie des LyT naifs
semble nécessiter une reconnaissance par le TCR de faible affinit¢ du complexe CMH associé
aux peptides du soi (CMH-pAg). Cependant, il n’y pas réellement un consensus sur I’idée que
les peptides impliqués dans la sélection positive soient les mémes que ceux qui assurent la
survie et la prolifération des LyT en périphérie. A partir d’expériences de transferts adoptifs
apres injection d’un peptide antagoniste issu de I’ovalbumine et connu pour soutenir la
sélection positive des LyT TCR-Tg OT-1, la prolifération homéostatique a lieu (Goldrath and
Bevan 1999). Au contraire, un peptide agoniste déclenche une activation caractérisée par une
dilution tres rapide du CFSE, des modifications phénotypiques et fonctionnelles des cellules

OT-1. Celles-ci passent de 1’état naif (CD44 CD25 CD49d CD62L"™) a I’état activé (CD44™

52



CD25" CD49d" CD62L") et présentent des propriétés cytotoxiques importantes. Des
conclusions similaires ont été obtenues pour les LyT CD4" apres transfert dans des souris H-
2M™ irradiées (Viret, Wong et al. 1999). Dans ce modele de receveur, la sous-unité o de
I’hétérodimere H-2Mof} est absente, or celle-ci est capitale pour le chargement de peptide
antigénique sur les molécules de CMH II. C’est pourquoi, les CPA expriment de maniere
quasi-unique le peptide CLIP chargé sur le CMH II de type I-A® (Riberdy, Newcomb et al.
1992; Sette, Ceman et al. 1992). Dans ces souris, les LyT polyclonaux CD4" transférés ne
proliferent pas. A I'inverse, les cellules CD4" issues de la souris H-2M” (donc sélectionnées
positivement sur la base de la reconnaissance du complexe I—Ab—pCLIP) proliferent, alors que
ces mémes cellules ne proliferent pas dans un receveur I-A"”. L’ensemble de ces travaux
permet de conclure que la persistance et le renouvellement périphérique des LyT sont
contrdlés par une reconnaissance spécifique des peptides du soi au niveau des organes

lymphoides.

L’hypothese attractive d’un syst¢tme de maintien d’un répertoire large de cellules T
naives sur la base de ce mode de contrdle de la prolifération homéostatique a été mise en
avant. Cependant, il semblerait a travers les travaux élégants développés par les groupes de
Charles Surh (Kieper, Troy et al. 2005) et Dennis Kasper (Mazmanian, Liu et al. 2005) que
certains antigenes du non soi puissent aussi alimenter les mécanismes de contrdle de la
prolifération homéostatique. En effet, les bactéries de la flore intestinale sont a 1’origine d’une
prolifération rapide des LyT CD4" et CD8' aprés transfert adoptif dans des souris
immunodéficientes. Cette prolifération importante et rapide n’est pas ou peu observée chez
des souris sauvages irradiées avant transfert ou encore chez des souris SCID (Severe
Combined ImmunoDeficiency) élevées en conditions d’absence totale de pathogeénes. Pour les
LyT CD4", il semblerait qu’un antigéne bactérien issu de b. fragilis, le PSA (PolySaccharide
A) soit reconnu et présenté au niveau des molécules de CMH II des cellules dendritiques du
tractus gastro-intestinal. Les DC sont alors activées, migrent au niveau des organes
lymphoides secondaires et entrainent une expansion des cellules T CD4" d’environ 50% de
maniere cytokine dépendante. Cependant, I’importance de ce phénomene n’est pas encore
clairement établi, et la nature des LyT CD4" qui se sont multipliés n’a pas été caractérisée.

Aucun mécanisme similaire n’a été rapporté pour les LyT CD8".
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Le fait que les interactions TCR/CMH ne soient pas requises dans le cas des cellules
mémoires implique que la reconnaissance de leur peptide n’est pas nécessaire. Ceci est peut
étre dii a une sensibilité plus importante a d’autres facteurs comme par exemple les cytokines,
pour assurer leur renouvellement et/ou leur maintien. D’autant plus que certaines chaines des
récepteurs membranaires aux cytokines sont exprimées spécifiquement ou de fagon plus
importante par les LyT mémoires (Cf tableau 1.3). C’est ce que nous aborderons dans la partie

suivante.

d. Les interleukines sont impliquées dans I’homéostasie des LyT o8

Les interleukines sont des cytokines, une catégorie de facteurs protéiques solubles
induits par de trés nombreux stimuli et produits par de trés nombreux types cellulaires. Elles
permettent un dialogue entre les cellules, régulent les phénomenes de survie, prolifération,
différenciation, activation et mort des cellules du systtme immunitaire. Elles sont donc
naturellement importantes dans le déroulement d’une réponse inflammatoire et immunitaire
mais aussi dans le contrdle homéostatique du systéme immunitaire. Une cytokine donnée agit
sur différentes cellules cibles, et son action ou sa production peuvent étre modulées par
d’autres cytokines. Les effets biologiques d’une cytokine peuvent varier selon la cible et sont
souvent multiples, tandis que plusieurs cytokines peuvent exercer le méme effet sur une cible
donnée. Ces deux propriétés, pléiotropie et redondance ainsi que le nombre tres €levé connu a

ce jour de ces molécules (> 100) géneérent un systéme d’interactions en réseau trés complexe.

L’explication des notions de pléiotropie et redondance et par conséquent la spécificité
de certains effets a été déplacée au niveau des récepteurs aux cytokines. En effet, ces
récepteurs sont composés de plusieurs sous-unités qui peuvent €tre partagées entre les
cytokines. Dans le systéme immunitaire, les LyT expriment de facon différentielle ou
partagent certaines chalnes réceptrices a une ou plusieurs cytokines. Les voies de signalisation
en aval de ces récepteurs commencent a étre décortiquées pour comprendre le ou les roles

d’une cytokine donnée.

Nous évoquerons dans cette sous-partie les cytokines impliquées dans I’homéostasie
lymphocytaire. C’est principalement I’interleukine-7 et -15 (IL-7 et IL-15) qui contrdlent la
survie et la prolifération homéostatique des LyT avec des effets caractéristiques selon les

sous-populations CD4" ou CDS8" naives et mémoires. Nous nous concentrerons donc
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principalement sur les roles de ces deux interleukines. Toutefois les effets de certaines autres
cytokines ont été décrits, mais leurs actions s’averent, a I’heure actuelle, moins importantes
(Cf tableau 1.2). De plus, il semblerait aussi qu’une nouvelle cytokine yc-dépendante avec une
activité sur la prolifération homéostatique des LyT existe, mais ne soit pas encore identifiée

(Kamimura, Ueda et al. 2004).

e Le cas des cellules naives : un mariage avec I’IL-7

Ce n’est que récemment qu’il a ét€ admis que la reconnaissance des complexes CMH-
pAg par les TCR n’était pas suffisante pour maintenir les LyT naifs périphériques en vie.
Différents constats expérimentaux ont conduit a identifier et caractériser I'IL-7 comme
cytokine majeure dans le controle de 1’homéostasie lymphocytaire des LyT naifs CD4" et
CDS8". En effet, aprés un transfert adoptif dans des souris IL-77, les LyT naifs disparaissent
apres 2 a 3 semaines malgré la persistance des contacts TCR/CMH (Schluns, Kieper et al.
2000; Tan, Dudl et al. 2001). La survie et la prolifération homéostatique des LyT naifs
nécessitent donc au moins deux signaux : I'un via le TCR par I’interaction TCR/CMH et
I’autre via I’IL-7R & condition que I’IL-7 soit produite ou du moins présente dans les organes
lymphoides. Ceci implique que I’excés de I'un voire de ces deux signaux entraine une
perturbation de I’homéostasie lymphocytaire. En effet, dans des systemes de transferts
adoptifs ol les souris receveuses sont lymphopéniques (Rag’/’, CD3”..)), I'IL-7 est
vraisemblablement produite en exces (Li, Huston et al. 2003). C’est pourquoi la prolifération
des LyT transférés est importante. Logiquement, lorsque le transfert est réalisé dans des souris
sauvage ol le nombre de lymphocytes présents est important et en équilibre, les LyT
transférés ne proliferent pas et on observe la méme chose lorsqu’on transfert un grand nombre
de LyT dans une souris lymphopénique (pour revue Stockinger, Barthlott et al. 2004).
L’hypotheése qui découle de ces résultats est que les LyT naifs sont en compétition pour une
ressource commune : I’'IL-7. Cette ressource est a 1’origine du contrdle de I’équilibre de la
population de LyT naifs dans un organisme. Des preuves supplémentaires sont venues étayer
cette hypothese. Par exemple, I’injection d’anticorps bloquant dirigés contre I'IL-7 ou la
chaine o de son récepteur n’autorise plus la prolifération homéostatique des LyT dans des
modeles de transferts adoptifs (pour revue Fry and Mackall 2002). D’autre part, la

caractérisation des différents modeles de souris IL-7 Tg montre bien des perturbations
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homéostatiques du compartiment LyT (El Kassar, Lucas et al. 2004). Dans chacun de ces
modeles, la différenciation thymique n’est pas ou tres peu affectée si bien que I’augmentation
drastique du nombre de LyT périphériques reflete une altération du contrdle homéostatique

périphérique des LyT.

Il est intéressant de noter que quelque soit le contexte expérimental, les cellules T
polyclonales naives CD8" proliferent plus que les CD4" in vitro ou in vivo apres transfert
adoptif malgré un niveau d’expression de I'IL-7R comparable entre les deux populations. Les
LyT CDS8" naifs pourraient donc avoir des propriét€s intrinséques plus propices a la
prolifération homéostatique, autorisant un seuil de détection plus faible du niveau d’IL-7
disponible. Des modifications de la signalisation en aval du récepteur a I’'IL-7 ou la synergie
des signaux entre le complexe TCR et I’'IL-7R pourraient étre a 1’origine de ce phénomene

mais ceci n’est pas encore établit.

e Le cas des cellules mémoire : adultére des LyT CD8" avec I’IL-15

La survie et la prolifération homéostatique des LyT mémoires semblent indépendantes
des contacts TCR/CMH. Par conséquent, I’homéostasie du compartiment lymphocytaire T
mémoire doit étre principalement sous le controle des cytokines. Cela nécessite que les LyT
mémoires expriment les récepteurs de ces cytokines. C’est en effet une des propriétés
phénotypiques des LyT mémoires (Cf tableau 1.3). Il est communément admis que les
populations CD4*CD44™e" ot CD8*CD44™¢" sont enrichies en LyT mémoires (Tough and
Sprent 1994), or parmi ces cellules une large proportion exprime de maniere constitutive les
chaines du récepteur a I'IL-7 (IL-7Ra et yc) pour les cellules CD4" et celles du récepteur a
I'[L-15 (IL-15Ro, IL-2/15RB et yc) pour les cellules CD8" (Tan, Ernst et al. 2002).
L’ importance de 1’'IL-15 pour I’homéostasie des LyT CD8" mémoires a ét€ décrite la premicre
et récemment le role de 1'[L-7 pour I’homéostasie des LyT CD4" mémoires a aussi ét€
documenté (Zhang, Sun et al. 1998; Kaech, Tan et al. 2003; Kondrack, Harbertson et al. 2003;
Li, Huston et al. 2003; Seddon, Tomlinson et al. 2003; Lenz, Kurz et al. 2004).
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7] Les cellules CD4*CD44ig"

Initialement, le role de I’IL-7 ou plus généralement celui des cytokines signalant par la
chaine Yyc ne semblait pas important pour 1’homéostasie des cellules T mémoires
contrairement aux cellules T naives. En effet, les LyT TCR—Tg.yc'/' sont capables de proliférer
et de se maintenir apres transfert adoptif (Lantz, Grandjean et al. 2000). De plus, le transfert
de LyT polyclonaux CD4*CD44"¢" dans des receveurs lymphopéniques IL-7" ou IL-15"
autorise leur prolifération. Ceci semblait assez surprenant sachant que ces cellules expriment
I'IL-7Ra et IL-2/15R (Tan, Ernst et al. 2002). Une des critiques qui a été faite a ces études,
est que les LyT CD4*CD44™" présentant une forte activité de prolifération ne représentaient
pas forcément les LyT mémoires retrouvés dans une souris non manipulée, c’est a dire ceux
qui ont été en contact avec un antigéne du non-soi et qui sont capables de répondre plus
rapidement aprés une nouvelle stimulation par cet antigéne. Aussi, des travaux plus récents
utilisant des approches différentes ont pu démontrer I'importance de I'IL-7 dans
I’homéostasie des LyT CD4" mémoires principalement a travers la régulation de leur survie
(Kondrack, Harbertson et al. 2003; Li, Huston et al. 2003). En effet, les LyT CD4" mémoires
générés apres immunisation des souris TCR-Tg OT-II avec de I’ovalbumine nécessitent 1’IL-7
pour se maintenir apres transfert adoptif dans un receveur immunodéficient. Les auteurs de
ces travaux montrent aussi que l’injection d’un anticorps anti-IL-7Rot provoque une
disparition rapide des ces LyT CD4*CD44™" OT-II. Les mémes conclusions ont été tirées 2
travers d’autres études qui révelent en plus que I’IL-7 contrdle la survie et la prolifération
basale de LyT CD4" mémoires monoclonaux ou polyclonaux et méme lorsque la voie de
signalisation en aval du TCR est abolie de maniere inductible (Seddon and Zamoyska 2002;

Seddon, Tomlinson et al. 2003).

Malgré ces résultats, de nombreux points sont encore a éclaircir. Il semble que la
définition méme des cellules mémoires d’un point de vue uniquement phénotypique semble
introduire un biais dans notre compréhension de ce qui régule la prolifération et la survie de
ce compartiment. D’autant plus que de nombreuses évidences témoignent aujourd’hui de
I’hétérogénéité de cette population (Kassiotis and Stockinger 2004) et que les cellules T
naives qui sont transférées dans des receveurs immunodéficients adoptent aussi tres
rapidement un phénotype mémoire (pour revue Ge, Hu et al. 2002). Aussi, ces deux éléments

peuvent biaiser de maniere artéfactuelle I’interprétation des résultats obtenus.
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7] Les cellules CD8*CD44ie"

Tres tot il a ét€ suggéré que I'IL-15 régulait ’homéostasie des LyT CD8" mémoires.
Ceci principalement a travers les travaux du groupe de Jonathan Sprent, qui ont montré que
certains stimuli sur des CPA (immunisation de souris avec du poly I:C) provoquaient une
prolifération importante des LyT CD8'CD44" de maniere TCR indépendante (Tough, Sun et
al. 1997; Zhang, Sun et al. 1998). Ce phénomene était IFNy-dépendant parce qu’il n’était pas
possible de le reproduire apres immunisation de souris IFNY/ ". Mais in vitro, une stimulation
directe des LyT mémoires par I'IFNY, n’entraine pas leur expansion. Donc, le role de I'TFNy
n’est pas direct. Le terme « effet bystander » a été utilisé pour décrire ce phénomene. En fait,
une autre molécule semblait prendre le relais. Sachant que les LyT mémoires CD8" expriment
les composants du récepteur a I’IL-15 et que cette cytokine est exprimée par certaines CPA
apres une stimulation a I'I[FNy (Zhang, Sun et al. 1998). Cela faisait de I’IL-15 une candidate
idéale pour réguler I’homéostasie des cellules T mémoires CD8". Par la suite, les mémes
expériences conduites chez des souris IL-15" ont montré la disparition de I’effet bystander
alors que la stimulation directe in vitro de cellules T par I'IL-15 a révélé une réponse
proliférative préférentielle des LyT CD8" mémoires et pas naifs (Judge, Zhang et al. 2002).
Les mé&mes conclusions ont pu étre tirées in vivo. Les souris IL-15" présentent une réduction
sélective de la population CD8*CD44™¢" De maniére analogue, cette population disparait de
facon sélective avec le temps suite a un transfert adoptif chez une souris lymphopénique IL-
157 . 1l est intéressant de noter qu’au sein des LyT CD8*CD44" environ 70% sont IL2/15RB*
et c’est cette population uniquement qui répond a I'IL-15. A [linverse, la population
CD8*CD44™¢ .2/ 15RB” semble réagir a des contrdles IL-15—indépendants. Cette population
devient méme majoritaire et persiste chez les souris IL-15" apres transfert adoptif (Judge,

Zhang et al. 2002; Tan, Ernst et al. 2002).

Comme les cellules CD8'CD44" expriment aussi la chaine o du récepteur a I'IL-7
(Tan, Ernst et al. 2002), il est 1égitime de penser que 1’IL-7 peut aussi controler ’homéostasie
des LyT CD8" mémoires de maniere soit synergique ou redondante avec I'IL-15. La
production d’IL-7 étant 2 priori normale chez les animaux IL-157", et ces animaux présentant
une réduction drastique des LyT mémoires CD8", le role de I’IL-7 a été mis de coté un certain
temps. Cependant, il est possible d’imaginer que le taux d’IL-7 nécessaire pour assurer la

survie et la prolifération des LyT CD8" mémoires soit plus important que pour les cellules
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naives. Cette hypothese a pu étre validée par le croisement des animaux IL-15" avec les
animaux IL-7 Tg (Kieper, Tan et al. 2002). Dans cette situation ou I'IL-7 est exprimée en
exces, la population mémoire CD8" est restaurée 2 un niveau normal malgré 1’absence de 1'IL-
15 que ce soit pour les cellules CD8*'CD44™e"  ep général ou les cellules
CD8+CD44™¢M 1 2/ 15RB" en particulier. La surproduction de 1'IL-7 permet donc d’assurer la
prolifération et la survie des LyT CD8" mémoires transférés dans des receveurs
lymphopéniques IL-15". A I’inverse, dans des receveurs IL-77.IL-15"" la prolifération et la

persistance des cellules CD8" mémoires transférées sont impossibles.

En conclusion, I’homéostasie des LyT CD8" mémoires est majoritairement dépendante
de la production d’IL-15. Cependant, d’autres facteurs et notamment des cytokines comme
I'IL-7 sont impliqués. Les niveaux d’expression nécessaires sont simplement différents. Le
contrdle de I’expression de ces cytokines, la localisation de leurs sites de production et leurs

concentrations locales sont slirement des parametres importants a considérer a I’avenir.

5. Déterminant cellulaire de I’homéostasie des LyTaf : contributions des Treg

a. Généralités sur les Treg

Les étapes de sélection thymique assurent la génération de LyT tolérants au soi. On
parle de mécanismes de tolérance centrale. Ils assurent I’élimination de la majorité des LyT
autoréactifs. Cependant, certains d’entres eux échappent aux processus de sélection et gagnent
la périphérie. La gestion de ces LyT autoréactifs est alors assurée par des mécanismes de
tolérance dits périphériques. Parmi les mécanismes de tolérance périphérique, on distingue les
mécanismes de tolérance dits intrinséques ou extrinseques. La délétion clonale ou encore
I’anergie des cellules autoréactives constituent des mécanismes intrinséques de tolérance
périphérique assurant I’élimination ou 1’absence de réponse des cellules autoréactives (pour
revue Palmer 2003). Mais, ceci n’est pas suffisant. Il y’a dix ans une sous-population de LyT
CD4" présentant des propriétés de prévention contre les pathologies auto-immunes a été
identifiée (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). On parle de lymphocytes T régulateurs (Treg).
Ces Treg constituent le principal mécanisme de tolérance extrinseque. Les Treg sont générés

par le thymus sur la base d’une affinité plus importante aux Ag du soi a partir de cellules DP
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(pour revue Kronenberg and Rudensky 2005). Les Treg ne sont pas capables de synthétiser
I’'IL-2 mais expriment constitutivement la chaine o du récepteur a I'lL-2 (CD25 ou IL-2Ra),
ainsi que d’autres marqueurs phénotypiques caractéristiques, (CD5"&" CD45RB"", GITR",
CTLA4"...) et surtout elles expriment spécifiquement le facteur de transcription FOXP3.
D’un point de vue fonctionnel, ces cellules sont anergiques et suppressives. En effet, elles ne
répondent pas aux stimuli d’activation in vitro bien qu’elles puissent proliférer in vivo, et in
vitro ou in vivo elles limitent la prolifération des autres LyT stimulés. La suppression est
dépendante de I’expression du FT FOXP3 par les Treg et du contact entre les Treg et les LyT

conventionnels (pour revue Sakaguchi 2004).
b. Homéostasie des Treg

Les Treg représentent environ 5-10% des LyT CD4". Cette proportion est trés stable
dans les organes lymphoides périphériques principaux (rate et ganglions lymphatiques).
Jusqu'a présent peu de travaux se sont intéressés a I’homéostasie de cette sous population de
LyT CD4". Leur faible nombre rend difficile les expériences de transferts adoptifs. Cependant
un ensemble de travaux récents permet de dresser un premier apergu des éléments de contrdle

de I’homéostasie des Treg.

¢ L’IL-2 est cruciale pour la prolifération et la survie périphérique des Treg mais pas pour
leur développement thymique. En effet les souris IL-27, génerent des Treg mais en nombre
réduit. En absence d’IL-2, les Treg ne sont pas maintenus en périphérie et ces souris
développent des pathologies auto-immunes en vieillissant (pour revue Malek 2003; Malek and
Bayer 2004). Les mémes résultats peuvent étre obtenus par injection d’Ac anti-IL-2 dans des
souris sauvages (Bayer, Yu et al. 2005; Setoguchi, Hori et al. 2005). In vivo, la source la plus
probable d’IL-2 serait les autres LyT. Les LyT synthétisent de I’IL-2 en grande quantité apres
activation mais aussi en plus faible quantité au cours de la prolifération homéostatique
(Curotto de Lafaille, Lino et al. 2004). On aurait en quelque sorte un syst¢eme coordonné entre
les LyT et les Treg pour autoriser, limiter ou stopper la prolifération lymphocytaire en
fonction de I’IL-2 disponible et ceci aussi bien au cours d’une réponse immune qu’au cours de

la prolifération homéostatique.
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¢ Les antigenes du soi ayant assuré la sélection et la génération des Treg au niveau du thymus
continuent de maintenir une sélection périphérique de ces cellules et de maniere beaucoup
plus stricte que pour les autres LyT (pour revue Cozzo, Lerman et al. 2005). Les souris TS1
sont des souris TCR-Tg (clonotype 6.5) spécifique du peptide S1 de I’hemagglutinine (HA)
du virus de I’influenza. Lorsque ces souris sont croisées avec des souris HA-Tg, on observe
une large proportion de thymocytes CD4"CD8CD25" ( >50% ) suggérant un biais dans la
fenétre de sélection de ces cellules qui résisteraient mieux a la sélection négative (Jordan,
Boesteanu et al. 2001; Apostolou, Sarukhan et al. 2002; van Santen, Benoist et al. 2004).
Lorsque les cellules 6.57CD25" sont transférées dans des souris lymphopéniques HA
contrairement aux LyT 6.57CD25, elles ne proliferent pas. En revanche, lorsque le transfert
est effectué dans des souris HA", les cellules 6.5"CD25" proliferent activement au méme titre
que les LyT 6.5"CD25". Ces expériences suggérent aussi que ¢’est majoritairement sur la base
de la reconnaissance d’antigene spécifique du soi que les Treg sont maintenus en périphérie
par prolifération homéostatique et pas nécessairement en fonction du niveau de cytokine

comme I'[L-7 ou I'IL-15 comme pour les autres LyT naifs ou mémoires.

c. Les Treg influencent I’homéostasie des LyT o3

Partant du fait que les Treg possédaient des propriétés de suppression aussi bien sur les
LyT CD4" que CD8" in vitro et in vivo, il était naturel de penser que ces cellules pouvaient
exercer un contrdle homéostatique sur les autres LyT. Le premier argument qui venait étayer
cette hypothese est le développement d’hyperplasies lymphocytaires dans les animaux IL-27"
ou IL-2Ro” (Mackall, Bare et al. 1996; Malek 2003; Malek and Bayer 2004). La
caractérisation de ces animaux a démontré 1’absence de Treg autorisant une prolifération
anarchique des clones de LyT autoréactifs entrainant 1’apparition de pathologies auto-
immunes. Enfin, pour démontrer définitivement que les Treg pouvaient exercer un controle
sur le compartiment de LyT CD4", des expériences de transferts adoptifs de LyT CD4"CD25
cotransférés ou non avec des Treg ont été réalisées (Annacker, Pimenta-Araujo et al. 2001;
Almeida, Legrand et al. 2002). Les résultats suggerent que in vivo, les Treg limitent
I’expansion des LyT CD4". Le mécanisme proposé semble dépendre d’une compétition pour
I’'IL-2 disponible. Les Treg auraient un avantage compétitif sur les autres LyT parce qu’ils
expriment constitutivement I'[L-2Rca.. Des travaux similaires ont montré que les Treg

controlaient aussi 1’expansion des LyT mémoires CD8" (Murakami, Sakamoto et al. 2002).
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Cependant, les conclusions de I’ensemble de ces travaux sont a prendre avec précautions. En
effet, les cellules sont manipulées avant transfert et mises en contact. On peut donc imaginer
que les Treg ont exercé un effet de suppression sur les autres LyT avant le transfert, limitant
ainsi leur capacité d’expansion. De plus, un tel mécanisme de suppression implique une
colocalisation des sous-populations de LyT et de Treg. Ceci n’est pas encore montré, et
certains travaux permettent d’envisager le contraire. En effet, les LyT CD4" et les Treg
présentent des profils d’expressions différentiels de récepteurs aux chemokines (Iellem,
Mariani et al. 2001) et des propriétés migratoires spécifiques (Iellem, Mariani et al. 2001;

Agenes, Bosco et al. 2005).

Penser que les différentes sous-populations de LyT peuvent entrer en compétition ou
interagir entre-elles pour contrdler I’homéostasie lymphocytaire est une hypothése assez
attractive. Cela fait intervenir un niveau de complexité supplémentaire qui rend les études un
peu plus dures a commenter, d’autant plus que pour beaucoup, les sous-populations sont
indépendantes et leurs contrdles homéostatiques sont régis par des « ressources » spécifiques
(pour revue Freitas and Rocha 2000). Ceci ne semble plus étre totalement vrai, I’'IL-7 contrdle

I’homéostasie des LyT et semble €tre importante pour toutes les sous-populations de LyT.

6. Peut-on encore parler d’homéostasie ???

Il est clair que la composition et la taille du compartiment lymphocytaire présentent
une certaine flexibilité. C’est une propriété qui complique significativement 1’étude de
I’homéostasie des LyT. Jusqu’a présent la majorité des études qui se sont penchées sur
I’homéostasie des LyT ou LyB ont eu recours aux modeles de transferts adoptifs dans des
receveurs lymphopéniques (apres irradiation ou ablation génétique). Ce type d’expérience
permet de suivre le comportement dynamique des lymphocytes transférés. Les LyT
proliferent en conditions lymphopéniques. On a pu mettre a jour la contribution de nombreux
parametres impliqués dans la prolifération homéostatique. Cependant, les LyT transférés se
différencient aussi, si bien qu’apres deux semaines 1’essentiel des cellules transférées adopte

un phénotype mémoire (pour revue Ge, Hu et al. 2002). Pour parler de prolifération
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homéostatique, il faut que les LyT proliférent, remplissent leur compartiment d’origine et
conservent leurs propriétés phénotypiques et fonctionnelles. Or ceci n’est pas sensu-stricto le

cas, et on préfere maintenant parler de prolifération induite par lymphopénie (PIL).

Initialement, d’aprés les travaux de Goldrath et Bevan, on pensait que cette
modification de phénotype était transitoire (Goldrath, Bogatzki et al. 2000). Les LyT naifs
transférés adoptent temporairement un phénotype mémoire avec des propriétés fonctionnelles
de LyT effecteurs (syntheése d’IFNYy et propriétés cytotoxiques pour les LyT CDS8") puis ils
retournent a leur phénotype naif lorsqu’un niveau normal de LyT est atteint. Finalement, cette
observation est fausse et la présence de lymphocytes naifs dépend de I’export de RTE a la
périphérie grice a la reprise de la thymopoiese. La reprise de la thymopoiese a lieu parce que
les suspensions de lymphocytes transférées contiennent toujours un petit nombre de
progéniteurs T qui colonisent le thymus et génerent de nouveaux lymphocytes naifs. La
colonisation du thymus est favorisée lorsque les receveurs sont irradiés (Tanchot, Le Campion

et al. 2002).

La majorité des conclusions apportées par les travaux de transferts adoptifs pourraient
donc étre remise en cause ou s’avérer étre irrelevante apres comparaison avec les situations
physiologiques ou I’amplitude de variation du nombre de LyT est bien moins importante.
Cependant de maniere assez rassurante des €tudes portant sur des souris néonatales ou les
organes lymphoides sont pratiquement vides en LyT ont montré qu’il y’a bien de la PIL (Min,
McHugh et al. 2003; Schuler, Hammerling et al. 2004; Min, Yamane et al. 2005). Au cours de
la prolifération, les LyT transférés ou les RTE subissent une modification de phénotype et ils
adoptent un phénotype mémoire. Les roles de I'IL-7 et de I'IL-15 ont méme été confirmés
dans ce systeme expérimental. Aussi, les systemes d’études de la prolifération homéostatique
a partir d’expériences de transferts adoptifs et qui analysent en fait de la PIL ne sont pas si

artificiels que cela.
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7. Conclusions et objectifs de I’étude

La population lymphocytaire T périphérique est donc une population en perpétuel
renouvellement. C’est pourquoi les lymphocytes sont capables de proliférer en absence de
stimulation antigénique, on parle de prolifération homéostatique. L’homéostasie
lymphocytaire s’applique a I’ensemble des sous-populations de lymphocytes. Chacune de ces
sous-populations répond a des processus actifs communs ou propres qui régulent les apports
ou les pertes cellulaires. Les apports périphériques dépendent (i) du taux de lymphocytes
nouvellement produits a partir des précurseurs thymiques, (ii) de leur capacité a migrer et
coloniser le compartiment périphérique et (iii) de I’activité de prolifération et des propriétés
de survie lymphocytaire au sein d’une population. L’ensemble des mécanismes qui régissent
I’homéostasie lymphocytaire ne sont pas encore élucidés. La survie, la mort, la migration ou
encore la prolifération constituent des déterminants importants de la dynamique
lymphocytaire. Ils s’appliquent & chaque sous-population. Toutefois, il est important de noter
que méme si les mécanismes qui contr6lent chacun de ces déterminants commencent a étre
assez bien caractérisés, leurs importances respectives et leurs roles globales pour régler

I’homéostasie lymphocytaire ne sont pas encore caractérisés.

A partir de la caractérisation des animaux IL-7 Tg réalisés en 1993 (Fisher, Burdet et
al. 1993), nous savions que I’'IL-7 agissait de maniere trés précoce sur le développement des
LyB, au niveau de la moelle osseuse et jusqu’au stade pré-B (Mertsching, Grawunder et al.
1996; Ceredig, Andersson et al. 1999). En revanche, aucun effet n’avait été observé sur les
thymocytes (Mertsching, Burdet et al. 1995). Depuis, les connaissances concernant le
développement thymique ont largement progressé et ont relancé la question du role de I'[L-7
dans la thymopoiese. Ceci nous a conduit a étudier la thymopoiese dans différents modeles de
souris et notamment dans les souris IL-7 Tg. D’autre part, 2 mon arrivée au laboratoire, les
effets de I'IL-7 et son mode d’action sur les LyB et LyT périphériques n’étaient pas claires et
commengaient a susciter un intérét assez important chez les immunologistes. C’est pourquoi,
nous avons réalisé différents modeles de souris lymphopéniques sur-exprimant ou non I’IL-7.
A partir de ces modeles expérimentaux nous avons disséqué les effets de I’augmentation de la
concentration en [L-7 disponible dans un organisme sur I’homéostasie des LyB et des LyT.

Ces travaux ont constitué 1’essentiel de mon travail de thése.
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Chapitre 2 : Reésultats
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Préambule :

Les résultats des expériences conduites au cours de ma these sont présentés dans ce

chapitre du manuscrit qui regroupe cinq articles.

¢ Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au développement précoce des
Ilymphocytes T. Pour cela, nous avons mis au point une technique plus fine d’analyse des
cellules DN au cours de la thymopoiese. Nous avons utilisé différentes souches de souris
présentant des défauts de différenciation (Rag-2"" ou pTar”) et nous les avons comparées aux
souris contrdles (C57BL/6). Cette analyse couplée a des marquages au BrdU, nous a permis
de distinguer de facon plus précise les cellules DN et d’étudier leur comportement dynamique
au cours de la différenciation. Par ailleurs, grace & un panel assez large de marquages, nous
avons caractérisé certains nouveaux aspects de la différenciation des LyT 3. Ces résultats
sont regroupés dans 1’article 1. Certains résultats non publiés concernant la thymopoiese chez

les souris IL-7 Tg sont associés en complément a ces travaux.

¢ Dans un second temps, au cours de ma these nous avons développé deux modeles de souris
déficientes en LyT et surexprimant I'IL-7. Ces deux modeles sont les souris Rag-2""IL-7 Tg
et les souris CD3e”".IL-7 Tg. Ces animaux, nous ont permis de réaliser des expériences de
transferts adoptifs de LyT polyclonaux ou monoclonaux. Ainsi, nous avons pu étudier le
comportement dynamique des LyT a court terme et & long terme dans un environnement
enrichi en IL-7. Nos résultats ont permis de démontrer qu’il y’a bien une compétition entre les
LyT pour une ressource limitée comme I’IL-7. En modifiant la quantité de cette ressource,
nous observons une perturbation du contréle homéostatique des LyT périphériques. Ces
résultats sont regroupés dans I’article 2. En complément a ces travaux, nous avons étudié
I’effet de la surexpression de I’'IL-7 sur le compartiment de LyB périphériques dans les souris
IL-7 Tg ou CD3e™ IL-7 Tg. Les résultats obtenus sont regroupés dans 1’article 3. Les aspects
communs et les différences dans le controle homéostatique des LyB et LyT feront 1’objet

d’une discussion dans le chapitre suivant.

¢ Dans un troisiéme temps, j’ai eu la chance de pouvoir conduire certains travaux en

parallele concernant la biologie des LyT CD4"CD25" ou lymphocytes T régulateurs (Treg).
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La question de la diversité du répertoire TCR était soulevée dans la littérature. Grace aux
techniques développées dans le laboratoire, nous avons pu étudier la diversité du répertoire
TCRo des LyT CD4'CD25 et des Treg (article 4). Ensuite, 2 partir d’expériences de
parabiose de souris, nous avons déterminé certains aspects originaux de la migration in vivo
des Treg (article S). Enfin, nous nous sommes penchés sur I’homéostasie des Treg en
conditions physiologiques ou lymphopéniques (résultats complémentaires). Les résultats les
plus pertinents sont présentés a la fin de ce chapitre et feront 1’objet d’un article qui est

actuellement en préparation.

68



Commentaires sur ’article 1

New insights into the proliferation and differentiation of early mouse thymocytes.

J. Laurent*, N. Bosco*, P.N. Marche, R. Ceredig.

* J.L. and N.B. contributed equally to this work.

International Immunology, 2004, 16(8), 1069-1080.

L’essentiel de ce travail a consisté a développer une nouvelle méthode d’analyse des
cellules DN du thymus. Cette méthode nous a permis de mieux différencier les sous-
populations de DN et d’établir un profil qualitatif et quantitatif plus détaillé que ceux décrits
jusque-la. D’autre part, nous avons pu mettre en évidence certains nouveaux aspects du
développement thymique. Au cours de cette étude, nous avons utilisé différents modeles de
souris sous le fond génétique C57BL/6 qui présentaient ou non des défauts de différenciation.
Les souris Rag-2"" présentent un blocage total de la différenciation thymique au stade DN3
(Shinkai, Rathbun et al. 1992). Les souris pToc’/’ présentent un blocage partiel au stade DN3-
DN4 et une réduction de la transition DN—DP. Ceci entraine une expansion relative du
compartiment DN et une réduction relative du compartiment DP (Fehling, Krotkova et al.
1995). Nous avons aussi utilisé un modele de souris présentant un thymus anormalement
developpé : les souris VT4. Les souris VT4 expriment le transgene antigene T du virus SV40
sous le contrdle du promoteur du géne humain de la vimentine (Vicart, Schwartz et al. 1994).
Enfin, ces expériences ont aussi été réalisées avec les souris IL-7 Tg (Fisher, Burdet et al.
1993). Ces animaux expriment un transgéne de I’IL-7 murine sous le promoteur Eoo du CMH
II murin (Cf figure 2.1). Jusque-1a, aucune anomalie n’a été identifiée dans I’architecture ou la

différenciation thymique de ces souris (Mertsching, Burdet et al. 1995).

La différenciation thymique est un processus extrémement régulé. En utilisant les
marqueurs CD25 (chaine o du récepteur de I’'IL-2) et CD44 (récepteur du hyaluronate), les
cellules DN sont subdivisées en 4 sous-populations (Cf Partie 2 du chapitre 1). Basé
uniquement sur l’expression de ces deux marqueurs, le nombre de DNI1 et DN4 est
fréquemment surestimé. Les DN2 ne sont pas clairement identifiables et les études des
propriétés phénotypiques et fonctionnelles des DN1 et DN2 peuvent étre biaisées (pour revue

Ceredig and Rolink 2002).
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Intron pB-glohine (lapin)
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ADNc de I'lL-7 murin
ARNm IL-7

Figure 2.1 : Carte schématique du plasmide pDOI-IL-7 construit (en haut) et du transgene résultant (en bas)
pour réaliser les souris IL-7Tg. Les primers qui permettent d’amplifier le transgene ou le transcrit IL-7 chez les

souris sont représentés. D’apres Fisher & al. 1993.
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Ceci s’explique principalement par [’existence de cellules thymiques contaminantes
n’appartenant pas a la lignée T mais exprimant a différents niveaux CD44. Souvent, on utilise
un cocktail d’anticorps monoclonaux (anti-CD4, anti-CDS, anti-NK1.1, anti-B220...) couplés
au méme fluorochrome pour exclure les cellules contaminantes, les DP et SP lors de I’analyse
de la distribution CD44 contre CD25 (Cf figure 2.2). Cependant, cette méthode présente
toujours le défaut de ne pas pouvoir clairement définir les DN2 et peut méme exclure certains
progéniteurs T du compartiment DN1 issus de la moelle osseuse et rejoignant le thymus,

comme les cellules CD4"°" (Wu, Scollay et al. 1991) ou B220" (Martin, Aifantis et al. 2003).

Notre méthode d’analyse est basée sur I'utilisation du marqueur c-kit (CD117) pour
définir et distinguer le mieux possible les progéniteurs précoces DN1 et DN2. L’utilisation
des marqueurs CD44 contre CD117, permet d’obtenir une forme particuliere en « poire ». Les
DN sont restreints a cette région. Apres une lyse au complément, la déplétion des cellules
CD4" et CD8" permet d’analyser plus finement les DN de cette région par cytométrie en flux
4-couleurs. La déplétion par lyse au complément permet de conserver les cellules DN CD4"°"
(Ceredig and Rolink 2002). A partir des marquages CD44/CD25/CD117, les cellules DN1 et

DN2 exprimant fortement CD117 sont clairement discriminées (Cf figure 2.2).

Notre analyse a permis de révéler que les DN1 sont aussi des cellules qui proliférent
(marquage BrdU), que leur nombre est souvent surestimé dans les souris Rag-2"", notamment
parce que ce compartiment CD44"CD25 recele beaucoup de cellules NK. En plus, nous avons
observé deux voies de transition DN3-DN4 chez les souris WT et pToc” ". Chez les souris WT,
la majorité des cellules qui quittent le compartiment DN3 sont CD3™ de type blaste et BrdU™"
(cellule en prolifération) cependant une petite partie d’entres-elles sont CD3" TCRY" avec une
petite taille et un marquage BrdU moins important. A I’inverse, chez les souris pToc'/', les
DN4 sont composés majoritairement de petites cellules CD3"TCRY". Ces résultats constituent
des arguments en faveur de I’existence d’une voie de génération des LyT Y0 au stade DN3-

DN4.
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Figure 2.2 : Méthodes d’analyses des thymocytes DN.

La méthode classique d’analyse par cytométrie en flux est présentée a gauche. La méthode de
préparation puis d’analyse des DN que nous avons utilisé est représentée a droite.

L’analyse des souris VT4 permet d’établir clairement que la taille des compartiments
DN, DP et SP du thymus n’est pas statique. Nous avons observé une hyperplasie thymique
affectant tout les compartiments de différenciation (cf figure 2.3). Les travaux de Nabarra B.
et al. (Nabarra, Martinon et al. 2002), ont aussi montré que 1’hyperplasie thymique observée
affecte tous les types cellulaires de thymocytes mais aussi les cellules épithéliales. En
vieillissant, leurs souris développent méme des carcinomes (transformation des cellules
épithéliales thymiques). Nous n’avons observé aucune hyperplasie au niveau des organes
lymphoides périphériques, et le phénotype des LyT est normal (Cf figure 2.3 et résultats non

publiés). Nabarra B. et al. (Nabarra, Martinon et al. 2002) ont montré qu’il y avait un défaut
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d’exportation thymique dans leur modele de souris. Le promoteur qui controle 1’expression de
I’Ag T de SV40 est différent, il s’agit du promoteur de la L-pyruvate kinase. Cependant, on
peut imaginer que le méme phénomene explique pourquoi nous ne constatons pas
d’anomalies de cellularité des LyT dans les souris VT4 adultes. Nous n’avons pas observé
non plus d’apparition de carcinome thymique chez les souris adultes. Cependant, au dela de 6-
8 semaines tous les animaux VT4 succombent pour des raisons non déterminées (résultats non
publiés). Aussi, cette durée de vie tres réduite pourrait ne pas laisser le temps nécessaire aux

développements de pathologies cancéreuses dans notre modele de souris VT4.

Controle VT4

Figure 2.3: Photographie des organes lymphoides principaux des souris
controles a gauche ou VT4 transgéniques a droite. La rate (R), le ganglion
lymphatique inguinal (G) et le thymus (T) sont photographiés.

Les résultats obtenus avec les animaux IL-7 Tg, n’ont pas révélé un effet de I’IL-7 sur
la différenciation thymique précoce ou tardive en comparaison avec les animaux WT. En
effet, I’architecture thymique, la cellularité, le comportement cinétique de I’incorporation du
BrdU dans les sous-populations de DN, DP et SP ne sont pas significativement différents
entre les souris témoins et IL.-7 Tg (résultats non publiés). Ceci est assez cohérent avec des
résultats obtenus in vitro par Balciunaite G. et al. (Balciunaite, Ceredig et al. 2005) qui
montrent qu’au dela du stade DN2, I'IL-7 n’exerce plus d’effet sur le développement de DN.
De maniere similaire, hormis une augmentation légere de la cellularité des compartiments
DN1-DN2, aucun phénotype particulier n’a été observé dans les souris Rag—2"'.IL—7 Tg,
CD3¢™IL-7 Tg, Rag-2".TCRP Tg.IL-7 Tg ou encore pTor”.IL-7 Tg ( Résultats non publiés
et Bosco, Agenes et al. 2005).
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Partant du constat que I'IL-7 agit sur la survie des précurseurs de LyT au niveau du
thymus par une activation de I’expression de Bcl-2 (Maraskovsky, O'Reilly et al. 1997;
O'Reilly, Harris et al. 1997), nous avons réalisé des marquages intracellulaires anti—Bcl-2 sur
les différentes populations de thymocytes. Nous n’avons pas observé d’augmentation du
niveau d’expression de Bcl-2 dans les différents compartiments de thymocytes en cours de
différenciation (Cf figures 2.4 et 2.5). En revanche, les LyT périphériques expriment un
niveau plus important de Bcl-2 dans les animaux IL-7 Tg, et plus particulierement les LyT
CDS8" (Cf figure 2.6). L’enrichissement en LyT mémoires CD8" dans les animaux IL-7 Tg est
probablement a I’origine de ce phénotype (Kieper, Tan et al. 2002).
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Figure 2.4 : Analyse du niveau d’expression intracellulaire de Bcl-2 dans les DN.

Les DN ont été purifiés d’apres la méthode présentée dans la figure 2.2. Aprés marquage et
fixation, le niveau d’expression de Bcl-2 dans les DN1 a 4 des souris controles et IL-7Tg a été
étudié par cytométrie en flux. A gauche, les dot plots CD25 contre CD44 et les fenétres
utilisées pour discriminer les DN sont présentés. Les chiffres en haut a droite des dot plots
correspondent aux % de chaque sous-population de DN. A droite, les histogrammes pour
chaque sous-population de DN représentent le niveau d’expression de Bcl-2 pour les souris
controles (en noir) ou IL-7Tg (en vert). Les histogrammes gris indiquent le niveau de bruit de
fond obtenu avec un anticorps isotype controle.
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Figure 2.5: Analyse du niveau
d’expression intracellulaire de Bcl-2
dans les thymocytes totaux. Apres
marquage et fixation, le niveau

d’expression de Bcl-2 dans les DN, DP
et SP des souris controles et IL-7Tg a été
étudié par cytométrie en flux. A gauche,
les dot plots CD4 contre CDS8 et les
fenétres utilisées pour discriminer les
sous-populations de thymocytes sont
présentés. Les chiffres en bas a droite
des dot plots correspondent aux % de
chaque sous-population de thymocyte. A
droite, les histogrammes pour chaque
sous-population représentent le niveau
d’expression de Bcl-2 pour les souris
controles (en noir) ou IL-7Tg (en vert).
Les histogrammes gris indiquent le
niveau de bruit de fond obtenu avec un
anticorps isotype controle.

Figure 2.6: Analyse du niveau
d’expression intracellulaire de Bcl-2
dans les splenocytes. Apres marquage et
fixation, le niveau d’expression de Bcl-2
dans les LyT CD4" et CD8" des souris
controles et IL-7Tg a été étudié par
cytométrie en flux. En haut, les dot plots
CD4 contre CDS et les fenétres utilisées
pour discriminer les LyT sont présentés.
Les chiffres dans les dot plots
correspondent aux % de chaque sous-
population de LyT. En bas, les
histogrammes pour chaque sous-
population de LyT représentent le niveau
d’expression de Bcl-2 pour les souris
contrdles (en noir) ou IL-7Tg (en vert).
Les histogrammes gris indiquent le
niveau de bruit de fond obtenu avec un
anticorps isotype controle.



Des résultats récents obtenus avec d’autres souches de souris IL-7 Tg (expression sous
le contrdle du promoteur du géne Ick, Ick-IL-7 Tg) démontrent que I'IL-7, a travers un effet
dose-dépendant, influence la thymopoiese surtout au stade DN et dans le passage DN—DP
(El Kassar, Lucas et al. 2004). Différentes hypotheses peuvent étre émises pour expliquer la
différence entre nos résultats et ceux de El Kassar N. et al. D’abord, on peut imaginer que le
niveau de production thymique de I’IL-7 dans nos souris soit beaucoup moins important et ne
peut stimuler la thymopoiese. Mais ceci est peu probable d’apres des expériences de RT-PCR
quantitative qui montrent que la production des transcrits de I'IL-7 dans les animaux
transgéniques est ~1000 fois supérieure a celle des animaux contrdles contre ~230 fois dans
les souris Ick-1L-7 Tg (résultats non publiés). Par contre, on peut imaginer que la localisation
des cellules qui produisent I’IL-7 est importante et qu’elle difféere entre ces deux modeles de
souris IL-7 Tg. Les travaux de El Kassar N. et al., soulignent que I’'IL-7 exerce un effet
paracrine. Dans ce modele de souris Ick-IL-7 Tg, ce sont les thymocytes eux-mémes (Ick™) qui
produisent et consomment 1’IL-7. Dans notre modele de souris IL-7 Tg, I'IL-7 est synthétisée
par les cellules CMH II", celles-ci sont principalement des cellules hématopoiétiques
localisées dans la médulla du thymus. Au niveau de la médulla, on retrouve majoritairement
les cellules SP. Dans notre modele de souris, I’absence de phénotype caractéristique au niveau
de la thymopoiese précoce (stade DN, localisation corticale) devient plus logique. Cependant,
il subsiste certaines questions concernant le role de I’'IL-7 dans la différenciation en LyT Y
ou encore le choix du lignage CD4" ou CD8". Nous n’avons malheureusement pas abordé ces

questions au cours de la période de ma these.
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Commentaires sur ’article 2

Effects of increasing IL-7 availability on lymphocytes during and after lymphopenia-
induced proliferation.
N. Bosco, F. Agenes, R. Ceredig.
The Journal of Immunology, 20058, 175(1), 162-170.

Apres les étapes de sélection et de maturation au niveau du thymus, les LyT matures
fraichement générés rejoignent la périphérie. Le compartiment périphérique de LyT est
soumis a une régulation homéostatique (Cf Chapitre 1, Partie 4). Les différentes sous-
populations de lymphocytes naifs et mémoires sont soumises a des reégles communes ou plus
spécifiques pour se maintenir en périphérie. Néanmoins, les signaux médiés par 1’'IL-7 sont
d’une importance capitale pour maintenir les LyT en périphérie et plus particulierement les

LyT naifs (Cf chapitre 1).

L’IL-7 agit sur la prolifération et la survie périphérique des LyT. Le modele le plus
probable pour expliquer le réle de I'IL-7 dans les mécanismes d’homéostasie lymphocytaire
était que son niveau de concentration contrdle la prolifération et la survie périphérique des
LyT. Dans une situation normale, la concentration de I'IL-7 est faible mais stable. Un
équilibre s’établit entre la production de la cytokine et sa consommation par les LyT résidants
dans les organes lymphoides. Par contre, dans une situation de lymphopénie, ce modele
voudrait que le niveau de I’'IL-7 soit plus élevé étant donné que les LyT sont absents ou moins
nombreux pour consommer I'IL-7 produite (Fry and Mackall 2001). Cette différence de
concentration serait percue comme un signal stimulant la prolifération homéostatique (ou la
PIL). Les contacts TCR/CMH-pAg constituent un premier signal et le niveau de concentration
de I'IL-7 agirait comme un second signal en synergie avec le premier pour influencer la
capacité de prolifération des LyT stimulés. Ce scénario était assez séduisant et expliquait la
majorité des résultats obtenus apres transfert adoptif dans des situations de lymphopénie ou
encore 1’expansion considérable des LyT dans les animaux IL-7 Tg et notamment les LyT
mémoires (Schluns, Kieper et al. 2000; Tan, Dudl et al. 2001; Kieper, Tan et al. 2002).

Cependant, il n’y avait pas de preuves expérimentales claires pour appuyer ce modele.
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Nous avons donc entrepris de tester cette hypothese. Pour cela nous avons généré des
animaux lymphopéniques surexprimant I’IL-7 par croisements successifs. Deux modeles ont
été réalisés, les souris Rag—2’/’.IL—7 Tg et les souris CD3e”IL-7 Tg. Les animaux CD3e”IL-
7 Tg présentaient 1’avantage de conserver une activité de lymphopoiese B absente dans les
animaux Rag-2".IL-7 Tg. La présence de cellule B (CMH II* chez la souris) entraine une
synthese d’IL-7 plus importante dans ces animaux comparés aux souris Rag-2"IL-7 Tg.
Auparavant, nous avions rapporté les effets caractéristiques de 1’exces d’IL-7 sur les LyB
immatures et matures. Ainsi, en étudiant les compartiments de LyB, nous pouvions aussi

affirmer que I’IL-7 produite en exces était fonctionnelle.

Les animaux CD3g” .IL-7 Tg" et CD3e™.IL-7 Tg (CD3e™) ont servi de receveurs
dans des expériences de transferts adoptifs. Ces expériences nous ont permis de caractériser
les effets de I’IL-7 & court terme et a plus long terme apres le transfert de LyT polyclonaux
naifs ou totaux, mais aussi de LyT TCR Tg (résultats non publiés). Nous avons effectivement
démontré que le niveau d’IL-7 contrdlait I’activité de prolifération mais aussi la survie des
LyT. Les effets de 1'IL-7 sont toutefois différents entre les LyT CD4" et CD8" en condition de
lymphopénie (a court terme apres le transfert adoptif) ou lorsque le compartiment de LyT a
atteint son niveau d’équilibre (>14jours apres transfert adoptif). L’IL-7 exerce un effet
stimulant les capacités de survie des LyT CD4" assez rapidement alors que son role dans
I’activité de prolifération est plus modeste. En revanche, pour les LyT CD8* I'IL-7 exerce un
effet plus important dans la stimulation des capacités de prolifération. L’IL-7 stimule aussi les
capacités de survie des LyT CD8" mais plus tardivement et de maniere plus importante que

pour les LyT CD4".
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Commentaires sur ’article 3

In interleukin-7-transgenic mice, increasing B lymphopoiesis increases follicular but not
marginal zone B cell numbers.
R. Ceredig, N. Bosco, P.N. Marche, J. Anderson, A. Rolink.
The European Journal of Immunology, 2003, 33(9), 2567-2576.

La moelle osseuse contient les précurseurs des LyB qui se différencient jusqu’au stade
de LyB immatures. Par analogie avec les LyT, les étapes de différenciation des LyB
dépendent des réarrangements de segments de génes codant pour le récepteur a 1’antigene
ainsi que d’interactions avec les antigénes du soi mais aussi les cellules stromales de la moelle
osseuse. Au niveau de la moelle, les précurseurs de LyB progressent du stade pro-B au stade
pré-B puis enfin générent des cellules B immatures exprimant un BCR fonctionnel (pour
revue Rolink, ten Boekel et al. 1999). Les cellules B immatures subissent une étape de
sélection négative qui élimine les cellules autoréactives. Les cellules survivant a cette étape de
sélection peuvent alors migrer vers les organes lymphoides périphériques notamment la rate et
achever leur différenciation en cellules B matures (Cf figure 2.7). Les LyB immatures qui
rejoignent la rate composent le compartiment des cellules B transitionnelles. On distingue 2
voire 3 populations de cellules B transitionnelles (T1, T2 et T3) en fonction des marqueurs

utilisés (Cf tableau 2.1 et Loder, Mutschler et al. 1999; Allman, Lindsley et al. 2001).

opulations de lymphocytes B matures de la rate

Refersnces T T2 T3 B folliculaire B Marginal
Coz1- CO21+/- CD21+/-

Allman & al. CDZ3- COZ3++ CD23++
403+ 403+ 403+ CO21+- CO21++
Ighd++ ght++ g+ CO23++ CD23+/-
CODZ1- CD21++ CO24+i- CD24++
CDZ3- COZ3++ 403- 403-

Loder & al. CO24++ CO24++ Ight+i- Ighd+
Ight++ ght++ lgC++ IgCi+i-
IgDi+- Ig0++

Localisation PALS Faolliculs Zone marginale

PALS:

zone pénartériclaire

Tableau 2.1 : Phénotype et localisation des populations de LyB transitionnels (T1 a T3),
folliculaires ou marginaux retrouvées dans la rate.
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Les cellules T2 ou T3 sont les plus matures et sont localisées dans les follicules
lymphoides ol elles subiront une étape de différenciation terminale pour générer des LyB
matures logés dans le follicule (dits de type folliculaire ou FB) B220* IgM"" IgD"¢" CD21*
CD23" ou régroupés dans la zone marginale du follicule (dits de type marginal ou MZB)
B220* IgM™" [gD'Y CD21* CD23"". Les FB représentent ~90% des LyB matures tandis que
les MZB ne représentent que moins de 10% des LyB matures. Les facteurs qui gouvernent la
différenciation en FB ou MZB a partir de cellules B transitionnelles ne sont pas complétement
€lucidés. De plus, aucun précurseur spécifique de chacune de ces populations n’a pu étre
identifié. Néanmoins, il semble que I’intensité des signaux via le BCR, ou encore les voies de
signalisation médiées par Notch, ou méme 1’IL-7 participent a ce choix de lignage (pour revue

Martin and Kearney 2002).

IgI.,‘_-fmgl'.
IgD"

Pro-B
CD19+-
CD25-

CD1 13‘ /B mature
D127+ ) Marginal
IsM- Pré-Bl B transitionne] ° cDl127-

oD \ b
CD25-
o EI[))IIJ‘-?;‘ ; B mature
TeM- Folliculaire
]Ei]‘ : CD127-
Pré-B2 / =
CD1o* : o
CD25* :
CDI11T- Rate
(:Dl:?_- ..----.--.----E.--..
Igh- B Immature & Bl marure : B mature
IeD- CD19 : cD12T ¢ & + CD127
CD25" : :
CD117 : :
CD127- - :

Moelle osseuse

~"Péritoinef | Ganglions

*
o

Foie Faetal

Figure 2.7 : Schéma de différenciation des LyB.
Ce schéma comprend le phénotype et la localisation associés aux étapes principales de la lymphopoiese B.
Chez I’adulte la lymphopoiese B commence dans la moelle osseuse et s’achéve principalement dans la
rate pour créer des cellules B2 de type folliculaire (FB) ou marginal (MZB). Les FB émigrent vers les
ganglions lymphatiques. Les cellules B1 retrouvées dans le péritoine sont initialement dérivées de
précurseurs du foie feetale puis de la rate. L’expression de I'IL-7Ro (CD127) au cours de la lymphopoiese
B est indiquée en rouge.

80



Il existe deux familles de LyB matures: les B-1 et les B-2. Les FB et MZB
appartiennent a la famille dite conventionnelle des B-2. Les B-1 sont des LyB beaucoup
moins nombreux et que 1’on retrouve dans la cavité péritonéale. Ils sont composés des cellules
B-1a majoritaires et CD5" et des cellules moins nombreuses les B-1b qui sont CD5". Les B-1
partagent certaines propriétés fonctionnelles avec les cellules B-2 de type MZB. Ils secretent
des IgM polyréactives, capables de reconnaitre un grand nombre d’Ag et éliminer les
pathogénes reconnus de maniere trés rapide sans faire intervenir une réponse immune
adaptative avec la participation des LyT : on parle de réponse immune T-indépendante.
Cependant, les MZB présentent la particularité d’€tre localisées a la périphérie des follicules

lymphoides, derriere une ceinture de macrophages marginaux MOMA™ (Cf figure 2.8).

Controle

Figure 2.8 : Analyse par microscopie confocale des follicules lymphoides de la rate chez les souris
controles (a gauche) ou IL-7Tg (a droite). Les cryosections de rate (5-7um) sont fixées puis
marquées avec un anti-Thyl™, un anti-B220° et un anti-MOMA"™. Les follicules lymphoides
sont situés dans la pulpe blanche de la rate, autour il y’a la pulpe rouge. La zone T apparait en vert
(LyT Thyl™), la zone B (LyB B220") apparait en bleu. Au sein de la zone B, les macrophages de la
zone marginale (MOMA") apparaissent en rouge, au-dela de cette ceinture de macrophages, les
LyB en bleu sont principalement des MZB. Dans les souris IL-7Tg, la zone B est trés réduite au
profit de la zone T tres largement répandue. On distingue a peine certains MZB.
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Les cellules FB sont regroupées dans les follicules a proximité des LyT. Cette
localisation favorise la communication LyT—LyB et permet de monter une réponse immune
T-dépendante. Celle-ci nécessite la différenciation des LyB activés en LyB mémoires dans les
centres germinatifs créés au sein des follicules. Lors d’une réponse immune T-dépendante, les
cellules FB activées produiront majoritairement des IgG de fortes affinités mais dans un délai
plus long (2 semaines) que pour la réponse immune T-indépendante (quelques heures) (pour

revue Martin and Kearney 2002).

L’analyse des animaux IL-77 (Carvalho, Mota-Santos et al. 2001), montre qu’une
activité résiduelle de lymphopoiese B persiste (~10% de la normale). Dans ces animaux, la
majorité des LyB générés sont de type MZB. Les auteurs de ces travaux ont alors suggéré que
I’IL-7 favorisait le développement et/ou le lignage en FB. D’autre part, les précurseurs des
MZB n’étant pas identifiés, certains travaux suggerent que les FB peuvent générer des MZB
(pour revue Martin and Kearney 2002). Les précurseurs de LyB expriment I'IL-7Ra jusqu’au
stade pré-B, alors que les LyB matures sont IL-7Ro (Cf figure 2.7). L’analyse des animaux
mutants pour la voie de signalisation IL-7 dépendante a permis de révéler les rdles de cette
cytokine dans la différenciation médullaire des LyB immatures. Les signaux délivrés par I'IL-
7 assurent la survie, la prolifération mais aussi le réarrangement de la chaine lourde des Ig
(Allman and Miller 2003; Allman, Srivastava et al. 2004). Néanmoins, personne ne s’était

penché sur les effets de la surexpression de I’IL-7 sur le compartiment des LyB matures.

Lors de notre étude sur le compartiment des LyB matures dans les animaux IL-7 Tg,
nous avons observé un défaut relatif du compartiment MZB. La proportion de MZB dans les
animaux IL-7 Tg était environ 20-30 fois inférieure a celle des animaux contrdles.
Néanmoins, le nombre de cellules MZB était comparable. A travers des analyses
phénotypiques et fonctionnelles, nous avons confirmé la nature, la localisation (Cf figure 2.8)
et les propriétés de ces cellules. Elles sont comparables entre les animaux contrdles et IL-7
Tg. L’IL-7 influence cependant I’homéostasie des différentes populations de LyB matures.
Nous avons cherché a expliquer ce phénomene. Des expériences de chimeres de moelles
osseuses et de cinétique d’incorporation de BrdU ont permis de compléter nos observations et
montrer que I’IL-7 influencgait la production des FB mais pas celle de MZB. L’ensemble de
ces résultats constitue un argument en faveur de I’indépendance des compartiments MZB et

FB. 1l suggere aussi que le phénotype obtenu dans les animaux IL-7" (Carvalho, Mota-Santos
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et al. 2001) est une conséquence indirecte de I’absence de lymphopoiese B, ne générant pas
suffisamment de LyB, le petit nombre mais aussi 1’essentiel des LyB obtenus sont des MZB

dont le développement et IL-7 indépendant.

L’augmentation du compartiment de cellules FB n’a pas eu d’effets sur le
compartiment de cellules MZB. Cependant, il est important de noter que I’éventualité que les
cellules FB puissent générer des cellules MZB, n’est pas totalement a exclure. Elle dépend
certainement des modeles expérimentaux utilisés. Par exemple, apres transferts adoptifs de
cellules FB dans des receveurs lymphopeniques, la majorité des cellules persistantes adopte le
phénotype MZB (résultats non publiés et Balciunaite, Ceredig et al. 2005). Par ailleurs, dans
des chimeres de moelles osseuses ou on limite la production de LyB, la majorité des LyB
produits adopte le phénotype des MZB (résultats soumis et Agenes and Freitas 1999; Agenes
2003). Contrairement aux LyT, lorsqu’on transfert un petit nombre de LyB (1-10.10% dans les
souris Rag—2'/ “ou Rag—2'/ “IL-7 Tg, ils proliferent de maniére comparable dans les deux types
de receveurs et se différencient en cellules MZB (phénotype et fonction similaires) mais leur
expansion est limitée. Si bien que 1’état de lymphopénie B persiste (résultats non publiés). La
génération prioritaire de LyB de type MZB en conditions lymphopéniques pourrait constituer
une barricre de défense de type innée, optimale pour 1’organisme méme dans des conditions
extrémes. C’est une hypothese assez finaliste qui est proposée mais qui mérite d’étre étudiée.

Nous reviendrons sur cette idée dans le chapitre suivant.

83



84



Commentaires sur P’article 4

Role of the T cell receptor alpha chain in the development and phenotype of naturally
arising CD4"CD25" T cells.
N. Bosco, H.C. Hung, N. Pasqual, E. Jouvin-Marche, P.N. Marche, N.R.J. Gascoigne, R.
Ceredig.

Molecular Immunology, 2006, in press.

Certains LyT CD4" générés au niveau du thymus expriment naturellement la chaine o
du récepteur a I'IL-2 (CD25), contrairement aux autres LyT CD4"CD25  ou CD8*CD25" qui
expriment le marqueur CD25 seulement apres activation (pour revue Shevach 2002). Les LyT
CD4"CD25" ou lymphocytes T-régulateurs (Treg) sont anergiques et suppressifs (pour revue
Shevach 2002; Sakaguchi 2004). Ils sont exportés a la périphérie et leur propriété de
suppression est importante pour limiter I’expansion de LyT autotréactifs et donc I’apparition
de pathologies auto-immunes. De nombreux travaux permettent de penser que le
développement et la fonction des Treg sont dépendants de la spécificité de leur TCR. Par
exemple, les Treg ne se développent pas dans des souris CD4" TCR Tg dans un fond Rag’/’
(Jordan, Boesteanu et al. 2001; Apostolou, Sarukhan et al. 2002; Hori, Carvalho et al. 2002;
Hori, Haury et al. 2002). On peut donc imaginer que seuls certains thymocytes CD4" en cours
de développement et exprimant un TCR d’une certaine spécificité peuvent générer des Treg.
On peut aussi émettre 1’hypotheése que les réarrangements endogenes et notamment les
réarrangements TCRa (pour qui ’exclusion allélique n’est pas stricte) soient importants pour
le développement des Treg (Hori, Haury et al. 2002). D’autre part, il semblerait que in vitro et
in vivo les propriétés de suppression des Treg nécessitent un contact via leur TCR (pour revue
Shevach 2002). Il y’a donc plusieurs données qui soulignent I’importance du TCR pour le
développement et la fonction des Treg. Cependant, il y avait peu de données concernant le

répertoire TCRo de ces cellules.

Nous avons donc entrepris en 2002 une analyse plus fine du répertoire des Treg,
principalement a partir d’une technique de PCR multiplexe développée au laboratoire (Cf
figure 2.9) (Mancini, Candeias et al. 2001; Pasqual, Gallagher et al. 2002). Ainsi, nous avons

pu établir un profil assez large des réarrangements ADV-AJ des chaines TCRa exprimées par
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les Treg et les autres LyT CD4". En combinant ces résultats a une analyse de cytométrie en
flux du répertoire TCRP, nous avons pu établir que le répertoire des Treg était aussi large que
celui des autres LyT CD4" dans une souris sauvage. De plus, I’analyse des souris TCRo("",
nous a permis de démontrer que le développement des Treg était indépendant de I’expression
de deux chaines TCRa.. Ces résultats s’avéreront €tre similaires et/ou complémentaires avec
ceux du groupe de Rudensky A.Y. menés sur des souris TCR Tg (Hsieh, Liang et al. 2004)
ou avec ceux du groupe de Riberdy J.M. menés sur des LyT humains (Kasow, Chen et al.

2004).

A. Couple de primers et sonde

AT segments

BE. Produits de réarrangements détectables et visualisation
Aprés Southern Blot.
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Figure 2.9 : Principe et méthodologie de la PCR multiplexe pour étudier les réarrangements ADV-AJ de la
chaine o du TCR. Des primers et des sondes spécifiques (A) ont été dessinés pour amplifier et visualiser
spécifiquement les produits de réarrangements possibles (B) entre un segment ADV et un segment AJ. Les
produits de réarrangements sont identifiés en fonction de leur taille apres southern blot. En (B) a droite les 4
pistes du Southern blot représentent les résultats caractéristiques obtenus avec 1’amplification des couples de
primers ADV2-AJ56, ADV2-AJ48, ADV2-AJ27 ou ADV2-AJ23.
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Commentaires sur P’article 5

Differential expression of regulator of G-protein signalling transcripts and in vivo
migration of CD4" naive and regulatory T cells.
F. Agenes, N. Bosco, L. Mascarell, S. Fritah, R. Ceredig.
Immunology, 2005, 115(2), 175-188.

La biologie des Treg constitue I’un des domaines des plus attractifs en immunologie
depuis les cinq dernieres années. Malgré le nombre impressionnant de publications
concernant cette population particuliere de LyT, de nombreuses questions basiques restent en
suspens (pour revue Shevach 2002). Apres avoir abordé la question du répertoire TCR de ces

cellules, nous nous sommes intéressés a leurs propriétés migratoires in vivo.

Les Treg ont été détectés dans différents organes lymphoides comme le thymus, les
ganglions lymphatiques, la rate, le sang ou encore le placenta pendant la grossesse (pour
revue Shevach 2002; Sakaguchi 2004). Leur propriété suppressive nécessite un contact
cellule-cellule avec les autres LyT (Thornton and Shevach 2000). Il est donc possible que leur
fonction soit principalement assurée au sein des organes lymphoides. D’un autre coté, chez
I’homme, les Treg ont été détectés dans de nombreux tissus périphériques ou sites
inflammatoires comme le liquide synovial de patients atteints d’arthrite rhumatoide (Cao,
Malmstrom et al. 2003), les tumeurs solides du poumon (Woo, Yeh et al. 2002) ou des ovaires
(Curiel, Coukos et al. 2004). Chez la souris, les Treg ont été détectés dans les 1ésions de la
peau qui suivent une infection au Leishmania (Belkaid, Piccirillo et al. 2002) ou encore les
intestins au cours de la colite (Mottet, Uhlig et al. 2003). De plus, certaines études ont montré
que le transfert adoptif de Treg pouvait limiter ou géner une réponse immune spécifique
(Suri-Payer, Amar et al. 1998; Mottet, Uhlig et al. 2003; Tang, Henriksen et al. 2004; Tarbell,
Yamazaki et al. 2004). A partir de ces données, nous avons imaginer que des propriétés de
localisation ou de migration différentielles entre les LyT conventionnels et les Treg pouvaient
expliquer pourquoi ces deux types cellulaires cohabitent sans pour autant « se marcher sur les

pieds » lors d’une réponse immune par exemple.
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Nous avons testé les propriétés migratoires des LyT CD4" naifs et des Treg. Pour cela,
nous avons réalisé des expériences de transwell puis des parabioses de souris (Cf figure 2.10).
Les résultats obtenus in vitro montrent que les Treg répondent différemment aux chemokines
quand on les compare aux LyT CD4" naifs. In vivo, nous avons constaté que les propriétés
migratoires des Treg sont fortement limitées. Ces cellules sont tres statiques. En revanche, les
LyT naifs ont la capacité de migrer en dehors des organes lymphoides en circulant par le sang.
Ceci s’est traduit par un chimérisme beaucoup plus important des LyT CD4" naifs entre les
deux parabionts dans la rate et les ganglions (~50% deés 14 jours) alors qu’il est beaucoup plus
faible pour les Treg (~5-10%). 1l était difficile de réaliser ces expériences sur d’autres organes
périphériques. Parce que, d’une part peu de Treg migrent, et d’autre part les Treg des tissus

périphériques ne sont pas encore tres bien caractérisés.

Figure 2.10 : Représentation schématique
d’une parabiose de souris. Les parabionts
sont joints par les flancs. On peut
discriminer facilement les cellules issues
de I'un ou l'autre des parabionts lorsque
ceux-ci portent un marqueur allotypique
distinct de type Ly5.1 et Ly5.2 par
exemple.

En complément a ces résultats, nous avons pu corréler I’activité de migration des LyT
au niveau d’expression de molécules régulatrices négatives (RGS) des signaux médiés par les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les récepteurs aux chémokines sont des RCPG
qui contrdlent les propriétés migratoires des LyB et des LyT (pour revue Moser, Wolf et al.
2004). 11 a déja été montré que la sur-expression de certaines RGS, limite la migration des
lymphocytes B (Moratz, Kang et al. 2000; Reif and Cyster 2000; Moratz, Harrison et al. 2004;
Moratz, Hayman et al. 2004). A partir d’expériences de RT-PCR quantitative nous avons
étudié le niveau d’expression de tous les membres de la famille des RGS. Nous avons observé

que le niveau des transcrits pour RGS-1, RGS-9 et RGS-16 est beaucoup plus important dans

les Treg que les LyT CD4"CD25". D’autre part, nous avons montré que la migration des LyT
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s’accompagne d’une baisse de I’expression de ces mémes RGS. Ces résultats nous permettent
de penser qu’il existe un mécanisme moléculaire dépendant des RCPG via les RGS pour
réguler les propriétés de migration des différentes populations de LyT et notamment celles des
Treg. L’absence d’ Ac dirigés contre les RGS-1, -9 ou -16 ne nous a pas permis de vérifier la
régulation du niveau d’expression de ces protéines. D’autre part, les souris RGS-17" (Moratz,
Hayman et al. 2004) n’ont pas révélé des perturbations dans les propriétés des LyT et les
souris déficientes pour RGS-9 et RGS-16 n’existent pas encore pour tester leur importance
dans les propriétés des LyT. Cependant, nous avons pu étudier les animaux RGS-27
(Oliveira-Dos-Santos, Matsumoto et al. 2000) et RGS-4"" (Grillet, Pattyn et al. 2005). Ces
animaux ne présentaient aucune anomalie ni au niveau de la différenciation B ou T, ni au
niveau du phénotype ou du nombre de lymphocytes B et T périphériques (résultats non
publiés). Néanmoins, on peut imaginer que des expériences basées sur la fonctionnalité des
LyT seraient plus intéressantes avec ces animaux. On peut aussi suspecter que les RGS
peuvent étre redondantes. C’est pourquoi, des croisements tels que RGS-2"RGS-4"

pourraient conduire a un phénotype plus intéressant.
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Résultats complémentaires

Number matters: Lymphopenia determines homeostatic expansion of regulatory T cells.

N. Bosco*, F. Agenés*, J. Laurent, A. Rolink, R. Ceredig.

* N.B. and F.A. contributed equally to this work.

A partir de chimeres mixtes de moelles osseuses avec des ratios différents de
précurseurs capables de générer des LyT (moelle osseuse sauvage) ou non (moelle osseuse
TCROL'/'), les travaux de Almeida & al. (Almeida, Borghans et al. 2001) ont évalué la
contribution de la production thymique sur la taille du compartiment de LyT périphériques.
Ces travaux ont montré que la production thymique était largement excédentaire, ainsi
lorsqu’on réduit la production thymique de 10 fois, on retrouvera un compartiment de LyT
périphériques normal. Ce sont les mécanismes de prolifération homéostatique en périphérie
qui interviennent principalement pour réguler la taille du compartiment de LyT périphériques.
En deca d’une réduction de 10 fois, on observe une lymphopénie T sévere parce que la

prolifération homéostatique ne suffit plus a compenser le déficit de production thymique.

Le pré-TCR exprimé au stade DN3 est composé d’une chaine TCR et de la chaine
pTo associées au complexe CD3. L’expression du pré-TCR constitue un point de contrdle
important pour assurer la transition entre les stades DN et DP. Les souris déficientes pour la
chaine pTa ont confirmé le réle du pré-TCR dans la thymopoiese : dans ces souris, on
observe un blocage massif de la différenciation au stade DN3 entrainant une forte réduction
de la cellularité thymique. Cependant, un petit nombre de thymocytes pTa est capable de
générer des cellules DP exprimant un TCRo3 et capables de se différencier vers le stade SP.
Des LyT matures sont ensuite exportés a la périphérie. Les souris pTo”™ ont largement été
utilisées pour étudier le role du pré-TCR dans la thymopoiese (pour revue von Boehmer
2005). En revanche, il n’y a aucune étude sur le compartiment de LyT périphériques de ces
souris. Dans ces animaux, la thymopoiese est largement réduite avec 10 a 20 fois moins de SP
que dans une souris sauvage. Assez logiquement, ces souris présentent une lymphopénie T
chronique. La lymphopénie T entraine souvent une rupture des mécanismes de tolérance et
I’apparition de pathologies auto-immunes (pour revue Theofilopoulos, Dummer et al. 2001;

Baccala and Theofilopoulos 2005; Marleau and Sarvetnick 2005). Les mécanismes a I’origine
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de la rupture de tolérance périphérique ne sont pas encore caractérisés. En ce qui concerne les
souris pToc” ", aucune anomalie n’a été rapportée ou identifiée. Les travaux témoignant du rdle
des cellules T régulatrices (Treg) sur le controle de la tolérance périphérique sont de plus en
plus nombreux depuis une dizaine d’années (pour revue Shevach 2002; Sakaguchi 2004).
Nous avons imaginé que les Treg pouvaient exercer un rdle crucial dans les situations de
lymphopénie T. Nous avons donc souhaité caractériser les populations de LyT périphériques
dans les souris pToc" ". Quels sont leurs phénotypes ? Leurs fonctions sont elles altérées ? Nous
nous sommes particulierement concentrés sur les cellules Treg. Les principaux résultats
obtenus sont présentés ci-dessous, les figures correspondantes sont regroupées a la fin de cette

section du chapitre de résultats.

Les animaux pTa'/ " présentent un blocage de la différenciation T

et une lymphopénie T périphérique.

Nous avons analysé les profils CD4 et CD8 dans le thymus, la rate et les ganglions des
animaux pToc’/’ et controles (Cf figure 2.11). Le blocage de la différenciation thymique dans
les animaux pToc'/' se traduit par une expansion relative des DN (~70% des thymocytes
totaux) comparé aux animaux controles (~1% des thymocytes totaux). Le blocage de la
différenciation dans les animaux pToc'/’ est partiel. En effet, on retrouve des DP et des SP,
mais aussi des LyT en périphérie. Cependant, le nombre de LyT périphériques CD4" et CD8"
est largement réduit (10 fois moins que la normale). La lymphopoiese B n’est pas affectée
dans les animaux pToc” " et logiquement le nombre et le phénotype des LyB est normal (Cf

figure 2.11 et résultats non montrés).

Le phénotype des LyT dans les souris pTo” est largement altéré.

Dans les chimeres de moelle osseuse réalisées par Almeida & al. (Almeida, Borghans
et al. 2001), lorsque les animaux étaient lymphopéniques, la majorité des LyT présentait un
phénotype «mémoire-activé» caractérisé par un niveau faible d’expression de CD45RB. Par
analogie, nous avons observé que la majorité des LyT CD4" et CD8" présentait un phénotype
«mémoire-activé» dans les animaux pTor”™ (Cf figure 2.12). Dans les souris contrdles, les LyT
sont majoritairement de type naifs (CD4" CD44"°Y CD45RB"®" CD69" CD127* ou CD8"
CD44"°" CD45RB"&" CD69” CD122°% Ly6C+/'). Contrairement aux souris contrdles, dans les
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souris pTa”™ les LyT sont de type « mémoire-activé » (CD4* CD44"¢" CD45RB"" CD69*"
CD127* ou CD8" CD44"¢" CD45RB™" CD69*" CD122* Ly6C""). Lors des expériences de
transferts adoptifs, les lymphocytes transférés proliferent et adoptent un phénotype «mémoire-
activé» (pour revue Ge, Hu et al. 2002). Cette conversion de phénotype est caractéristique des
cellules qui se multiplient au cours de la PIL (Prolifération Induite par la Lymphopénie) et
permet de recoloniser les compartiments lymphoides. Les souris pTo”™ présentent une
lymphopénie importante dii a un défaut de production thymique et une activité de
prolifération homéostatique importante en périphérie (résultats non montrés). Par conséquent,
la conversion de phénotype des LyT serait une conséquence logique de la PIL. De plus, nous
avons observé une plus importante proportion de lymphocytes CD4"CD25" (~20-30% des
LyT CD4") dans les souris pTa’” contrairement aux souris contrdles oll cette population est
plus minoritaire (~5-10% des LyT CD4"). Nous reviendrons la dessus plus loin (Cf figures
2.12 et 2.15).

Les propriétés fonctionnelles des LyT dans les souris pToc'/ “sont normales.

Plusieurs études ont suggéré que la conversion phénotypique LyT naif—mémoire-
activé au cours de la PIL, s’accompagne aussi de 1’acquisition de propriétés fonctionnelles
caractéristiques (Kieper and Jameson 1999; Goldrath, Bogatzki et al. 2000; Murali-Krishna
and Ahmed 2000). En effet, dans des situations de lymphopénie, les LyT présentent une
activité de synthese de cytokine, notamment I’IFNY plus importante. On parle méme de
cellules mimant les LyT mémoires. Nous avons pu vérifier cela par des expériences de
stimulation in vitro A la PHA. Ainsi, nous avons observé que les LyT des souris pTo’™ et
contrdles répondent normalement a une stimulation in vitro en modifiant leur phénotype
(augmentation de I’expression de CD25, CD44 et CD69) mais aussi en proliférant et en
synthétisant de IL-2, de I'IFNYy et du TNFo (Cf figure 2.13 et résultats non montrés).
Néanmoins, I’activité de synthése en IFNY et en TNFa est plus importante pour les LyT issus

des souris pTor” .

De nombreux travaux suggerent que dans des situations de lymphopénie, la réponse
immune est moins efficace. Ainsi par exemple, les travaux de La Gruta N. & al. (La Gruta,
Driel et al. 2000) ont observé une expansion oligoclonale des LyT périphériques apres

thymectomie. Ces « trous » dans le répertoire ont pour conséquence de limiter une réponse
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immune T-dépendante anti-HEL chez la souris. Le méme phénomene a été mis en évidence
chez I’homme. Le vieillissement entraine une réduction de la thymopoiese, qui a pour
conséquence une baisse de la diversité du répertoire des LyT et ceci peut étre a I’origine d’une
réduction de I’efficacité des réponses immunes T dépendantes (pour revue Linton and
Dorshkind 2004). Chez les souris thymectomisées en période néonatale, la réduction du
compartiment T est beaucoup plus 1égere (<50%) (La Gruta, Driel et al. 2000) que chez les
animaux pTo(/ (~90%) (Cf figure 2.11). Nous avons donc entrepris des expériences
d’immunisation T-dépendante dans les animaux pToc'/' et contrdles. De maniere assez
surprenante, nos résultats montrent que méme dans une situation ou seulement 10% du
compartiment de LyT périphérique est présent la réponse immune T-dépendante anti-OV A est
efficace (Cf figure 2.14). Elle se traduit par une augmentation du titre d’Ac anti-OVA et de
maniere similaire aux animaux contr6les. De plus, nous avons observé une génération
normale de centres germinatifs dans les follicules spléniques des animaux pTo”” ou contréles

Immunisés.

Les souris pToc'/ " sont enrichies en Treg.

De nombreuses études suggerent que la lymphopénie favorise 1’apparition de
pathologies auto-immunes. C’est ce qu’on observe apres thymectomies (pour revue Gleeson,
Toh et al. 1996) mais aussi dans certaines pathologies générant des situations de
lymphopénies chroniques comme le VIH (pour revue Zandman-Goddard and Shoenfeld
2002). King C. & al. (King, Ilic et al. 2004) ont apporté, voila peu, des explications
moléculaires a ce phénomene. Ces travaux se sont intéressés au développement du diabete
auto-immun dans le modele de souris NOD. Ces souris sont légérement lymphopéniques et
développent la pathologie aux alentours de 20-30 semaines. Cependant, si les souris NOD
sont immunisées ou injectées avec un grand nombre de LyT par transfert adoptif, elles ne
développent aucun signe de diabete. Ces résultats ont conduit les auteurs a suspecter que la
PIL favorise 1’expansion de LyT pathogenes auto-réactifs qui élimineront les cellules-3 du
pancréas. Le locus impliqué dans le développement du diabéte auto-immun porte les génes de
I'IL-2 et de I'IL-21 (Denny, Lord et al. 1997; Wicker 1997). En regle générale, la
prolifération homéostatique permet 1’expansion et la survie de I’ensemble des clones T avec
des cytokine comme I'IL-7. Chez les souris NOD, I'IL-21 permet une expansion

préférentielle de clone T auto-réactifs souvent IL-21R". King C. & al. montrent que 1'TL-21
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est surexprimée dans les souris NOD et favorise 1’expansion de LyT autoréactifs avec des
propriétés effectrices mais pas leur survie. Ces cellules vont initier la destruction des cellules

du pancréas-f et favoriser le développement du diabéte (King, Ilic et al. 2004).

Dans le cas des souris pToc'/', nous n’avons jamais observé de signes visibles de
pathologies auto-immunes et méme chez des souris dgées de plus de 1 an. Aucune mortalité
exagérée dans la colonie n’a été observée et des expériences d’EAE (Encéphalite Auto-
immune Expérimentale) menées sur des souris contrdles ou pToc'/’ n’ont pas révélé de
différences significatives entre les deux groupes dans 'incidence ou dans la gravité de la
pathologie (résultats non montrés). Néanmoins, ces souris présentaient la particularité d’avoir
une proportion plus élevée de LyT CD4'CD25" au niveau du thymus mais aussi dans les
organes lymphoides périphériques (Cf figure 2.15). Les LyT CD4"CD25" ou Treg ont été
décrits initialement comme une population de LyT a I’origine de la tolérance périphérique.
Nous avons donc cherché a caractériser les propriétés de ces cellules dans les animaux pToc” ~
Phénotypiquement, les cellules CD4"CD25" des souris pToc'/’ présentent toutes les
caractéristiques des Treg. De maniere comparable aux souris controles, les LyT CD4"CD25"
sont CD5M"CD45RBCD62L" " CD69""CD103"" et CTLA-4" (Résultats non montrés).
Présentant une lymphopénie T importante, les tests de suppression in vitro apres tri des
cellules T CD4"CD25" sont difficilement réalisables avec les souris pToc'/'. Cependant, il a été
montré que les Treg expriment spécifiquement le Facteur de Transcription (FT) FOXP3
(Fontenot, Gavin et al. 2003; Hori, Nomura et al. 2003; Khattri, Cox et al. 2003; Hori and
Sakaguchi 2004). De plus, la transduction rétrovirale de ce FT dans des LyT CD4" ou CD8"
est a ’origine de I’activité de suppression des LyT. Nous avons donc réalisé des marquages
contre ce FT dans des LyT CD4"CD25" issus des souris controles et pToc'/'. Indépendamment
de ’origine des LyT testés, les cellules CD4*CD25" du thymus ou de la rate sont FOXP3"* (Cf
figure 2.15). L’ensemble de ces résultats nous permet donc de penser que les LyT
CD4"CD25" des souris contrdles et pToc"’ sont similaires et présentent les propriétés

classiques de suppression des Treg.

La lymphopénie favorise le développement et la survie périphérique des Treg.

Le thymus et les organes lymphoides périphériques des souris pToc'/ " sont enrichis en

Treg. Nous nous sommes d’abord demandé si ce phénotype était une propriété intrinséque ou
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extrinseque aux LyT des souris pToc" . C’est pourquoi nous avons réalisé différentes
combinaisons de chimeres mixtes de moelles osseuses pour reconstituer des souris Rag—2’/’
irradiées (Cf figure 2.16). Comme attendu, deux a trois mois apres la greffe, les chimeres
réalisées avec 100% de la moelle provenant des souris WT ont un profil de différenciation
thymique normal et une augmentation claire de la cellularité du thymus. On retrouve aussi des
LyT CD4" et CD8" en grand nombre dans la rate. Parmi, les thymocytes CD4"CD8 et LyT
périphériques CD4" environ 1-2% et 5-10% respectivement sont CD4"CD25". Les chiméres
réalisées avec 100% de la moelle provenant des souris pToc'/ “ont un profil de différenciation
thymique altéré et une cellularité du thymus comparable aux animaux pToc" " non manipulés
(Résultats non montrés). Les résultats obtenus avec les chimeres mixtes 50% WT (Ly5.1) :
50% pTo” (Ly5.2) étaient plus surprenants. Nous avons observé une exclusion des
précurseurs issus de la moelle osseuse des souris pToc”’ générant peu de SP au profit des
précurseurs issus de la moelle osseuse WT produisant plus de SP. Ceci s’est traduit a la
périphérie par un nombre normal de LyT (comparable aux chiméres 100% WT) provenant
préférentiellement de la moelle osseuse WT (~95%) (Cf figure 2.17 et résultats non montrés).
A I’inverse, pour les LyB nous avons obtenu un chimérisme de 50%, correspondant au niveau
de chimérisme des précurseurs de LyB injectés. Cependant, dans les chimeres mixtes 50%
WT: 50% pTOL'/' ou le nombre de LyT total est comparable a une souris contréle non
manipulée, la proportion de CD4"CD25" au sein des LyT CD4" était de ~10% pour les LyT

WT ou pToc’/’ (Cf figure 2.17). Basé sur ces résultats, nous pouvons donc exclure un avantage

intrinseque des précurseur pTor” 2 générer des LyT CD4*CD25".

Ces résultats nous ont ensuite conduit a imaginer que le nombre de LyT périphériques
détermine leur phénotype et leur fonction. Dans une situation de lymphopénie, il y’a plus de
LyT « mémoire-activé » mais aussi plus de cellules Treg. A partir de chimeres mixtes de
moelles osseuses, Almeida & al. (Almeida, Borghans et al. 2001) ont montré que la variation
du nombre de progéniteurs capables de générer des LyT au niveau du thymus, a un effet sur le
nombre de LyT périphériques. Cependant, peu d’explications ont été fournies dans ce travail
pour comprendre comment le compartiment de LyT périphériques s’adapte a la réduction de
la production thymique. Les auteurs ont montré qu’il y’avait une stimulation de I’export
thymique de LyT matures dans les conditions de lymphopénies et ont émis 1’hypothese que la
prolifération et la survie périphérique des lymphocytes sont augmentées. En utilisant ce

systeme expérimental, nos expériences ont démontré que :
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¢ Moins le nombre de LyT périphériques est élevé plus le pourcentage de cellules en

prolifération (Ki-67") est important quelque soit la population de LyT (Cf figure 2.18).

¢ La lymphopénie n’entraine pas d’augmentation de la survie périphérique des LyT
(d’apres le niveau de Bcl-2 exprimé), au contraire, les cellules sont différenciées et une

proportion plus importante entre en apoptose (Annexine V') (Résultats non montrés).

¢ Enfin, nous avons pu observer que plus le nombre de LyT périphériques est réduit
plus la proportion de cellules CD4*CD25" est importante. Les cellules CD4"CD25" ont un
phénotype classique de Treg (Cf figure 2.19).

Dans les chimeres mixtes de moelles osseuses WT (Ly5.1): TCRao” (Ly5.2)
reconstituées avec 1-5% de moelle osseuse WT, nous reproduisons rigoureusement le
phénotype des souris pToc”’. La thymopoiese est tres réduite, peu de lymphocytes T sont
retrouvés en périphérie et 20-30% des lymphocytes T CD4" sont CD4"CD25". A I’heure
actuelle, nous cherchons a expliquer pourquoi il existe une génération/persistance
préférentielle des Treg dans les organes lymphoides périphériques des souris lymphopéniques
( chimeres ou pToc'/’). Il a été montré que le thymus n’est pas la seule source de cellules Treg
(pour revue Taams and Akbar 2005). Certains LyT CD4" périphériques sont capables de se
différencier en Treg. Des travaux récents ont montré que la PIL entraine une différenciation
de certains LyT CD4"CD25 en LyT anergiques et suppressifs CD4"CD25"(Curotto de
Lafaille, Lino et al. 2004). De plus, nous savons que I’IL-2 produite par les LyT au cours de la
PIL, favorise la survie périphérique des Treg (Taams, Smith et al. 2001; Bayer, Yu et al.
2005; Setoguchi, Hori et al. 2005). Dans les souris pTa”, nous imaginons qu’un tel
phénomene puisse expliquer I’accumulation de cellules Treg en périphérie. En effet, les souris
pToc'/ “contiennent aussi une proportion importante de lymphocytes T en prolifération comme
les cellules CD4"CD25"FOXP3™ (Cf figure 2.15). Ces LyT sont des lymphocytes T activés qui
produisent de I'IL-2 et qui pourraient entretenir la génération de Treg en périphérie. Par
contre ceci n’explique pas I’exces de cellules CD4"CD25" que nous observons au niveau du
thymus. Pour le moment nous favorisons 1’hypothése d’une recirculation importante des
lymphocytes T périphériques CD4"CD25" vers le thymus des souris pToc'/'. Des travaux sont

en cours pour tester différentes hypotheses concernant leur(s) origine(s).
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Pour conclure, nous pensons que le nombre de LyT périphériques conditionne leurs
natures et leurs fonctions. Nous proposons qu’il existe en quelque sorte un mécanisme
physiologique qui favorise mais aussi contrdle la sélection périphérique des cellules les plus
efficaces. Nous proposons un modele du type « less but the best ». Ainsi dans une situation
de lymphopénie la majorité des LyT ont un phénotype et des fonctions effectrices. Ceci
permet méme dans des conditions extrémes de maintenir un systeéme immunitaire moins
spécifique mais plus sensible. Dans ce modele, il serait assez normal de développer des
pathologies auto-immunes au moindre stress déclenchant un état immunodéprimé. Pour
réduire les inconvénients de ce genre de situation, il semblerait qu’il existe une certaine
plasticité du compartiment de LyT et notamment celui des Treg. Aussi, jusqu’a un tiers des
LyT CD4" peut adopter des propriétés régulatrices. Les mécanismes a 1’origine de cette
boucle de régulation ne sont pas encore clairs. Néanmoins, des évidences suggérant
I’existence de cette boucle de régulation du type « less but the best » existe déja. En effet,
I’étude de patients VIH" a montré a travers leurs numérations sanguines que la lymphopénie
induite par le virus a pour conséquence une augmentation de la proportion de Treg parmi les
LyT CD4" (Kinter, Hennessey et al. 2004; Weiss, Donkova-Petrini et al. 2004; Andersson,
Boasso et al. 2005). Les raisons a ce phénomene sont encore obscures. On peut imaginer que
les patients qui ont le plus de Treg parmi leur CD4" sont significativement moins sujets au
développement de pathologies auto-immunes souvent associées a la phase terminale du VIH.
Cette hypothese pourrait étre testée a travers une analyse statistique de corrélation entre

I’évolution de la pathologie et la numération sanguine des patients.
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Figure 2.11 : Thymopoigse et lymphopoigse chez les souris pTo”™ et controles (C57BL/6). Un
profil représentatif CD4 et CD8 dans le thymus, les ganglions et la rate est représenté en
(A).L’ontogénie et la cellularité en LyB et LyT d’un pool de ganglions (inguinaux, axillaires et

brachiaux) chez les souris pTOL'/ " et contrdles sont représentées en (B).n=3-7 animaux par point.
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Figure 2.12 : Analyse par cytométrie en flux 4 couleurs du phénotype des splénocytes CD4" ou CD8" des souris
contrdles ou pTOL'/'.
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Figure 2.13 : Niveau d’expression en cytokines des splenocytes CD4* ou CD8". Les splénocytes des souris
contrdles (en noir) ou pTa” (en blanc) ont été stimulé 4h en culture 2 la PHA. Apres fixation et marquage
intracellulaire le niveau d’expression en % de cellules positives ou en moyenne de fluorescence(MFI) sont
indiqués sur les histogrammes de gauche ou de droite respectivement.
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Figure 2.14: Evaluation de la réponse immune T-
dépendante chez les souris contrdles ou pT(x'/ ". (A) Apres une
premiére saignée, les souris ont été immunisées a JO avec
100pg i.v. de TNP-OVA. Un boost a été réalisé a J21 et les
souris ont €té a nouveau saignées a J28 (Boost +7). (B) Le
titre d’ Ac IgG ou IgM anti-TNP a été évalué par ELISA a JO
et J28. On observe une augmentation d’un facteur de 10 du
titre d’Ac spécifiques anti-TNP quelque soit les souris
immunisées. (C) Analyse par microscopie confocale des
follicules spléniques avant (& gauche) et apres (a droite)
immunisation. On note une réduction de la zone T dans les
souris pTor”™ , cependant les souris controles et pTo”™ sont
capables de générer des centres germinatifs (PNAIgM™) au
cours d’une réponse T -dépendante.
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Figure 2.16 : Représentation schématique des différentes combinaisons de
chimeres ou de chimeres mixtes de moelles osseuse réalisées. Dans le cas
des chimeres mixtes, les ratios provenant de chaque donneur sont indiqués.
Pour discriminer 1’origine des cellules obtenus apres la greffe et la
différenciation des précurseurs hématopoiétiques qu’elle contient, chacun
des donneurs porte un marqueur allotypique distinct. Les receveurs utilisés
sont des souris Rag-2” irradiées a 950 rads. L’analyse des souris
reconstituées a été réalisée ~3 mois apres la greffe.
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Figure 2.17 : Analyse des chimeres mixtes de moelles osseuses. (A) Représentation schématique
de la greffe réalisée. (B) Analyse représentative par cytométrie en flux 4 couleurs des splénocytes
d’une souris reconstituée 3 mois apres la greffe. Les marqueurs allotypiques portés par les LyB et T
permettent de déterminer leurs origines respectives. La majorité des LyT CD4" proviennent de la
souris controle (Ly5'), contrairement aux LyB (B220%) qui proviennent de maniére égale de la
souris contrdle (Ly51), ou pT(x'/' (Ly52). (C) Les % de cellules CD4"CD25 ou CD25* parmi les
cellules CD4*Ly5' ou CD4+Ly52 sont représentés sur les histogrammes de gauches.
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Chapitre 3 : Discussion et
Perspectives

107



108



L’IL-7 est une cytokine pléiotropique non-redondante. Pour caractériser ses roles dans
le développement et I’homéostasie des lymphocytes et plus particulicrement des LyT nous
avons réalisé différents modeles de souris IL-7 Tg. Les trois premiers articles de ce manuscrit
et les expériences complémentaires associées nous ont permis de dresser une vision
d’ensemble quant aux roles de I'IL-7 dans la thymopoiese ou encore la prolifération
homéostatique. C’est ce dont nous discuterons ici, nous donnerons également les perspectives

soulevées par ces travaux.

1. IL-7 et thymopoiese

La situation chez I’adulte

La différenciation des LyT au niveau du thymus est un mécanisme hautement régulé.
Un défaut de différenciation a souvent de graves conséquences sur la taille du thymus et son
activité, et entraine souvent une lymphopénie T périphérique. En utilisant les techniques
habituelles d’exclusion phénotypique par cytométrie en flux, la caractérisation des
compartiments DN n’est pas évidente et rigoureuse (pour revue Ceredig and Rolink 2002).
Afin d’obtenir un profil précis des phases précoces du développement thymique, nous avons
développé une nouvelle approche pour I'analyse des thymocytes. L’importance de cette
approche dans la définition des DN1 et DN2 a été souligné et maintenant cette approche est
assez souvent reprise dans la littérature. Par exemple la définition rigoureuse des DNI1 a
permis récemment de déterminer que cette population est restreinte uniquement a la lignée T

(Balciunaite, Ceredig et al. 2005).

Afin de caractériser le role de I'[L-7 dans la différenciation thymique, nous avons
principalement réalisé des expériences de marquage intracellulaire anti-Bcl-2 et de cinétique
de prolifération des thymocytes apres marquage in vivo au BrdU dans des souris IL-7Tg ou
contrdles. Il y’a une certaine corrélation entre le profil d’expression de I'IL-7R, le niveau
d’expression de Bcl-2 par les thymocytes et leur activité de prolifération au cours de la
thymopoiese (Cf figure 3.1). Cependant, nous n’avons pas observé d’altérations majeures de
la thymopoiese dans notre modele de souris sur-exprimant 1’IL-7. Pourtant, certains travaux
autorisent a croire que 1’IL-7 exerce un effet dose-dépendant sur la thymopoiese (El Kassar,
Lucas et al. 2004). A des doses importantes la survie des DN est augmentée mais pas leur

prolifération. Ainsi on observe une augmentation des populations DP et SP. Par contre, a des
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doses tres importantes, 1’IL-7 exerce toujours un effet de survie sur les DN, mais cette fois la
prolifération des DN est largement réduite et entraine une baisse de passage DN—DP qui
explique une réduction significative de la cellularité thymique. A partir de notre modele, nous
n’avons pas reproduit ces résultats. La thymopoicse est normale, malgré un niveau
d’expression relatif encore plus important de I’'IL-7. Les différentes constructions utilisées
(Ick—IL-7 Tg versus Eo—IL-7 Tg) peuvent en partie expliquer les résultats obtenus a priori
contradictoires et notamment si I’IL-7 est exprimé dans des compartiments spécifiques en
fonction du promoteur qui controle sa syntheése. Cependant, nous pensons que 1I’'IL-7 n’agit
plus au dela du stade DN2-3. C’est pourquoi, in vitro et in vivo, IL-7 a un effet bénéfique sur
les DN1-DN2 (survie et prolifération) mais au dela de ces stades, 'IL-7 n’influence plus la
thymopoiese et peut méme au contraire la freiner lorsque la cytokine est présente en exces (El
Kassar, Lucas et al. 2004; Balciunaite, Ceredig et al. 2005). De méme, in vivo, lorsque 1'IL-7
est exprimée de maniere ectopique par greffe intra-thymique de cellules stromales
surexprimant I’IL-7, il n’a pas non plus d’effet au dela du stade DN3 et pas d’augmentation
du passage DN—DP (Phillips, Brondstetter et al. 2004). Un ou des autres facteurs pourraient
prendre le relais et contrdler la thymopoiese au dela du stade DN3 en influencant la survie et
la prolifération des thymocytes en cours de différenciation. Des expériences complémentaires
sont envisageables pour déterminer la nature de ces facteurs. Notch semble étre un bon
candidat et notamment parce que I’interaction du récepteur Notch porté par les DN3 avec son
ligand Delta-1 exprimé par les cellules stromales entretien le métabolisme et la survie des
DN3 (Ciofani and Zuniga-Pflucker 2005). On peut aussi mettre en avant le role des signaux
délivrés par le pré-TCR exprimé au stade DN3 et surtout sa fonction dans la survie des
thymocytes en maturation via 1’expression du gene anti-apoptotique BCL2A1 (Mandal,

Borowski et al. 2005).
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Figure 3.1 : Activité de prolifération (A), niveau d’expression de 1’IL-7R (B) et de Bcl-2 (C) au
cours de la thymopoiese : une synthese.
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Thymus, IL-7 et vieillissement

Bien que le thymus puisse produire des LyT tout au long de la vie adulte, le
vieillissement entraine une réduction de la cellularité et des capacités fonctionnelles de cet
organe, on parle d’involution thymique. Chez la souris, ce déclin graduel de la taille du
thymus débute vers 6 semaines et s’accompagne principalement de modifications de
I’architecture thymique, d’une baisse de la génération de LyT naifs exportés en périphérie et il
s’en suit une réduction de la taille du répertoire TCR (pour revue Aspinall 2000; Aspinall and
Andrew 2000; Aspinall 2003). Différentes hypotheses ont été émises pour expliquer cette
involution thymique. D’abord, les défauts intrinséques des progéniteurs ont ét€ mis en avant
et testés. Ils sont moins nombreux a coloniser le thymus avec I’age et leur efficacité a générer
des LyT est moins importante (Thoman 1997; Adkins, Charyulu et al. 2000). Cependant les
défauts extrinseques semblent étre dominants dans le phénomene d’involution thymique. On a
surtout observé une modification du stroma thymique qui supportait moins bien la
thymopoiese (Aspinall and Andrew 2000; Aspinall, Andrew et al. 2002). Ainsi des
expériences de greffe de moelle osseuse issue de jeunes souris chez des souris dgées irradiées
ne permettent pas de restaurer une thymopoiese optimale et un accroissement de la taille du
thymus (Hirokawa, Utsuyama et al. 1994). Cette perte d’activité du thymus a principalement
été expliquée par une réduction de la production d’hormones stéroides ou encore de 1’IL-7.
Ceci constitue deux pistes intéressantes pour « rajeunir le syst¢éme immunitaire », et continuer
a produire des cellules T naives en nombre important tout au long de la vie ou au cours de

pathologies ciblant les LyT.

A partir de I’étude des effets de la castration chimique ou chirurgicale sur la
thymopoiese, le rdle des hormones stéroides dans la thymopoiese a été validé. En absence de
ces hormones, tres rapidement (sous 5-10 jours) la thymopoiese reprend une activité normale
qui se traduit par une augmentation de la taille du thymus et de la production de LyT malgré
I’age (Heng, Goldberg et al. 2005; Sutherland, Goldberg et al. 2005). En ce qui concerne les
effets bénéfiques de I'IL-7, ils sont plus discutables. En effet I'injection d’IL-7 entraine une
augmentation des LyT périphériques qui peut étre associée a la prolifération homéostatique et
pas forcément a la thymopoiese. Les travaux du groupe de Marilyn Thoman montrent que la
greffe de cellules produisant constitutivement de 1I’'IL-7 au niveau du thymus ne permet pas de
réduire le phénomene d’involution thymique associé au vieillissement (Phillips, Brondstetter

et al. 2004). Les auteurs avancent que deux phénomenes sont responsables de la réduction de
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la thymopoiese, une réduction de la survie des DN1 et une réduction de la survie et de la
prolifération des DN4. L’IL-7 agit sur le premier mais pas sur le second. L’analyse de souris
IL-7 Tg a différents ages permettrait de déterminer plus en détails le role de I'IL-7 sur le
vieillissement du systéme immunitaire de maniére plus approfondie. En premier lieu, on
pourrait s’intéresser a la thymopoiese mais aussi a la lymphopoiese B qui dans ces étapes
précoces dépend de I’'IL-7. Ensuite, comme on sait que le vieillissement s’accompagne d’une
réduction de I’activité fonctionnelle des LyT et B (Linton and Dorshkind 2004), il serait
important de déterminer si le syst¢tme immunitaire est plus opérationnel dans un contexte ou

I’IL-7 est sur-exprimée.

Le role de I’IL-7 dans I’involution thymique a principalement été évoqué a partir du
moment oll on a observé que le vieillissement est accompagné d’une réduction importante du
niveau de transcription de I'IL-7 au niveau du thymus (Andrew and Aspinall 2002). De
maniere similaire par PCR quantitative, nous avons observé que chez les souris sauvages,
I’expression de I’ARNm de I’IL-7 est réduite dans la moelle osseuse, la rate ou encore le
thymus avec 1’age (résultats non publiés). Cependant, on ne peut pas affirmer si c’est le
nombre de cellules productrices d’IL-7 qui diminue ou leur activité. Des expériences
complémentaires de fractionnement cellulaire des compartiments thymiques sont
envisageables pour répondre a cette question et apporter des informations sur les effets du
vieillissement sur le thymus ou la régulation de I’expression de I'IL-7 qui est toujours assez
mystérieuse. Il faut noter que les knock-in de I'IL-7 et de I'IL-7Ra n’ont pas encore été
réalisés. Dans le but d’étudier la régulation de I’expression de ces genes, la génération de ces

souris serait également un outil précieux.
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2. IL-7 et homéostasie

Homéostasie des LyT conventionnels

Jusqu’a présent les souris IL-7 Tg avait permis de démontrer I’importance de 1’'IL-7
dans le développement lymphoide, tandis que son rdle sur le compartiment de lymphocytes
périphériques était moins claire. Nous nous sommes donc attachés a étudier le role de I’IL-7
dans ’homéostasie des LyB et LyT matures (articles 2 et 3). Nous avons pu observer que les
effets de I’IL-7 variaient en fonction de la cible cellulaire et de la concentration d’IL-7
disponible (ce qui correspond indirectement au niveau de reconstitution en lymphocytes).
Apres transferts adoptifs dans des hotes lymphopéniques surexprimant I'IL-7, nous avons
observé une perturbation importante de 1’homéostasie des LyT. Nous avons corrélé ces
données aux effets exercés par I’'IL-7 sur les LyT. Nous avons montré que I'IL-7 favorisait
assez rapidement la survie des LyT CD4" mais que les effets sur leur prolifération étaient plus
modestes. Pour les LyT CDS8", I'IL-7 exerce un effet de prolifération beaucoup plus important
que pour les LyT CD4", mais elle exerce des effets de survie plus tardifs. Les LyB quant a
eux, ne sont pas affectés par I’exces d’IL-7 disponible. Nos données sur les LyB sont
cohérentes avec les conclusions des expériences de transferts adoptifs dans des souris IL-7"

ou contrdles (Cabatingan, Schmidt et al. 2002).

La différence de comportement entre les LyT CD4" ou CD8" vis a vis des signaux
médiés par I’IL-7 reste encore mystérieuse. Néanmoins, elle a déja été suggérée (Park, Yu et
al. 2004) dans la littérature et est somme toute assez logique. De nombreux types cellulaires
expriment I'IL-7R, et les signaux en aval de ce récepteur doivent étre spécifiques en fonction
du type cellulaire concerné pour assurer des fonctions biologiques adéquates. Ainsi par
exemple, on peut dire que les cellules DN ou DP sont confrontées a la nécessité de a
poursuivre leur différenciation tandis que les LyT périphériques CD4" ou CD8" cherchent a
survivre et dans les deux cas des signaux IL-7—dépendants sont requis. On peut donc entrevoir
que ces signaux mettent en jeu des voies de transduction différentes. Ces voies commencent a
étre décrites (Cf Chapitre 1). Il sera assez intéressant a 1’avenir de mieux caractériser les
éléments intracellulaires qui contrdlent la réponse a I'IL-7 en fonction du type cellulaire.
Chacune des molécules en aval de I’IL-7R constituerait une cible pharmacologique potentielle

pour limiter une réponse immune, un syndrome lympho-prolifératif ou au contraire favoriser

la reconstitution du systéme immunitaire apres une greffe.
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Homéostasie des LyT non conventionnels : Lymphocytes NK-T et LyT Y0

Il y’a peu d’études a I’heure actuelle concernant les déterminants de la régulation
homéostatique des compartiments de lymphocytes NK-T et LyTyd. Le faible nombre de
cellules qui compose ces compartiments de LyT et la diversité de localisation de ces

lymphocytes dits non-conventionnels en sont siirement la cause.

Les LyTyd sont IL-7Ra" et logiquement, on a montré que I'IL-7 (mais aussi I'IL-15)
favorise la PIL des LyTyd (Baccala, Witherden et al. 2005). Ceux-ci subissent également une
conversion phénotypique associée a leur prolifération. Il semblerait méme que les LyTap et
LyTyd entrent en compétition pour I'TL-7. Ainsi, la présence de LyTofy dans des souris TCR&
" (dépourvues de LyTyd) est suffisante pour abroger la PIL des LyTy5. La PIL des LyTyd a
lieu dans des souris CMH I”" ou II"" suggérant que les interactions TCRYS/CMH ne sont pas
requises contrairement aux LyToff CD4" ou CD8" conventionnels. Néanmoins, les LyTyd ne
proliferent pas chez des souris TCRo” (absence de LyTap, présence de LyTyd) malgré la
présence en exces de I’IL-7 et IL-15. Il existe donc probablement des niches en nombre fini
déja occupées par les LyTyd endogenes. Ces niches pourraient contenir des
facteurs/ressources spécifiques ou encore des sources d’interactions capitales pour maintenir
le pool de LyTyd déja en place. Il faut noter qu’il existe différentes sous-populations de
LyTyd avec des localisations particulieres en fonction de la chaine Vy exprimée (pour revue
Hayday and Tigelaar 2003). Les LyT Vyl* et V2" sont prédominants dans les organes
lymphoides. On retrouve les LyT Vy3" dans la peau, Vy4" dans les muqueuses et la langue,
enfin les Vy5" sont surtout présents dans les intestins. Il serait donc assez logique qu’en
fonction des tissus, certaines interactions spécifiques entretiennent la survie et la prolifération
des LyTyd dans leurs niches respectives. Le fait que les LyTof posséde un avantage
compétitif sur les LyTyd lors de transfert adoptif souléve la question suivante : pourquoi y’a
t’il toujours des LyTyd dans les organes lymphoides ? On peut émettre I’hypothése que ces
cellules sont générées plus tot que les LyTof au cours de I’ontogénie, ainsi elles sont
capables de profiter temporairement de I’absence des LyTof et des exces de IL-7 pour

s’implanter au cours de la période néonatale.
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En ce qui concerne les NK-T, il semblerait que I’IL-7 est moins importante que 1’IL-
15 pour leur expansion homéostatique, et étrangement les interaction TCR/CMH en
I’occurrence ici via les molécules CD1d ne sont pas requises (Matsuda, Gapin et al. 2002). La
faible proportion de NK-T au sein des LyT et leur localisation quelquefois particuliere dans
les organes lymphoides et non lymphoides (comme le foie) rend leur études plus difficiles
mais suggere encore une fois que des signaux plus spécifiques contrdlent leur survie et leur

prolifération. C’est un axe d’étude a développer.
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Figure 3.2 : Sélection centrale Vs « sélection périphérique », méme but mais des moyens différents.
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La sélection centrale et périphérique : le parallele.

Les LyT exportés du thymus vers la périphérie constitue 1’ensemble des cellules
circulantes portant un panel de TCR aussi large que possible pour reconnaitre les Ag du non-
soi couplés aux molécules du CMH. Au niveau du thymus les étapes de sélection centrale ont
permis sur la base de I’avidité des interactions offertes aux thymocytes en cours de
développement de survivre a la condition de ne pas ou trés peu reconnaitre le soi. En
périphérie la survie de ces LyT est encore une fois dépendante entre-autre des ces mémes
interactions, mais aussi de signaux supplémentaires assurant leur survie et la prolifération (Cf
figure 3.2). Cependant, certaines cellules avec un fitness plus important (parce qu’elles sont
plus aptes a reconnaitre ces signaux) pourraient prendre I’avantage sur une population large
(polyclonale) et composer une population moins variée mais majoritaire (oligoclonale). On
parle du paradoxe compétition/diversité (pour revue De Boer and Perelson 1994; Freitas and
Rocha 2000). Ceci entrainerait des trous dans le répertoire et serait néfaste a un individu, étant
donnée que sa capacité a répondre aux Ag du non-soi de I’environnement se verrait
théoriquement réduite. L’expression constitutive de I'IL-7Ra par les LyT mémoire
participerait a ce phénomene et favoriserait I’expansion exclusive de ces LyT dans un
environnement ol cette ressource est limitée. Il y’a une certaine logique de type
« écologique » a ce phénomene. Cependant contrairement & ce qui se passe dans les
écosystemes ou les prédateurs les plus adaptés survivent plus longtemps, ce phénomene n’est
pas tres fréquent dans le systéme immunitaire. En ce qui nous concerne, nous n’avons pas
observé de modifications du répertoires des LyT apres transferts adoptifs. On peut donc
imaginer qu’il existe un mécanisme qui contre-balance le paradoxe compétition/diversité. Les
travaux du laboratoire d’Alfred Singer ont mis en évidence une boucle de régulation du
niveau d’expression de I'IL-7R sur les LyT en fonction du niveau d’expression des cytokines
vc—dépendantes et notamment de I’'IL.-7 elle-m&me (Park, Yu et al. 2004). La stimulation des
LyT par I’IL-7 via leur récepteur entraine une répression de la transcription de I'IL-7Ra, elle
assure une réponse limitée dans le temps a la stimulation par les cytokines et cela permet ainsi
aux autres LyT de partager I’'IL-7 encore disponible. Cette boucle de régulation met en jeu des
FT différents entre les LyT CD4" et CD8" et pourrait expliquer la différence de fitness entre
les LyT CD8" qui proliferent plus que les LyT CD4". Dans ces travaux, la voie en aval de

IPIL-7R dans les LyT CD8" est encore a identifier, nous imaginons que SOCS1 et 3
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(Suppressor Of Cytokine Signaling) pourraient étre de bons candidats. Ces FT viennent d’étre
décrits comme des répresseurs de la transcription en aval des récepteurs yc-dépendants et ils
sont exprimés dans le thymus (Starr and Hilton 1998; Rakesh and Agrawal 2005). En
revanche, pour les LyT CD4", elle fait intervenir le facteur répresseur de transcription GFI1
(Growth Factor Independence) (Moroy 2005). Ces mémes FT pourraient potentiellement
jouer un rdle dans la thymopoiese, et controler le passage du stade DN—DP ou encore DP
intermédiaire CD4*CD8"°*—CD4'CD8", en assurant I’extinction ou la reprise de I’expression

de I'IL-7R respectivement. C’est une hypothese qui reste encore a tester.

L’importance de la boucle de régulation IL-7—dépendante de I’expression de I’IL-7Ro
est a nuancer. En ce qui nous concerne dans une situation ou I’IL-7 est exprimée de maniere
constitutive, nous n’avons pas observé de diminution du niveau de I'IL-7Ra sur les LyT qui
présentent un niveau d’expression comparable a celui des souris contrdles. De plus, malgré
I’expansion importante des LyT mémoires, 1’étude du répertoire des souris IL-7 Tg n’a pas
révélée d’expansion oligoclonale (résultats non publiés et Kieper, Tan et al. 2002). On peut
mettre en avant I’hypothése que I’IL-7 est suffisante pour I’ensemble des LyT et qu’elle

participe a la différenciation massive des LyT naifs en LyT mémoires. Des études

fonctionnelles des LyT pourraient étre réalisées pour valider cette hypothese.
« Des souris et ...les hommes ? »

A partir des résultats obtenus sur des modeles expérimentaux murins, I’importance de
I’'IL-7 dans le controle de I’homéostasie de LyT est maintenant indéniable. Cependant, ses
effets sur les populations de LyT humains restent a clarifier et particulicrement si 1’on
envisage de recourir a des traitements favorisant la reconstitution des compartiments de LyT
par injection de cytokine. La reconstitution de souris Rag'/'.yc'/' avec des LyT humains
constitue un résultat prometteur qui laisse envisager 1’utilisation de ce modele murin pour
étudier la régulation homéostatique des LyT humains (Traggiai, Chicha et al. 2004). L’IL-7
murine n’a pas d’effets sur les LyT humains, par contre I’IL-7 humaine (hIL-7) exerce ses
effets sur les LyT murins. Les effets de I’hIL-7 pourraient étre testés par injections ou
expression transgénique de I’hIL-7 dans les souris Rag'/’.yc’/’. In vitro, il existe déja quelques
éléments qui permettent de penser que 1’hIL-7 est importante en favorisant la survie et la

prolifération des LyT humains (Geginat, Sallusto et al. 2001; Geginat, Campagnaro et al.
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2002; Gett, Sallusto et al. 2003). De plus, on a montré que chez les patients séropositifs la
reprise de I’activité de lymphopoiese T est associée a une augmentation de la concentration de

I’hIL-7 dans le sérum des malades (Napolitano, Grant et al. 2001).

Les souris Rag'/’.yc'/’.hIL—7 Tg constitueraient un bon modele pour différentes
approches de recherches appliquées. Entre-autre, apres reconstitution ou greffe de moelle
osseuse, ces souris permettraient de caractériser le role de I’hIL-7 dans I’efficacité des greffes
de moelle osseuse ou dans le développement de lymphomes B humains (existant chez les
souris IL-7 Tg, Fisher, Burdet et al. 1993; Fisher, Burdet et al. 1995) ou encore de disséquer
le role de I’hIL-7 sur les LyT humains in vivo au cours de la prolifération homéostatique ou
d’une réponse immune. Par ailleurs, cette lignée murine présenterait 1’avantage d’étre
contaminable par le VIH ou des souches virales atténuées pour tester les effets de I’'IL-7 sur

I’infection ou encore la lymphopénie induite au cours du SIDA.

Encore des questions ouvertes...

¢ OualieulaPIL ?

Une des critiques majeures que 1’on peut faire a nos travaux et la majorité des travaux
sur ’homéostasie des lymphocytes, c’est d’étudier une population dynamique avec une vision
statique du systeme immunitaire et une méthodologie simple. Les lymphocytes ne sont pas
uniquement localisés dans les organes lymphoides et pourtant c’est surtout a partir des
prélevements de ces organes et de I’étude des lymphocytes qui les composent que les
conclusions qui valent a 1’heure actuelle sont tirées. Aussi, rien ne prouve que le ou les
signaux déclenchant la prolifération homéostatique soient délivrés par les organes
lymphoides. On ne sait pas non plus si ces signaux doivent étre délivrés de maniere ponctuelle
ou continue pour soutenir la PIL. Cependant, on sait que lorsque les LyT sont traités a la
toxine de pertussis avant leur transfert adoptif, leurs propriétés de migration sont inhibées et
les LyT ne sont plus capables de faire de la PIL. Lorsque les transferts adoptifs sont effectués
dans des souris LTo’" (défaut d’organisation des zones lymphoides T), ou encore dans des
souris aly/aly splénectomisées (absence d’organes lymphoides secondaires) encore une fois

les LyT ne sont plus ou tres peu capables de faire de la PIL (Dai and Lakkis 2001; Dummer,
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Ernst et al. 2001). Ceci suggerent que l’entrée dans les organes lymphoides et plus
particulierement les zones T est un pré-requis pour déclencher la prolifération homéostatique
des LyT. Néanmoins, ceci ne permet pas d’affirmer si cette localisation supporte réellement la
PIL ou si elle apporte seulement temporairement des signaux intégrés par les lymphocytes qui
peuvent ensuite proliférer ailleurs. Nos résultats ainsi que ceux d’autres groupes semblent
suggérer que la PIL peut avoir lieu en dehors des organes lymphoides secondaires (Agenes
and Freitas 1999; Becker, Coley et al. 2005; Bosco, Agenes et al. 2005). Apres transfert
adoptif, on retrouve dans le sang, le thymus ou encore la moelle osseuse des LyT CFSE""
avec un cinétique de dilution du CFSE comparable aux LyT de la rate ou des ganglions

lymphatiques (résultats non publiés).

La possibilité de fournir des interactions TCR/CMH ou des cytokines de maniere
restreinte dans un organe donné ou limitée dans un organe donné, permettrait de déterminer
clairement si la localisation de la PIL dans les zones T est importante ou si elle est seulement
da indirectement au fait que dans les zones T des organes lymphoides il y’a un regroupement
des signaux nécessaires a la PIL. Dans ces zones T, il y’a des DC qui possedent a priori la
batterie des signaux nécessaires a déclencher et entretenir la PIL (Dummer, Ernst et al. 2001;
Ge, Palliser et al. 2002; Gruber and Brocker 2005). Malgré que les DC soient capables de
fournir les interactions CMH aux TCR des LyT ou encore de produire des cytokines
importantes pour la PIL, le role de ces cellules est a clarifier. D’apres les données de la
littérature, les DC constitueraient une plate-forme d’intégration de 1’espace et des ressources
disponibles pour laquelle les LyT sont en compétition. C’est assez difficile & concevoir.
D’abord parce que la morphologie des DC et leur capacité migratoire permet a ces cellules de
contacter beaucoup de LyT en mé€me temps. Enfin, méme en faible nombre, les DC sont
capables de monter une réponse immune faisant intervenir des milliers de LyT. Ces données
n’autorisent pas réellement a penser que ces cellules constituent une plate-forme saturable.
Une maniéere de tester rigoureusement cette hypothese, serait de réaliser des chimeres mixtes
compétitives ol les DC ne seraient présentes que dans les organes lymphoides (issus des
précurseurs hématopoiétiques greffés) et leur nombre serait plus ou moins limité (Cf figure
3.3). Ces souris serviraient alors pour des expériences de transfert adoptifs de LyT CD4" ou

CD8".
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Transfert adoptif
/;e LyT CD4*

Rag . CMH I~ = ¥ 0fp =——p Rag~.CMH I+
Quand ¥ augmente le nombre de DC
CMH II+ augmente.

CMH 11+

Transfert adoptif
de LyT CD8*
CMH I~ —— X% ——b
Rag . CMH [[-=——— Y 0f; =———p Rag--.CMH II--

Quand ¥ augmente le nombre de DC
CMH I+ augmente.

Figure 3.3 : Proposition expérimentale pour tester I'importance des DC, leur localisation et
leur nombre dans la prolifération homéostatique des LyT.

¢ Mode d’action de I’'IL-7 : Bio-disponibilité ou concentration disponible, effet chemokine ?

De nombreux types cellulaires et par conséquent de nombreux tissus sont capables de
produire I'IL-7 (Cf Chapitre 1). Aussi, hormis la quantité d’IL-7 disponible pour réguler
I’homéostasie des LyT en condition physiologique (hypothése que nous avons testé dans
I’article 2), on peut imaginer que c’est la bio-disponibilité de I'IL-7 qui est importante dans
les différents tissus de I’organisme. Les LyT sont amenés a migrer par le sang ou la lymphe
avant de rejoindre les tissus périphériques ou lymphoides. Des travaux récents on montré que
I'IL-7 pouvait étre associée aux macromolécules de la matrice extracellulaire comme
I’héparane sulfate (Clarke, Katoh et al. 1995; Banwell, Partington et al. 2000). On retrouve

aussi de I'IL-7 associée a I’héparine avec une tres grande affinité (Kimura, Matsubara et al.
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1991). L’héparine est présente dans le sérum mais aussi dans certains tissus, elle peut jouer le
role de protéine régulatrice de I’activité de I'IL-7. En effet, elle pourrait transporter I'[L-7 sur
différents sites en la protégeant de la dégradation par certaine protéase, ou encore en
complexant I'IL-7 elle pourrait concentrer son action au niveau de certain tissus ou au
contraire limiter son action en bloquant son interaction avec certaines cellules IL-7Ra’. La
relevance de ces mécanismes a été prouvée in vitro (Borghesi, Yamashita et al. 1999).
L’addition d’héparine dans des cultures de lignées de LyB immatures sur des cellules
stromales produisant de I’'IL-7 bloque la différenciation IL-7-dépendante des LyB immatures

en LyB.

Dans la famille des interleukines, seules I'IL-8 (CXCLS8) appartient a aussi a la famille
des chémokines (pour revue Baggiolini, Loetscher et al. 1995), elle a la capacité de mobiliser
certains types cellulaires (les polynucléaires neutrophiles, CXCR1/2"). Les LyT effecteurs et
mémoires présentent des profils de distribution tissulaire particulier on les retrouvera plus
souvent dans les tissus périphériques et surtout ceux ou une réponse immune spécifique a été
élaborée. On explique cela par I’expression de molécules d’adhésion ou d’attraction
particuliéres sur les vaisseaux et sites inflammatoires, et les récepteurs adéquates sur les LyT.
Comme I'IL-7 est importante pour la survie et la prolifération des LyT, on peut imaginer que
les LyT sont capables de sonder I'IL-7 disponible et modifier leur comportement migratoire
en conséquence. On peut aussi imaginer que les tissus inflammatoires peuvent stimuler la
production ou favoriser la bio-disponibilité de I'IL-7 pour les LyT activés. Bien entendu ces
hypothéses ne sont pas mutuellement exclusives. La différenciation des LyT naifs vers les
LyT effecteurs ou mémoires s’accompagne de la modification de leur phénotype et
notamment I’induction de I’expression de molécule d’adhésion (CD44, LFA-1, Lyé6c, ... ).
L’influence de I’IL-7 sur I’expression de ces molécules pourrait constituer une preuve méme
indirecte de ses effets sur les propriétés adhésives/migratoires des LyT, pour leur mobilisation
dans les sites inflammatoires mais surtout dans les foyers importants pour la PIL comme les
zones peri-artériolaires lymphocytaires des follicules spléniques (article 2). D’autre part des
expériences ou la concentration tissu spécifique de 1I’'IL-7 pourrait étre manipulée seraient

intéressantes a envisager dans le cadre de cette question.
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3. Homéostasie et tolérance

La taille du compartiment lymphocytaire T est relativement constante. Ceci est du
principalement a des mécanismes de compensation périphérique comme la régulation de la
survie ou de la prolifération des LyT (Cf chapitre 1). Malheureusement, il existe une
association de plus en plus claire entre la lymphopénie, la compensation de cette état par la
PIL et le développement de pathologies auto-immunes. Il a été montré que la PIL pouvait
accélérer le développement de pathologies auto-immunes en favorisant de maniere
déséquilibrée, 1’expansion des clones de LyT autoréactifs (pour revue Baccala and

Theofilopoulos 2005).

Les Treg assurent principalement la tolérance en périphérie (pour revue Sakaguchi
2002). Néanmoins I’activité de ces cellules n’est pas tres claire et quelque fois pas suffisante.
Apres déplétion in vivo des Treg dans des souris contrdles, on n’observe pas 1’apparition de
pathologies auto-immunes a court terme. Par contre, le transfert de LyT CD4"CD25" dans des
souris Rag”’ ou CD3™ provoque 1’apparition de pathologies auto-immunes intestinales de
Bowel alors que le cotransfert de LyT CD4"CD25 avec des Treg n’est pas pathogéne
(Annacker, Pimenta-Araujo et al. 2001). Ces résultats suggerent que I’état lymphopénique et
la PIL qui anime les LyT résiduels fourniraient un signal qui déclenche les pathologies auto-
immunes. Le diabete auto-immun de type 1 est un bon exemple pour illustrer ce phénomene.
Dans les souris NOD qui présente une lymphopénie T, la susceptibilité au diabete est réduite
apres reconstitution du compartiment de LyT par transfert adoptif ou encore aprés une
immunisation avec de 1’adjuvant de Freund. A I’inverse, une lymphopénie plus exagérée chez
les souris NOD consécutive a une thymectomie ou une destruction pharmacologique des LyT
provoque une déclaration plus rapide et une incidence plus importante des diabetes (pour
revue Anderson and Bluestone 2005). King C. et al. ont montré que dans des fonds génétiques
qui favorisent le développement de pathologies auto-immunes, la lymphopénie permet
I’expansion de clone de LyT effecteurs déléteres via I’exces d’IL-21 dans le milieu (King, Ilic
et al. 2004). D’autres pathologies comme le lupus, I’arthrite rhumatoide ou encore le
syndrome de Sjorgen mettraient en jeu le méme principe (pour revue Marleau and Sarvetnick
2005). Dans ces pathologies, on observe souvent une conversion phénotypique des LyT naifs

en LyT mémoires-activés, avec une répertoire plus restreint des LyT.
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Nous imaginons que 1’état lymphopénique fournit une fenétre ou une opportunité
d’expansion aux LyT autoréactifs périphériques qui en temps normal cohabitent avec les LyT
normaux et sont inhibés par les Treg. Cependant le développement de pathologies auto-
immunes est souvent associés a des fonds génétiques particuliers. On constate rarement cela
dans des souris contrdles sauvages ou méme des souris lymphopéniques sauvages. Nous
avons cherché a expliquer ce phénomene en imaginant que les Treg pouvaient étre impliqués.
Nous avons montré que les souris pToc'/' présentaient une lymphopénie T importante mais
sans conséquences néfastes. L’étude du compartiment de LyT périphériques des souris pToc'/'
a révélé une augmentation relative importante de la population de Treg. C’est pourquoi, nous
avons imaginé que la génération de cellules Treg en périphérie pouvait étre conditionnée par
la PIL et avoir un rdle physiologique. En réalisant des chimere de moelle osseuse nous
permettant de titrer la génération de LyT en périphérie, nous avons effectivement montré que
moins il y’a de LyT en périphérie plus la population de Treg est importante. Il est donc assez
séduisant de penser qu’il existe un mécanisme physiologique qui limite la rupture de la
tolérance au soi induite par la lymphopénie et la PIL en favorisant le génération périphérique
de Treg. Cependant, il nous reste maintenant a déterminer le mode de génération des Treg en
périphérie. Certains rapports font état du réle de I’IL-2 produite par les LyT activés ou qui
font de la PIL pour entrainer la différenciation et la survie des CD4"CD25" en Treg (Bayer,
Yu et al. 2005; Setoguchi, Hori et al. 2005). C’est une piste que nous souhaiterions étudier

prochainement.

Lorsque le compartiment de LyT n’est pas restauré, il y’a donc une perturbation
notable de la distribution de LyT périphérique. La PIL entraine une génération de LyT
mémoire-activé par différenciation des LyT. On observe le méme phénomene avec les LyB.
En situations lymphopéniques, I’essentiel des LyB ont un phénotype de type MZB (ou LyB
activé). Au fur et a mesure que le compartiment de FB (ou LyB naif) est restauré, la
proportion de MZB est réduite (manuscrit soumis et Agenes 2003). A partir de ces résultats,
nous proposons qu’il existe un principe du genre «less but the best», pour assurer une
premiere ligne de défense la plus efficace possible et méme si le systéme immunitaire perd en
spécificité dans une situation de lymphopénie chronique. Néanmoins les propriétés
fonctionnelles in vivo des LyB et LyT générés dans ces conditions n’ont jusque la pas encore
été testées rigoureusement. D’apres notre étude, les LyT des souris lymphopéniques pToc'/'

sont capables de faire une réponse T-dépendante similaire aux souris controles. D’autres types
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de réponses immunes pourraient tre testées pour affirmer catégoriquement qu’une adaptation
du systeme immunitaire du type «less but the best » existe et jusqu’a quelle mesure elle est

efficace.
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Résumé

Plusieurs parametres participent a I’homéostasie du systeéme immunitaire. On peut
notamment citer : la production lymphocytaire (les lymphocytes B dans la moelle osseuse ou
les lymphocytes T (LyT) dans le thymus), la prolifération et la survie des lymphocytes
périphériques et enfin, la compétition entre les différents clones de lymphocytes ou les
différentes populations de lymphocytes pour des ressources limitées en particulier les
cytokines. Les mécanismes de régulation homéostatique sont différents selon la sous-
population de lymphocyte considérée. Dans le cadre de cette these, nous avons étudié le role
de I'interleukine-7 (IL-7) dans ’homéostasie des lymphocytes et plus particulierement les
lymphocytes T of3. Disposant de souris surexprimant 1’IL-7 dans un état lymphopénique plus
ou moins sévere, nous avons pu décortiquer les effets de I’IL-7 sur le développement précoce
des LyT et leur survie périphérique. L’analyse du développement précoce des lymphocytes
n’a pas révélé d’effet notable de la sur-expression de I'IL-7 sur le développement thymique
des LyT. En revanche, une expansion considérable des LyT périphériques a été observée. A
partir d’expérience de transferts adoptifs, nous avons montré que I'IL-7 favorisait la
prolifération et la survie des LyT périphériques. La quantité d’IL-7 disponible module donc

le devenir des LyT présents dans les organes lymphoides lors d’un épisode lymphopénique.
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