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Résume



Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) de phénotype LSK (Ligneagec-
Kit'Scal™) sont a I’origine de toutes les lignées sanguines. Leur maturation passe par
la génération de progéniteurs multipotents (MPP), subdivisés grace a I’expression de
VCAM-1 et Flt3 (VCAM-1"Flt3: MPP1, VCAM-1'FI3": MPP2 et VCAM-1FIt3":
MPP3). Les MPP3 se différencient en progéniteur lymphoide commun (CLP), source
de la lignée B. Sa contribution a la génération de la lignée T reste controversée.

La lignée T principale est issue d’un progéniteur de la MO qui a colonis¢ le thymus. Il
existe aussi une lignée T extra-thymique, identifiés au sein de différents organes
(I’intestin, la MO, le sang et la rate) dont la maturation se termine dans le thymus ou
I’intestin. Une des questions importantes est de savoir si ces 2 lignées sont issues de la
méme source. Nous nous sommes intéressés a la lignée de pré-T extra-thymique (de la
rate) : LinThyl.2" CD25'1I7Ra". Ces derniers sont trés abondants chez la souris
athymique (5-6 fois plus que chez la souris controle C57BL/6). Notre but a été de
définir la source de cette lignée parmi les progéniteurs de la MO.

Suite aux transplantations des différents compartiments hématopoiétiques de la MO a
des receveurs athymiques irradiés, nous avons montré que les MPP3 (VCAMI1FIt3")
sont la population plus douée d’activité pré-T. Au contraire, les CLP générent des
lymphocytes B matures (CD19'IgM"). Ces données sont confortées par 1’étude de
I’expression de genes lymphoides et myéloides qui indique I’engagement lymphoide
précoce d’une sous- population de MPP3. Les cellules progénitrices de la MO qui
colonisent la rate (et le thymus) doivent circuler par le sang pour pouvoir coloniser ces
organes. La population de MPP majoritaire en circulation est les MPP3. De plus,
I’analyse du profil d’expression des genes des récepteurs aux chimiokines et d’autres
genes spécifique de la différentiation apporte de nouvelles informations sur le potentiel
T intrinseque des progéniteurs de la MO.

L’ensemble des données accumulées permettent de conclure que les MPP3 sont de
bons candidats pour la génération des pré-T extra-thymiques et que 1’engagement
lymphoide commencé dans la MO se termine dans le sang grice au maintien de
I’expression de Notchl.



Introduction



I. L’hématopoiése

L hématopoicse est le processus physiologique qui permet la production des cellules
du sang indispensable a la survie d’un individu / organisme vivant (protection contre
les virus, bactéries...). Toutes les cellules du syst¢tme immunitaire proviennent des
cellules souches hématopoiétiques (CSH) qui résident dans la moelle osseuse (MO).
Ces dernieres permettent le maintien de I’homéostasie et la production de cellules suite

a des dommages dans les compartiments hématopoictiques.

A) Les cellules souches hématopoiétiques (CSH)

1) Généralités

a) Découverte des CSH

Dans les années 1960, les expériences de Till et McCulloch ont pour la premicre fois
démontrées I'existence d'une CSH localisée dans la MO et capable de générer les
différentes lignées sanguines. Suite a I’injection de cellules de MO a des souris létalement
irradiées, ces derni¢res migraient dans la rate et formaient des nodules appelés colonies
spléniques (SC : spleen colony). Ces cellules de MO sont alors nommées CFU (colony-
forming unit). De plus, une corrélation entre le nombre de cellules injectées et le nombre de

SC obtenues a été observée (Till and Mc, 1961).

Plusieurs années plus tard, en 1988, 1’équipe d’I.L. Weismann a été la premiere a identifier
et caractériser les CSH. Grace a des anticorps (Ac) monoclonaux liant des antigénes de
surface de cellules différenciées et 1'utilisation de la cytométrie de flux, ils ont pu isoler les
fractions de cellules matures (lignage': Lin") reconnues par les Ac des populations de la
fraction immature (Lin’). L’utilisation de I’Ac dirigé contre Scal (Stem-Cell Antigen 1 :
protéine phosphatidyl-inositol ancrée dans la membrane) (Aihara et al., 1986) a permis

I’identification d’une population Lin'Scal”. Cette population est capable de reconstituer les
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différentes lignées hématopoiétiques (cellules T : Thyl”, B : B220" et myéloides : Grl") et
de former des CFU dans la rate avec une plus grande efficacité que la MO totale et les
cellules Lin" (1 CFU pour 10 000 MO totale, 1 CFU pour 31 Lin" contre 1 CFU pour 10 Lin°
Scal®) (Spangrude et al., 1988). C’est en 1991 que I’identification de la population Lin
Scalc-Kit" (c-Kit : récepteur a tyrosine kinase dont le ligand est le Stem-Cell Factor :
SCF), capable de faire des CFU (1 pour 8 cellules injectées) fut définitivement identifi¢
(Ikuta and Weissman, 1992). Ces études ont ainsi permis d’établir un phénotype de
référence permettant d’identifier la population progénitrice chez la souris : Lin~ Sca-1" c-

Kit" (LSK).

Chez ’'Homme, les marqueurs cellulaires sont différents et les CSH humaines ont quant a

elles pour phénotype : Lin CD34'CD38 CD45RA CD90 ' CD49f" (Notta et al., 2011).

b) Les niches hématopoiétiques

Le terme de niche est apparu avec Schofield en 1978. Il a émis I’hypothése que, dans
la MO, les CSH devaient étre en association avec d’autres cellules qui leur permettent
de maintenir leur état de cellules souches tout au long de la vie de I’individu. En effet,
des ¢changes entre les CSH et les cellules composants ces niches sembleraient
contrdler 1’auto-renouvellement et inhiber la différenciation des CSH (Schofield,
1978). 11 a depuis ét¢ démontré que les niches étaient constituées d’ostéoblastes
produisant des molécules régulatrices de 1’hématopoiese (G-CSF, M-CSF ou I’IL6)
ainsi que des facteurs inhibiteurs du cycle cellulaire (TGFp). De plus, des expériences
de co-culture ont montré que ces derniers participaient a la culture de MO a long-terme
(Taichman and Emerson, 1998). Cette niche a alors été appelé niche ostéoblastique.
Une autre étude (Calvi et al., 2003) a démontré I’influence des ostéoblastes sur les
CSH. En effet, suite a I’injection d’hormone parathyroide (qui active les ostéoblastes),
une augmentation significative du nombre de CSH (en corrélation avec une

augmentation des ostéoblastes) a pu étre observée.

Par la suite, plusieurs articles ont proposé¢ des modeles de niches selon leur

constitution cellulaire et ont démontré I’existence de 2 niches supplémentaires pour les
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CSH. 1l a donc été mis en évidence une niche vasculaire contenant des vaisseaux
sanguins (constitu¢ de cellules endothéliales: CE). Les facteurs angiogéniques
secrétés par les CE sont importants dans 1’auto-renouvellement et la production de
CSH. Ainsi, la niche vasculaire est un composant essentiel du microenvironnement de
la MO (pas seulement pour permettre le passage de 1’oxygéne et des nutriments). En
effet, elle permet une balance entre 1’expansion et la différentiation des CSH grace a la

sécrétion de facteurs angiogéniques qui restent a déterminer (Butler et al., 2010).

Pour terminer, la troisiéme niche mise en évidence est la niche réticulaire constituée
de cellules réticulaires appelé cellules CAR (pour CXCL12-abundant reticular). Afin
de déterminer le role in vivo des cellules CAR, une ablation des cellules exprimant
CXCL12 a permis la perte de ces cellules (les niches vasculaires et ostéoblastiques des
souris mutées sont normales). Ainsi, les cellules CAR (et surtout leur production de
SCF et CXCL12) sont importantes pour maintenir le nombre de CSH (leur état
prolifératif car dans les mutants les CSH sont plus quiescentes) et leur état
indifférencié (dans le mutant il y a une augmentation de 1’expression des génes
my¢loides) (Omatsu et al., 2010). Ces différentes niches (figure 1) sont importantes et
en étroites collaborations pour permettre le contréle de 1’auto-renouvellement (et donc
du nombre de CSH) ainsi que la production de progéniteurs pour maintenir

I’homéostasie ou la re-établir suite a un dommage.

12



Reticular niche

Osteoblastic niche

\
Bone & t\ff\fascular niche

Figure 1 : Les niches hématopoiétiques (Ellis and Nilsson, 2012).

Il existe 3 types de niches différentes : la niche ostéoblastique (compos¢ d’ostéoblastes : Ob),
la niche vasculaire (avec les vaisseaux sanguins : BV) et enfin la niche réticulaire (contenant
les cellules réticulaires : R).

2) L’auto-renouvellement ou la division a ’identique

C’est un potentiel propre aux CSH. En effet, il permet a ces dernic¢res de se maintenir
en un pool constant ce qui permet de conserver les cellules souches tout au long de la

vie d’un individu. Ce processus est régit par plusieurs voies de signalisation.

Suite a I'implication des membres de la famille Notch dans la détermination du
devenir cellulaire, 1’équipe D.T. de Scadden s’est intéressée a 1’influence de Notchl
sur les CSH. Pour cela, les cellules Lin'Scal” de souris Ragl™ (ou la différentiation T
et B est bloquée) sont transduites avec un vecteur rétroviral exprimant une forme
constitutivement active de Notchl. Grace a des cultures sur méthylcellulose et des
expériences de greffe, Notchl a pu étre démontré comme inhibant la différentiation et
augmentant le nombre des CSH (leur auto-renouvellement) (Stier et al., 2002). Cette
étude ayant été faite en surexpression de Notchl et dans des souris Ragl™ (car dans
des sauvages il y avait induction de leucémie T), ces résultats restent a confirmer. En

2005, la signalisation Notch a ét¢ démontrée active dans les CSH (et diminuée quand
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ces dernieres se différencient). De plus, D’inhibition de Notch, entraine une
différentiation accélérée des CSH et un épuisement de leur pool (Duncan et al., 2005),

confirmant ainsi les observations faites précédemment (Stier et al., 2002).

La signalisation Wnt a aussi €été impliquée dans 1’auto-renouvellement des CSH.
L’infection des CSH avec une forme active de la B-caténine (composant de la voie
Wnt) entraine une augmentation du pool de CSH et un maintien de leur état
indifférencié. Ceci a été confirmé par des expériences de greffes ou les souris injectées
avec la forme constitutivement active de la B-caténine ont été¢ mieux reconstituées que
les contréles. De méme, le blocage de la signalisation Wnt (en utilisant une forme
soluble frizzled cysteine-rich domain qui inhibe la liaison de Wnt a son récepteur
frizzled) dans les CSH a entrainé une inhibition de leur expansion ainsi qu’une
diminution de leur capacité de reconstitution. Une augmentation de I’expression de
Notch a été¢ démontrée par RT-PCR dans les CSH (transféctés avec la forme active de
la B-caténine). Ces données démontrent ainsi des liens entre les différents mécanismes

permettant I’auto-renouvellement (Reya et al., 2003).

Enfin, GATA-2 appartenant a la famille GATA (facteurs de transcription a doigt de
zinc) a été impliqué dans la maintenance et ’homéostasie des CSH grace a I’utilisation

de souris GATA-2"" dans lesquels, entre autre, une diminution du nombre de cellules

LSK a été observé (Rodrigues et al., 2005) (voir le chapitre II1. A. 1.).

Les CSH peuvent étre divisées en fonction de leur degré d’auto-renouvellement (et de
marqueurs de surface) (Morrison and Weissman, 1994). Le premier pool est constitu¢
de cellules Lin'CD34" contenant les LT-CSH (long term) qui ont un potentiel d’auto-
renouvellement a long-terme (c'est-a-dire tout au long de la vie d’un individu). Dans le
deuxiéme groupe, on retrouve les LSK Mac1" qui ont un potentiel beaucoup plus court
(environ 6-8 semaines) et que I’on nomme les ST-CSH (short-term : court-terme). Le
dernier groupe est composé de LSK Macl°CD34"° qui sont des progéniteurs
multipotents (MPP) dont 1’auto-renouvellement est trés réduit. Ainsi, les LT-CSH vont
donner des ST-CSH qui a leur tour donnent les MPP (I’inverse ne marche pas c'est-a-
dire que les MPP ne peuvent jamais donner de ST-CSH ou de LT-CSH) (Morrison et
al., 1997) (Figure 2).
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Figure 2 : Hiérarchie des LSK.

Les LSK (LinScal "¢-Kit") ont été divisé en fonction de leur potentiel d’auto-renouvellement
et de leur expression de CD34 (glycoprotéine de surface permettant 1’attachement des CSH
dans la MO) et FIt3 (ou CD135 récepteur a tyrosine-kinase impliqué dans la survie, la
prolifération et la différentiation des cellules) (Yang et al., 2005).

En 2005, une nouvelle identification des CSH a été réalisée en utilisant les marqueurs
SLAM (signaling lymphocyte activation molecule) : CD150, CD244 et CD48. Les
CSH (CD150'CD244 CD48) et les MPP (CD150°CD244 'CDA48") ainsi caractérisés ont
¢té comparés avec les mémes populations triées sur la base de Lin, Scal et c-Kit et ont
¢té testés par des expériences de greffe. La possibilit¢ d’utiliser uniquement une
combinaison simple de récepteurs SLAM permet ainsi la localisation de ces cellules au

sein des niches hématopoiétiques lors de coupe de tissus (Kiel et al., 2005).

3) La multipotentialité

C’est la seconde caractéristique commune a toutes les cellules souches. En effet, les
CSH ont la capacité de donner tous les compartiments hématopoiétiques c'est-a-dire
les lignées lymphoides (T, B et NK) ainsi que les lignées my¢loides (macrophages,
globules rouges, plaquettes granulocytes, cellules dendritiques) (Till and Mc, 1961).
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B) Les progéniteurs multipotents (MPP)

Les MPP sont compris dans la fraction de phénotype LSK avec les CSH. Ces cellules
sont soumises a des processus de différentiation et d’engagement afin de générer les
différentes lignées sanguines. Les MPP ont été caractérisés en utilisant différentes
combinaisons de marqueurs cellulaires tel que Thy1.1FIt3". Suite a des expériences de
greffe, ces derniers ont été démontrés comme reconstituant toutes les lignées
hématopoiétiques de manicre transitoire. En effet, la production de cellules my¢loides
(Mac1"), qui ont une courte durée de vie et qui doivent donc étre constamment
produites, permet de tester 1’auto-renouvellement des cellules. Ils ont d’ailleurs fait le
lien entre le gain de FIt3 et la perte de Thyl.l et de I’auto-renouvellement.
L’ hétérogénéité des MPP a été identifiée apres greffe d’un nombre limité de MPP (de
20 a 100 cellules) ; en effet, certains animaux étaient reconstitués uniquement du
compartiment lymphoide démontrant ainsi la présence dans cette population de

progéniteurs restreints au lignage lymphoide (Christensen and Weissman, 2001).

1) Les différentes sous-populations de MPP

a) Expression de VCAMI (vascular cell adhesion molecule 1 ou CD106)

Afin de caractériser les différents sous-groupes de progéniteurs lymphoides ou
my¢loides qu’il pourrait y avoir au sein des MPP, I’expression des molécules de
surface différemment exprimée sur les CSH, les précurseurs lymphoides (CLP :
common lymphoid progenitor) et myéloides (CMP : common myeloid progenitor) a
¢été étudie. VCAMI, molécule d’adhésion (cellule / endothélium), est ainsi exprimée
sur les CSH et les CMP mais pas sur les CLP. Les MPP ont pu alors étre divisés en
VCAMI" et VCAMI". Ces derniers expriment fortement FIt3 comparativement, aux
MPP VCAMI1" qui sont soit FIt3* soit FIt3" (Lai et al., 2005).

Les MPP VCAM1" ont un potentiel myéloide plus faible que les MPP VCAM1" (4%
de chimérisme des cellules myéloides donneur versus 18%, respectivement) et ont
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perdu le potentiel méga-érythrocyte. Les MPP VCAMI1  ont un potentiel de
différenciation en lignage lymphoide plus rapide (d’une semaine) et sont plus avancé
dans le développement lymphoide que les MPP VCAM1". Grice aux expériences de
greffe, une hiérarchie entre ces deux groupes a pu étre établie : les MPP VCAM1"
génerent les CMP et les MPP VCAMI ™ ; ces derniers sont a ’origine des CLP. Ils
sembleraient donc que les MPP VCAMI " soient le point ou les lignages lymphoides et
my¢loides se séparent (Lai et al., 2005).

b) Expression de Fit3 et VCAM1

L’utilisation de ces deux marqueurs a permis 1’identification de 3 sous populations de

MPP (Lai and Kondo, 2006).

Cellules Lin- de la MO

. .
| c-KithiLin*Sca-1hi {
T | (KLS) it |
1

) iT'1y-1 1 ‘Thyh‘l.!‘o

c-Kit

VCAM-1
2 VCF_\M—1 )

10’ 107 ot .II‘-'-J' o' 10¢
FIt3 Fit3

Figure 3 : Expression de FIt3 et VCAM sur les MPP.

On peut ainsi distinguer 3 sous-groupes de MPP : les MPP VCAM1'FIt3"°, VCAMFlt3" et
les VCAM1" FIt3" (Lai and Kondo, 2006) que nous appellerons par la suite MPP1, MPP2 et
MPP3, respectivement par souci de facilité.
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Leur potentiel a été testé de la méme maniere que précédemment (Lai et al., 2005) par
des expériences de transplantations et de cultures. Ainsi, les MPP1 font partie de la
sous population la plus immature ayant un potentiel de différentiation multi-lignées.
Les MPP2, quant a eux, ont perdu le potentiel méga-érythrocytes et les MPP3 donnent
uniquement des cellules lymphoides (Lai and Kondo, 2006). 11 est ainsi démontré que

la perte du potentiel my¢loide se fait de maniere graduelle (Figure 4).

Self-renewal activity
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Figure 4 : Un nouvel arbre hématopoiétique (adapté de (Lai and Kondo, 2008)).
Les LT-CSH possedent le potentiel d’auto-renouvellement le plus important, ce dernier est
perdu au stade MPP. La ségrégation entre la lignée my¢loide et lymphoide n’est pas aussi
drastique que pensé précédemment : il s’agit d’une perte graduelle de potentialité.

c) Les progéniteurs multipotents biaisés lymphoide (LMPP)

En paralléle, 1I’équipe de S.E. Jacobsen a aussi étudié les MPP et leur subdivision, et se
sont également intéressés a 1’expression de Flt3. Ils ont ainsi constaté que ce récepteur

était fortement exprimé sur les LSK (60% des cellules). Les LSK FIt3" reconstituent
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efficacement et rapidement le compartiment lymphoide mais la reconstitution
my¢loide est a court terme (4 semaines). De plus, ces cellules donnent des CLP mais
ne sont pas capable de maintenir le pool de LSK (pas de reconstitution secondaire). Ils
en ont alors conclu qu’elles devaient étre des intermédiaires entre les LSK FIt3™ et les

CLP (Adolfsson et al., 2001).

La majorit¢ des LSK FIt3" possédent un potentiel myéloide mais pas méga-
érythrocyte. De plus, ces cellules (nommées LMPP : lymphoid-primed multipotent
progenitor) ont une augmentation de I’expression de I'I[L7Ra (impliqué dans le
développement des lignées B et T) ce qui suggeére un biais vers la voie lymphoide
(Adolfsson et al., 2005). Les LMPP (LSK FIt3") correspondent ainsi aux MPP2 et
MPP3 identifiés par I’équipe de M. Kondo.

2) La localisation des MPP dans la MO _ est liée a leur potentiel de

différentiation

Les niches sont des environnements importants pour les cellules leur conférant leurs
propriétés (comme I’auto-renouvellement pour les CSH). Méme si aucun mécanisme
clair n’a été dessiné, il apparaitrait que les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR),
en particulier CXCR4 et son ligand SDF1 pour les CSH, soient impliqués dans la
localisation et les interactions entre les cellules stromales et les progéniteurs. Les
GPCR sont des récepteurs qui suite a la liaison de leur ligand entraine 1’activation de
leur protéine G qui va alors échanger son GDP (guanosine diphosphate) pour un GTP
(guanosine triphosphate) et pourra alors interagir et activer par phophorylation un
effecteur et ainsi une voie de signalisation (Nagasawa, 2006). Afin de voir si les
GPCR sont impliqués dans la localisation des MPP et ainsi dans leur potentiel de
différentiation, la toxine pertussis (PTX, inhibiteur des GPCR) a ¢été utilisé. La
migration et la prise de greffe des MPP dans la MO ne sont pas influencés par les
GPCR. Par contre, I’injection de MPP VCAM1™ (MPP3) provenant de souris GFP et
de PTX entraine une augmentation de la différentiation my¢éloide de ces cellules qui ne

se retrouve pas en culture sur méthylcellulose. L’équipe de M. Kondo émet alors
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I’hypotheése qu’il doit y avoir deux microenvironnements un qui permet la
différentiation myéloide et ’autre qui la bloque. La localisation dans 1’une ou ’autre
de ces niches dépendrait des GPCR. En utilisant des MPP VCAM1 et VCAM1"
provenant de donneur GFP", il a ainsi été possible de voir ou ces cellules allaient se
nicher dans le fémur de souris receveuses.

MPPLel MPP2

Dillérenlialion
rmyéloide

/M MPP3

~ Régionexterne /
Region
endostéale Région interne

—

Os Sinus central

Figure 5 : Représentation de la structure de la MO d’un fémur (adapté de (Lai et
al., 2009)).

La MO contenu dans I’os comprend différentes régions (entre 1’os a proprement dits et le
sinus central) dans lesquels les sous-populations de MPP ont pu étre localisées grace a la
visualisation de cellules provenant d’une souris GFP".

Ces travaux indiquent que les MPP VCAMI1" se trouvent au niveau des régions
endostéale et externe, lieu spécifique qui doit initier et supporter la différentiation
my¢loide, alors que les MPP VCAMI™ se situent dans la région interne proche du sinus
central ou cette différentiation n’a pas lieu. En effet, toujours en utilisant les propriétés
du PTX, les auteurs constatent que les MPP VCAMI ™ ne se trouvent plus au niveau du
sinus mais dans la méme région que les MPP VCAMI1" (et les GMP) impliquant ainsi

les GPCR dans leur localisation (Lai et al., 2009).
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Malgré le fait que le role des cytokines ou tout autre facteur reste mal connu dans
I’influence du choix vers une différentiation myéloide ou lymphoide, la localisation
des progéniteurs est importante pour leur devenir et ici, les MPP doivent migrer (de
facon GPCR dépendante) vers le sinus central afin de s’éloigner du devenir
my¢loide ou de recevoir des informations permettant la différentiation lymphoide. En
effet, la localisation des cellules dans des niches spécifiques ne nous dit pas si
I’influence de chaque microenvironnement entrailne un devenir ou si c’est
I’¢loignement d’un environnement « myéloide » qui entraine un choix vers le lignage
lymphoide. Pour cela, la caractérisation des microenvironnements de la MO

permettrait de connaitre les moyens de régulation d’un choix my¢loide ou lymphoide.

C) Les progéniteurs lymphoide commun (CLP)

1) Identification et caractérisation du CLP

Dans I’hématopoicse, il n’est pas certain que les lymphocytes B et T se développent a
partir d’'un progéniteur multipotent ou d’un progéniteur plus engagé vers la voie

lymphoide.

Etant donné que [D’interleukine 7 (IL7) est une cytokine importante pour le
développement des lymphocytes B et T (Peschon et al., 1994), les cellules de la MO
ont été trices en utilisant les marqueurs habituels (Lin, c-Kit et Scal) et le récepteur a
I’IL7 (IL7Ra). Parmi les cellules Lin’, une petite population ILRo” et c-Kit°Scal a
¢été isolée et testée pour définir ses différentes potentialités. Ces progéniteurs, dans les
souris receveuses létalement irradiées, ont généré des cellules B, T et natural killer
(NK) mais aucun granulocyte ou monocyte (Grl”™ ou Macl"). De plus, ces derniéres
ont une cinétique de génération de cellules lymphoides plus rapide que les CSH

(environ 7 a 10 jours plus tot). Afin de confirmer que cette population ne donnait pas
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naissance au lignage myé¢loide, les progéniteurs ont ¢ét¢ mis en culture sur
méthylcellulose (permettant la différentiation my¢loide) mais aucune colonie n’a été
formée confirmant ainsi que ces cellules sont engagées vers la voie lymphoide d’ou
leur nom de CLP (Kondo et al., 1997). L’identification de ces cellules démontre
I’existence d’une population de progéniteurs engagés vers la différentiation
lymphoide. Il existe depuis une polémique, sur la potentialité¢ de ces cellules et surtout
sur leur capacité a circuler, migrer vers le thymus et générer des lymphocytes T, ce

dont je discuterais plus loin.

2) Les différentes sous-populations de CL.P selon ’expression de F1t3

Les CLP peuvent étre caractérisés sur la base du marqueur FIt3 en deux sous-
populations. Les expériences in vivo et in vitro ont démontré que les CLP FIt3"
donnent des cellules B (CD19"), T (TCRB") et NK (NK1.1") alors que les CLP FIt3  ne
donnent que des cellules B et cela méme dans le cas d’injection intra-thymique. De
plus, les CLP ne donnent pas de cellules de la lignée myéloide in vivo et in vitro. En
effet, les CLP peuvent donner quelques cellules Macl” (pas de Grl") mais qui serait
selon les auteurs soit des cellules dendritiques (CD) car elles expriment aussi CD11c
soit des NK (Karsunky et al., 2008). Identifier les CD en utilisant Mac1l et CD11c est
insuffisant car ces deux marqueurs sont aussi présents sur les macrophages et les
monocytes. Il est ainsi important d’ajouter d’autres marqueurs tels que le CMH de
classe II (complexe majeur d’histocompatibilité) assurant la présentation de l'antigene
aux lymphocytes T afin de les activer. Ceci permettrait dans un premier temps de

discriminer cellules NK et CD (le CMH II est aussi exprimé sur les macrophages).

Plus récemment, les CLP FIt3™ en culture générent des cellules B et NK, et sont plus
rapides d’environ deux jours dans la génération de lymphocytes B que les CLP FIt3".
De plus, la mise en culture de ces derniers entraine une perte de FIt3 et I’apparition de
cellules ayant les caractéristiques des CLP Flt3". Ces données démontrent ainsi une

hiérarchie entre les deux sous-populations de CLP : les CLP Flt3" générent des cellules
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T, B, NK et CLP FIt3" qui sont quant a eux bipotent B / NK (Pereira de Sousa,

communication personnelle).

Cellules

B. Tzt Cellules B
NK et NK
t 1
MPP CLPFIt3* CLPFIt¥
0—-0—-0
Dans les cellules Lin~
Scal + faible faible
c-Kit + faible faible
Fli3 + + -
VAN + - -
IL7Re - + -

Figure 6: Phénotypes et potentiels de différentiation des CLP (d’apreés
(Karsunky et al., 2008) et Pereira de Sousa, communication personnelle).

Dans les cellules Lin™ de la MO, il existe différentes populations dont les CLP. Ces derniers
ont une diminution de I’expression de Scal et c-Kit, et expriment I’IL7R. Selon leur
expression de FIt3, les CLP ont différentes potentialités tout en restant des progéniteurs
lymphoides.

3) Controverse sur la potentialité T des CLP

Depuis la découverte du CLP, deux hypothéses sont confrontées sur le fait que ce
progéniteur peut donner naissance ou non au lignage T (en effet sa capacité a donner
des cellules B n’est pas remise en question). Je vais ainsi développer ci-dessous

quelques exemples de cette controverse.

Lors de sa découverte par I’équipe d’I.LL. Weissman en 1997, le CLP a été décrit
comme le progéniteur lymphoide commun (a 1’origine des lignées B et T) (Kondo et

al., 1997).
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En 2003, I’équipe d’A. Bhandoola a comparé phénotypiquement et fonctionnellement
le progéniteur T précoce (ETP, early T lineage progenitor) du thymus avec le CLP de
la MO.

» La réponse a I’'IL7 (facteur de survie) des ETP et CLP est différente in vitro :
les ETP ne répondent pas, suggérant que fonctionnellement ces derniers sont
différents des CLP.

» Les ETP ont des niveaux d’expression de marqueurs de surface identique aux

LSK, comparativement aux CLP.

LSK

(Lin Sca-1* c-Kith) BM CLP

b A
l;?ca-1 : ==
1
:c-Kit i I
d W
I;IL-?F{a >

Figure 7 : Comparaison de ’expression de marqueurs de surface sur les LSK,
CLP et ETP (Allman et al., 2003).

Histogrammes représentant ’expression de Scal, c-Kit, IL7Ra et CD27 sur les ETP
(histogramme plein gris clair), les LSK (trait noir a gauche) et les CLP (trait noir a droite) de
la MO.

» Les ETP générent peu de cellules B par rapport aux CLP (100 fois moins de
cellules CD19") a J21 post-greffe alors que les CLP donnent des lymphocytes B

dés J13. Ces résultats ont été confirmés en culture sur le stroma S17.
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» Les ETP, 3 semaines post-injection intra-thymique, générent 100 fois plus de
thymocytes DP (double positifs, CD4'CD8") que les CLP. 4 semaines post-
greffe, les ETP sont toujours la source de DP contrairement aux CLP. Les ETP
permettent le développement des DP sur une plus grande période de temps et en
plus grande quantité que les CLP.

» Pour finir les auteurs, en utilisant des souris déficientes pour Ikaros (arrét
précoce du développement B), ont remarqué que ces derniéres n’avaient pas de

CLP mais possédaient une fréquence normale d’ETP.
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Figure 8 : Nombre absolu d’ETP dans les thymus de souris sauvages et Ikaros™

(Allman et al., 2003).
Le nombre absolu d’ETP entre les souris Ikaros”" et Ikaros”™ n’est pas statistiquement
différent.

La conclusion de ce travail est que les ETP peuvent se développer via une voie
indépendante du CLP et qu’ils proviennent d’un progéniteur hématopoiétique plus
précoce que les CLP (Allman et al., 2003). Cette étude permet ainsi de démontrer que
le précurseur le plus précoce du thymus (ETP) est différent du CLP en termes de
potentialité et phénotype. Il aurait alors été plus intéressant de comparer les ETP aux
MPP plutét qu’aux LSK totaux car la controverse de 1’origine de la lignée T se porte

entre le CLP et le MPP.

Par la suite, la comparaison du potentiel myéloide et B des thymocytes a permis de
démontrer que les DN1 en culture généraient des cellules Macl” mais pas de cellules
B, les DN2 ont eux perdu aussi le potentiel de donner des macrophages. Par contre, in
vivo, ces cellules (DN1 et DN2) sont capables de donner les CD et les macrophages

thymiques (Wada et al., 2008). Le CLP, quant a lui, génére trés peu de cellules Macl”
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et beaucoup de lymphocytes B (Karsunky et al., 2008; Kondo et al., 1997). Ces
données consolident ainsi 1’hypothése que le CLP ne serait pas a l’origine de la

population DNI1.

De plus, suite a I’analyse du sang de souris sauvage, les CLP ne sont pas détectés alors
que le sang est une voie de passage obligatoire pour coloniser le thymus (Schwarz and

Bhandoola, 2004).

Quelques années apres, 1’équipe d’1.L. Weissman a repositionné le CLP comme étant

la source majeur du lignage T.

» Aprés avoir isolé et greffé différentes populations (en testant plusieurs
marqueurs), une population LinF1t3"CD27" a été identifiée comme contenant le
plus d’activité T et, est majoritairement constituée de CLP et MPP (Serwold et
al., 2009).

» Suite a des expériences de transplantations des CLP et MPP dans des souris
sub-létalement irradiées, I’analyse des thymus démontre que les CLP, a J7 post-
greffe, donnent des thymocytes mais pas de DP alors que les MPP ne génére
pas de cellules ; a J14 les CLP donnent beaucoup plus de DP que les MPP. A
J21 les deux types de progéniteurs donnent autant de DP et a J28 la tendance
s’inverse. En effet, il y a une diminution du pourcentage de DP obtenues suite a

I’injection des CLP alors que les MPP en donnent toujours autant.
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Figure 9 : Pourcentage de thymocytes DP provenant des progéniteurs donneurs
(Serwold et al., 2009).

Le graphe montre le pourcentage de DP provenant de 1’injection de MPP (rond) ou de CLP
(triangle) a différents temps de cinétique post-injection (7, 14, 21 et 28 jours). A J14 et J28,
les différences sont significatives.
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Ces expériences permettent ainsi de constater que les CLP donnent des DP plus
rapidement que les MPP mais que ces derniers persistent plus longtemps : les MPP se
différencieraient en progéniteurs (certainement des CLP) qui eux coloniseraient le
thymus (d’ou le délai de colonisation et la persistance de DP J28 post greffe car les
MPP sont encore un peu douée d’auto-renouvellement). Aprés greffe de MPP, des
CLP sont détectés confortant I’hypothese que les MPP doivent se différencier en CLP
avant colonisation du thymus (Serwold et al., 2009). Le probléme ici est que les
auteurs se sont intéressés uniquement aux MPP en général et non aux diverses sous-
populations qui comme je 1’ai démontré auparavant ont des potentialités tres
différentes (cf. figure 4). Ceci expliquerait facilement le délai de colonisation du
thymus car les MPP3 (biais¢ lymphoide) sont minoritaires dans la MO et il est donc
nécessaire suite a une greffe de MPP totale d’attendre un délai pour les obtenir. De la
méme fagon, ils auraient du étudier, suite a la greffe des MPP, la présence des

différentes sous-populations de MPP en plus de celle des CLP.

Parmi le large éventail d’articles concernant le sujet controversé qu’est la potentialité

T du CLP, je vous en ai présenté quelques uns qui me semblent les plus représentatifs.

D) Les cellules matures

1) La lignée myéloide

La découverte du CLP a suggéré I’existence d’un progéniteur myéloide commun
(CMP). Comme I’expression de I’IL7Ra marque le CLP et les autres progéniteurs
lymphoides, Akashi et al. ont cherché le CMP dans la fraction IL7Ra” de la MO et ont
constaté que le potentiel myéloide était contenu dans les cellules de phénotype Lin
Scalc-Kit' IL7Ra. Par la suite, 1’expression du FcyR (récepteur au Fcy qui est un
marqueur important des cellules myéloides permettant la phagocytose) et de CD34
(marqueur des CSH) a permis la mise en ¢évidence de 3 sous-populations de

progéniteurs myéloides (in vitro et in vivo).
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Myeloid pathway
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Figure 10 : Les différents progéniteurs de la lignée myéloide et leur devenir
(adapté (Akashi et al., 2000)).

Les 3 sous-populations sont ainsi: - FcyR°CD34" donnant toutes les cellules myéloides
(CMP),

- FeyR°CD34 donnant les mégakaryocytes et les
érythrocytes (MEP : progéniteurs méga-érythrocytes),

- FcyR'CD34" donnant les macrophages et les
granulocytes (GMP : progéniteurs macrophages-granulocytes).

De plus, les auteurs n’ont détecté aucune activité T ou B a la suite de la greffe de ces
précurseurs et ont également constaté que le CMP (comme le CLP) avait une capacité
d’auto-renouvellement limitée car 4 semaines apres injection ces différents

progéniteurs ne généraient plus de cellules (Akashi et al., 2000).

Depuis, comme il a été démontré précédemment (figure 4), la séparation entre le
lignage lymphoide et my¢loide est beaucoup moins drastique que ce qui était pens¢ a
I’époque de la découverte du CMP (et du CLP). En effet, le potentiel myéloide est
perdu de fagon graduelle puisque les MPP1 générent le CMP (qui donne lui-méme
comme décrit ci-dessus le GMP ou GM et le MEP ou MegE) et les MPP2 le GMP (Lai
and Kondo, 2006; Lai et al., 2005).

La différentiation des cellules my¢loides, comme toutes les cellules du systéme
immunitaire (sauf les lymphocytes T), se fait dans la MO. Une fois matures, les

différentes cellules my¢éloides peuvent alors circuler a la recherche d’un antigéne.
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2) Lalignée des lymphocytes B

La différentiation des cellules B a été trés bien caractérisée et comprend plusieurs
stades de développement. En effet, différents groupes de précurseurs expriment le
marqueur des cellules B, B220. Ces différentes sous-populations de progéniteurs
localisées dans la MO ont été définies selon I’expression de marqueurs phénotypiques
(CD19, CD43 et CD24) mais aussi selon ’avancement du réarrangement des geénes qui
codent pour le récepteur des cellules B (BCR ou immunoglobuline) (Hardy et al.,
1991). En effet, le réarrangement de ces génes est une étape importante dans le

développement des lymphocytes B et est trés régulé (se déroule dans un ordre précis).

Les cellules B quittent alors la MO pour aller dans les organes lymphoides secondaires

(rate, ganglions) ou elles pourront entrer en contact avec des antigenes.

Fraction A

(pre-pro- Fraction B/C FractionD  |Immature Mature Plasma
B cellj pro B cell) pre Beel) Becell B cell -::ell
Bzzo* B220* Bzzo- Bz220° B220°

KIT- KIT* KIT KIT KIT

CD19- CD1s* CD1g CD19* CD19*

FLT3" FLT3" FLT3 FLI3 FLT3

CD2 4w CD24 CD2# CD24 CD24'ewi=

CD43° CD43" CD43 CD43- CD43

lgM- IlgM- IgMi- IgW* lgM~"IgD*

Figure 11 : Les différents stades de développement des lymphocytes B (Nagasawa,
20006).

Grace a I’expression de différents marqueurs de surface et aux réarrangements du BCR, les
progéniteurs B ont été subdivisés en différents sous-groupes : des cellules pré-pro B, des pro-
B, des pré-B puis des cellules B immatures et enfin des lymphocytes B matures.

3) Lalignée des lymphocytes T

Le développement et la maturation des cellules T se fait dans le thymus (contrairement
aux autres lignées sanguines), suite a I’entrée d’un progéniteur, toujours méconnu,

provenant de la MO.
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a) La structure du thymus

Le thymus est constitué de deux lobes reli¢s. Chaque lobe comprends deux régions :
une partie centrale appelé médulla et une partie périphérique le cortex. Plusieurs types
cellulaires différents composent 1’architecture du thymus: des macrophages, des
cellules dendritiques et majoritairement des cellules épithéliales thymiques médullaires
(dans la médulla) ou corticales (dans le cortex). Ces cellules épithéliales sont des
composants essentiels du thymus qui permettent le développement des cellules T.
Grace aux vaisseaux sanguins et aux vaisseaux lymphatiques efférents qui se situent au
niveau de la jonction cortico-médullaire, les progéniteurs lymphoides peuvent entrer

dans le thymus et les lymphocytes T matures sortir (Rodewald, 2008).
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Figure 12 : La différentiation des cellules T dans le thymus (Rothenberg et al.,
2008).

Une fois entré via les vaisseaux sanguins au niveau de la jonction cortico-médullaire, le
précurseur va subir plusieurs étapes de maturation en circulant au travers du thymus pour
donner des lymphocytes T matures qui sortiront du thymus via les mémes vaisseaux.
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b) Le développement intra-thymique

Les thymocytes sont dits triples négatifs (TN) car ils n’expriment pas les marqueurs
des cellules T matures (CD8, CD4 et CD3) (ou comme dans la figure 11, DN pour
double négatifs : CD8CD4"). Les TN ont ainsi été subdivisés en 4 sous-populations
selon leur degré de maturation grace a ’expression des marqueurs CD44 (molécule
d’adhésion) et CD25 (chaine a du récepteur a I’'IL2) (Godfrey et al., 1993). Les plus
immatures sont les TN1 (aussi appelé ETP) qui vont ainsi donner des TN2, puis des
TN3 et enfin des TN4. Pendant cette maturation, ces cellules vont perdre leur potentiel
de développement en lignées non-T, et gagner les caractéristiques des lymphocytes T.
En effet, entre le stade TN2 et TN3 les cellules seront completement engagées vers la
lignée T, et vont commencer a réarranger les genes des TCRy, TCRd et TCR. Les
cellules non engagées dans la lignée yo exprimeront ensuite les 2 corécepteurs CD4 et
CDS pour devenir des cellules doubles positives (DP : CD4'CDS8") et réarranger le
TCRa. Apres sélection (positive et négative) du TCRaf, ces DP se différencient en
cellules T matures dites simples positives (SP) qui expriment soit CD8 soit CD4

(Rothenberg et al., 2008).

II. Les précurseurs T extra-thymiques

Il existe également des progéniteurs restreints a la voie T en dehors du thymus : ce
sont les précurseurs T extra-thymiques. Plusieurs précurseurs (partageant I’expression
de Thyl et CD44) ont ainsi été identifiés dans différents organes lymphoides : la MO,
le sang, I’intestin et la rate. Ils doivent ensuite coloniser le thymus afin d’y terminer
leur développement en cellules T matures. Il est alors logique de penser que ces
cellules contribuent au développement T en contournant les premicres étapes de

différenciation intra-thymique (ces précurseurs sont proches des stades thymiques TN2

/ TN3).
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A) La moelle osseuse

L’équipe de S. Strober, en 1999, a mis en évidence une population de cellules

restreintes a la lignée T dans la MO (Dejbakhsh-Jones and Strober, 1999).

Dejbakhsh-Jones et al. ont pu identifier des précurseurs CTP (commited T cell
progenitors) de phénotype LinThy1.2'CD44"'CD16 ' CD2". Ces cellules sont capables
de générer des cellules T suite a des expériences de greffe et en culture. En effet en
culture (en présence de cellules de MO déplétées en lymphocytes T) elles sont
capables de se développer en DP en 44h puis en SP TCRap" CD4" ou CD8" en 48h.
Au cours de la culture les CTP acquicrent I’expression de CD2 et perdent celles de
CD44 et CD16. Par contre si des lymphocytes T matures sont ajoutés a la culture, la
différentiation est inhibée et plus particuliérement la transition de TCRof" @ TCRof"

(Dejbakhsh-Jones and Strober, 1999).

Greftés, les CTP générent des cellules TCRaf" mais pas de cellules B (B220), NK
(NK1.1) ou my¢éloide (Grl et Macl). Dans ces conditions, le thymus est moins
reconstitué¢ que la périphérie. En effet, le nombre absolu de cellules T donneur dans
'h6te est environ 40 fois plus faible que dans une souris sauvage alors que dans la MO
il est 10 fois plus important (suggérant ainsi que la maturation peut se faire en dehors
du thymus ou que sa colonisation est trés rapide). Les CTP n’ont fait aucun
réarrangement du TCR (par PCR) mais expriment Ragl, Rag2 et pTa (par RT-PCR)
(Dejbakhsh-Jones et al., 2001).

Le CTP est détecté dans la MO de souris athymiques mais n’est pas fonctionnel (du a
une mutation de FoxN1, essentielle a la maturation des cellules épithéliales chez la
souris nu/nu (nude)). En effet, le nombre de CTP dans ces souris est trés réduit di a
une diminution des cellules en cycles (BrdU) et a une augmentation de 1’apoptose
(annexine V et iodure de propidium)). De plus, ces CTP n’expriment pas pTa et ne
sont pas capables de reconstituer le compartiment T lors d’expériences de greffe
(Chatterjea-Matthes et al., 2003). Par contre, les CTP greffés dans des souris
athymiques (nu/nu) génerent des cellules T qui sécreétent de I’interféron y (apres

stimulation in vitro) et protégent les souris receveuses contre 1’infection 1étale avec le
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CMYV murin. Le CTP peut donc générer des lymphocytes T fonctionnelles par une voie

extra-thymique (Garcia-Ojeda et al., 2005).

Les CTP sont des progéniteurs T qui expriment des genes spécifiques de la lignée T et
sont capable de générer des lymphocytes T mature par une voie extra-thymique. Mais,
les CTP ne peuvent pas étre générés dans des souris nu/nu a cause (selon les auteurs)
de D’effet de la mutation FoxN1 sur le microenvironnement de la MO ce qui a été
conforté par des injections de CSH dans des souris thymectomisées qui ont réussi a
donner des CTP. Il serait donc intéressant de confirmer et de déterminer en quoi la
mutation de FoxN1 rend I’environnement de la MO de souris nude anormale (surtout
lorsqu’on prend en compte le fait que ces souris n’ont pas de défaut apparent dans les
cellules progénitrices de la MO). Il faut aussi s’assurer de la pureté du tri fait car il
peut y avoir une contamination provenant de cellules T matures (CD4") présentes dans

la MO.

B) Le sang

Plus récemment, 1’équipe d’H. Von Boehmer a mis en évidence une population de
précurseurs restreints a la lignée T dans le sang de souris transgéniques qui expriment
le CD25 humain (hCD25) sous le contrdle du promoteur de pTa (Krueger and von
Boehmer, 2007).

Dans la circulation les auteurs ont retrouvé 0,06% de cellules Lin'hCD25" dont
quelques unes expriment B220: les LinhCD25B220" sont c-KitTL7RaFlIt3"
Scal 'CD44'Thyl.1”" alors que les LinhCD25'B220° sont c-Kit'IL7Ra FIt3"
°Scal ' CD44 Thyl.1". Aprés 18 jours en co-culture sur OP9-DLI, seules les cellules
B220" donnent des lymphocytes T et sur OP9 elles donnent des cellules NK et B (et
pas de cellules T ce qui suggére que ces précurseurs ont besoin de Notch pour se
différencier). Le potentiel des LinhCD25'B220" de générer des lymphocytes T est
beaucoup plus grand que celui de donner des cellules B et NK d’ou son nom de CTP

(circulating T cell progenitor). Cette population ne fait aucune colonie en culture sur
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méthylcellulose et n’a donc pas de potentiel myéloide. Cependant, les CTP sont
bipotents T et NK (démontré in vivo). Ils expriment le ligand a la P-sélectine et CCR9

(qui sont des protéines facilitant I’entrée au thymus).

Les CTP sont aussi retrouvés dans des souris athymiques (nu/nu) (dans des proportions
similaires aux souris sauvages) et sont fonctionnels (donnent des DP sur OP9-DL1)
contrairement aux CTP de la MO. Ceci indique donc que les CTP ne dérivent pas du
thymus. L’inhibition de Notch dans les cellules Lin" de la MO des souris transgéniques
hCD25 (grace a un rétrovirus exprimant un dominant négatif d’un co-activateur de
Notch (mastermind like 1) entraine une réduction du nombre d’ETP. Cependant le
nombre de CTP est normal indiquant qu’ils n’ont pas besoin de Notch pour leur
génération mais seulement pour donner des cellules T matures (Krueger and von

Boehmer, 2007).

Cette population de cellules semble donc bien étre des précurseurs générant des
lymphocytes T mature qui ne proviennent pas de fuites des thymocytes du thymus
(Lambolez et al., 2006) car ils sont présents dans des souris nude. Par contre, ces
cellules ont ¢été identifiées dans des souris transgéniques et pour étre validée cette

¢tude doit étre réalisée dans des souris sauvages.

C) L’intestin

Les lymphocytes T intra-épithéliaux (LIE) de I’intestin permettent de protéger la
muqueuse intestinale contre les antigénes exogenes. Dans la souris normale, 50% des
LIE de l’intestin gréle ont un phénotype identique aux lymphocytes T périphériques
TCRoB Thyl” (CD8aB" ou CD4") et 50% sont CD8aa” (TCRap” ou TCRyS") et sont
appelés LIE non conventionnels. Dans la souris athymique, les LIE sont
majoritairement CD8ao TCRyS'. Ces derniers auraient donc une origine extra-

thymique (Rocha et al., 1995).

L’¢équipe d’H. Ishikawa a donc cherché a identifier un progéniteur des LIE non

conventionnels dans I’intestin. Par des sections du tube gastro-intestinal et une
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coloration éosine/hématoxyline, de nombreux petits agrégats d’environ 1 000 cellules
lymphoides ont été¢ mis en évidence (dans le petit et le gros intestin). Ces clusters sont
situés au niveau des cryptes intestinales et sont ainsi nommés cryptoplaques (CP). La
majorité de ces cellules (70%) sont des cellules Lin™ et expriment c-kit, IL-7R et Thyl.
De plus, par immunohistochimie, ils ont pu démontrer que 30% des cellules des CP
sont des cellules dendritiques (CD11c") localisées en périphérie de ces cellules Lin'.
Les CP commencent a étre détectées a partir de 14 jours apreés la naissance et sont
maintenues (en nombre et en cellularit¢) chez des souris agées (114 semaines). De
plus, elles sont retrouvées dans plusieurs souris mutantes dont des souris athymiques
(nu/nu), mais sont absentes des souris IL-7R”" suggérant un role important des signaux
médiés par I’[L-7 pour I’existence de ces structures ou des cellules les composant

(Kanamori et al., 1996).

Saito en 1998 a réalisé des expériences de greffe des précurseurs (Linc-Kit") des CP
provenant de souris nude a des receveurs immunodéficients (SCID : severe combine
immunodeficient) irradiés. Ces cellules ont généré des LIE CDS8aa TCRap' et
TCRy&" mais aucune cellule B. Ceci suggére que les cellules présentes dans les CP
sont les précurseurs des LIE non conventionnels indépendants du thymus (Saito et al.,

1998).

De méme, Lambolez et al. ont montré que I’injection des précurseurs (Lin'c-Kit") des
CP de souris normales dans des souris Rag2”yc” thymectomisées et irradiées entraine
la production des LIE CD8aa TCRaf" et TCRyS". Ces différents travaux ont ainsi
permis de mettre en évidence un lien direct entre les précurseurs trouvés dans les CP et
les LIE non conventionnels. De plus, I’analyse de I’expression génique montre
I’engagement T des précurseurs des CP (tres peu de cellules expriment
I’ARNmessager (ARNm) de CD3¢ (6%), Ragl (5%) et pTa (2%)) (Lambolez et al.,
2002). On peut ainsi penser que soit les précurseurs présents dans les CP sont tres

immatures, soit représentent une faible fraction des cellules.

I1 a été¢ démontré que le thymus exporte non seulement des cellules matures mais aussi
des thymocytes immatures qui quittent le thymus avant d’avoir réarrangé leur TCR

(Lambolez et al., 2006). Plus précisément une population de thymocytes immatures
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(TN CD44"CD25™) peut quitter le thymus, migrer dans le sang et coloniser I’intestin.
La greffe de ces cellules conduit a la génération de tous les LIE dans des souris
athymiques. Ceci prouve donc que ’intestin est un organe lymphoide primaire au sein
duquel des précurseurs peuvent réarranger leur TCR et s’engager vers le lignage
TCRaf ou TCRyd (Peaudecerf et al., 2011). Ceci confirme que des précurseurs T dans

I’intestin peuvent se différencier in sifu afin de donner des LIE matures.

D) La rate

L’¢équipe de S. Ezine, en 2002, a mis en évidence I’existence de précurseurs restreints

a la lignée T dans la rate (Lancrin et al., 2002).

Ces derniers de phénotype LinThyl” ont, dans un premier temps, été identifiés au
niveau de colonies spléniques 12 jours (SC12) apres injection de MO dans des souris
irradi€es létalement. L expression de CD44 a permis de définir deux groupes : environ
la moitié de ces précurseurs sont CD44". Les cellules LinCD44" expriment peu de
CD3¢ (1,3%) et encore moins de pTa alors que les précurseurs Lin CD44" expriment
quasiment tous CD3e et 7,6% pTa. De plus, ces derniers ont commencé le
réarrangement du TCRP contrairement au Lin'CD44" (aucune des deux populations
n’a réarrangé¢ le TCRa). Ceci indique que la population Lin'CD44" contient des
cellules pré-T. Suite a des injections intra-thymiques dans des souris sub-Iétalement
irradiées (600rad), les deux populations sont capables de générer des cellules T mais
avec une cinétique de reconstitution différente. En effet, les Lin'CD44" sont plus rapide
a donner des DP mais elles ont un potentiel d’expansion plus faible que les LinCD44",
Ces deux populations colonisent le thymus et le reconstituent suite a des greffes a des
souris irradiées sub-létalement. Les précurseurs CD44" générent des cellules B et NK
mais pas les CD44". Aucune des deux populations ne générent de cellules myéloides in
vivo (trés peu de colonies in vitro en cultures sur méthylcellulose). Enfin, suite a des
injections intra-thymiques des cellules provenant de donneurs sauvages ou

athymiques, i1l n’y a aucune différence de potentialit¢ démontrant que le thymus
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n’influence pas 1’engagement T de ces progéniteurs. De plus, les cellules Lin'CD44"
sont les plus immatures (génération de T, B et NK) mais les Lin'CD44" produisent des

cellules T plus rapidement (et pas de B ou NK) (Lancrin et al., 2002).

Afin de confirmer que le thymus n’influence pas I’engagement T de ces précurseurs, le
profil d’expression de différents geénes (CD3e, Gata3, Ragl et pTa important pour la
lignée T) a été étudié dans les cellules Lin'CD44" (obtenues de souris athymiques ou
sauvages). Chez les souris athymiques, CD3e (67,5% versus 96,4%) et Gata3 (42,5%
versus 70,6%) diminue légerement démontrant ainsi que 1’influence du thymus n’est
pas requise pour l’engagement T mais qu’il augmente I’expression des genes T
spécifiques. Suite a I’injection de ces précurseurs dans des souris athymiques, aucune
cellule T mature n’a été détectée, mais apres 4 semaines (post-greffe) quelques cellules
TCRy8" ont été retrouvées dans I’intestin. Ces précurseurs ont donc besoin de signaux
du thymus ou de 1’épithélium intestinal pour se différencier en lymphocyte T. Suite a
la comparaison phénotypique de plusieurs marqueurs comme c-Kit, les cellules Lin
CDA44" ne sont identiques a aucune population TN (cependant certains marqueurs sont
communs). Suite & des expériences de greffe intra-thymique de souris irradiées sub-
létalement, les cellules Lin'CD44" donnent des DP et des SP plus tardivement que les
TN (TN3 et TN4) et ont un potentiel d’auto-renouvellement limité¢ (11 jours post-
greffe il n’y avait plus de cellule donneur). Des résultats similaires ont été obtenus in
vitro (culture sur OP-DLI1). Afin d’étre en condition plus physiologique, ces
précurseurs ont été greffé (en circulation) et ont alors acquis des capacités d’expansion
et d’auto-renouvellement qui n’existaient pas lors de 1’injection intra-thymique. Ainsi,
les cellules Lin'CD44" sont engagées dans la lignée T sans ’influence du thymus mais
pour leur différenciation en lymphocytes, elles ont besoin de ces signaux (Arcangeli et

al., 2005).

Ces précurseurs T de la rate (LinThyl.2°CD44" multipotents et Lin Thy1.2°CD44™
restreints T) sont retrouvés dans les souris receveuses avant I’émergence des ETP dans
le thymus (2 semaines contre 3 post-greffe respectivement) (Maillard et al., 2006).
Ceci indique que les précurseurs T extra-thymiques peuvent contribuer a la

reconstitution du compartiment ETP apres greffe de MO.
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Des cellules LinThy1.2", dont la majorité exprime CD25, CD44 et I'IL7Ra, ont été
identifiées dans la rate (et le sang) de souris B6 (non manipulées) mais aussi de souris
nude athymiques. Dans ces derniéres (et les souris thymectomisées), la population Lin®
Thy1.2" est beaucoup plus abondante que dans la rate de souris B6 démontrant ainsi
que ces cellules y sont retenues en absence de thymus. L’¢tude de différentes souris
immuno-déficientes et 1’absence de cellules LinThy1.2" des souris Rag2”", Rag2” 'yc'/ )
et IL7", démontre I’importance de 1’IL7 et de la machinerie Rag dans la génération de

ces dernicres (Gautreau et al., 2007).

La greffe de cellules Lin'Thyl.2" (dans le thymus ou la circulation) ne donnent ni
cellules myéloides ni B ni NK. Leur greffe dans des souris thymectomisées CD3e”"
n’entraine la génération d’aucune cellule mis a part quelques LIE démontrant ainsi la
nécessité de ces cellules de coloniser le thymus pour donner des cellules T matures. /n
vitro, sur OP9-DL1, les précurseurs Lin'Thyl.2" se développent plus lentement et
donnent moins de cellules que les TN3. Enfin, environ 10% des Lin" Thy1.2" expriment
CCR9 (chemokine receptor 9) et une majorit¢ de ces précurseurs 1’expriment dans le
sang de souris sauvage contre 2% dans la souris nude. Ainsi ces précurseurs CCR9"
semblent étre retenus dans la rate en absence de thymus (Gautreau et al., 2007) ou ont

besoin de signaux provenant du thymus pour 1’exprimer.

Pour terminer, le role de Notch dans la génération de ces précurseurs T de la rate a été
étudié. Pour cela, des transplantations de cellules de MO provenant de souris Notch1™,
Notch2”™ et Notchl”Notch2™” (réalisé en utilisant le systtme Cre-Lox) ont été
effectuées. A J12 post-greffe, les cellules Thy1.2" sont identifiés dans les souris ayant
recu une greffe de MO provenant de souris Notchl™ et Notch2” (identique au
contrdle) alors que celles ayant recu la MO Notchl”Notch2™ ne contiennent aucun
précurseur. Ces résultats permettent ainsi de démontrer que les précurseurs T
spléniques ont besoin de la signalisation Notchl ou Notch2 pour leur génération

(Besseyrias et al., 2007).

Les cellules LinThy1.2" représentent une population de précurseurs engagés vers la
lignée T ne nécessitant pas de thymus pour leur génération mais dépendant de la

signalisation Notch. Pour donner des lymphocytes T matures, ces dernieres doivent
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coloniser le thymus en rentrant directement a un stade TN3 dont elles sont trés
proches. En effet la présence de DL1 dans la rate assure le maintien des précurseurs T
spléniques et seul DL4, présent dans le thymus, pourra permettre la maturation finale
en cellules T matures. Ces cellules représentent ainsi un pool capable de générer

rapidement des T matures.

I1 existe ainsi plusieurs populations de précurseurs engagés dans la lignée T avant leur
passage dans le thymus démontrant ainsi que plusieurs types cellulaires peuvent
coloniser ce dernier. Ces différents précurseurs pourraient donc constituer des
compartiments de réserve surtout sollicit¢ en cas de lymphopénie qui permettraient
ainsi une génération de lymphocyte T mature plus rapide que celle réalisée par les
progéniteurs de la MO. Dans des conditions homéostatiques, ces cellules pourraient
aussi faire partie d’un pool de précurseurs T colonisant le thymus en se greffant au

niveau des différentes étapes du développement (entre TN2 et TN3) dans le thymus.

III. Les facteurs impliqués dans la différenciation

hématopoiétique

La maturation des CSH dans les différents lignages hématopoiétiques (lymphoide ou
my¢loide) ainsi que le maintien des fonctions des CSH (auto-renouvellement et
multipotentialité) dépendent de différents facteurs. L’expression de geénes spécifiques
de lignée codant pour des facteurs de transcription et des protéines de surface est
responsable du choix vers une voix spécifique de différentiation. Cette expression est
régulée par 1’état de la chromatine (du a des modifications post-traductionnelles des
histones qui liant I’ADN). En effet, cette derniére peut étre soit ouverte ou

décondensée (euchromatine) ce qui permettra alors ’acces a la machinerie de
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transcription soit fermée ou condensée (hétérochromatine) empéchant ainsi

I’expression du gene (Martin and Zhang, 2005).

A) Gata2 : impliqué dans le maintien des CSH

GATA-2 fait partie de la famille GATA des facteurs de transcription a doigt de zinc
reconnaissant une séquence consensus GATA sur leurs genes cibles. Cette famille est
composée de GATA-1, -2 et -3 qui ont un rble dans le destin cellulaire et sont

exprimés dans les cellules hématopoiétiques a différents stades.

Les CSH LSK CD34 sont diminuées de moitié dans les souris GATA-2"" et leur

capacité a repeupler un animal irradié est aussi diminué (Rodrigues et al., 2005).

100%
003 90% e -
. 80%
B 0% 70%
g 0.02 '5 60% WGATA-2 +-|
= E 50% OGATA-2 +/+
4 0015 £ ao%
§ 0,01 a 30%
% 0005 R 20%
2 10%
0 0%
CATA-Z ++ GATA-2 +/- 4 months 8 months

Figure 13 : Influence de Gata2 sur les CSH (Rodrigues et al., 2005).

A gauche, le pourcentage de LSK CD34 dans des souris Gata2 ™" versus Gata2™". A droite, la
transplantation des cellules de ces dernicres souris en compétition avec des progéniteurs
provenant de Gata2”" démontre que les CSH Gata2™" sont altérées dans leur capacité de

repopulation.

Ces résultats ne sont pas dus a des anomalies de prolifération (test Hoechst sur I’ADN,
la proportion des cellules en phases S/G,/M inchangée) mais a une augmentation par
environ deux du nombre de cellules quiescentes (test Pyronine). Cependant, apres test
au 5-FU (entrainant I’apoptose des cellules en cycle), les CSH GATA-2"" cyclent
environ deux fois moins que celles de souris sauvage. Enfin, des expériences de

transplantation en série ont démontré que 1’auto-renouvellement des CSH GATA-2""
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¢tait normal (Rodrigues et al., 2005). Ceci implique donc Gata2 dans le maintien et

I’homéostasie des CSH.

B) Gata3 : un role dans les CSH et géne clé de I’engagement T

GATA-3 est un autre des membres de la famille GATA des facteurs de transcription a
doigt de zinc. Comme Gata2 (Tsai et al., 1994), la délétion de Gata3 est l1étale au stade
embryonnaire (entre 10 et 12 jours post fécondation) indiquant leurs réles important
dans le développement (Pandolfi et al., 1995). Les études sur ces genes doivent donc
se faire dans des souris hétérozygotes ou dans des délétions inductibles ou cellules

spécifiques.

Les CSH expriment Gata3 autant que les ETP suggérant ainsi un rdle potentiel de ce

facteur de transcription dans les CSH (Buza-Vidas et al., 2011).
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Figure 14 : Expression de Gata3 dans les CSH, LMPP et ETP par micro-array
(Buza-Vidas et al., 2011).

L’expression de Gata3 est diminuée dans les LMPP comparativement aux CSH pour étre
augment¢ au stade ETP.

En utilisant des souris Gata3™" croisées avec des souris Vav-iCre, I’expression de
Gata3 a ¢té éteinte spécifiquement dans les CSH. Aucun changement dans la
cellularité¢ de la MO n’a été constaté et le nombre de CSH dans les souris déficientes
suggerent une prolifération normale. Ces CSH mises en compétition avec de la MO

sauvage ont reconstitué les compartiments B (CD19") et myéloides (GR1 Mac1") mais
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pas celui des lymphocytes T (jusqu’a 11 mois post-greffe démontrant ainsi que 1’auto-
renouvellement n’est pas affecté) (Buza-Vidas et al., 2011).

A : fI/fl
De méme, dans des souris Gata3"

ou la délétion est induite pas I’acide poly(I :C),
I’expression de Gata3 est diminué (de 98,9%) et le nombre absolu de LT-CSH est
réduit de fagon significative (51%). Gata3 a ainsi un role dans le maintien du nombre
de CSH (confirmé par des expériences de transplantation). En effet, Gata3 favorise
I’entrée en cycle et la prolifération des CSH (BrdU, Ki67 de DAPI). Pour finir,
I’expression de Gata2 n’est pas modifiée dans les CSH Gata3™™. Il n’y a donc pas
d’effet compensatoire mais ceci n’exclut pas que Gata2 par son activité peut
compenser la délétion (Ku et al., 2012). En effet, les mutants Gata3 et Gata2 semblent
avoir des phénotypes assez similaires (diminution du nombre de CSH) qui ne sont pas

non plus drastiques, c'est-a-dire que dans les deux cas il y a toujours des CSH ce qui

laisse penser a une redondance entre ces deux membres de la famille GATA.

Gata3 est impliqué dans le maintien des CSH mais il a d’abord été étudi¢ dans le
développement des cellules T (Ting et al., 1996). Comme nous [’avons vu

précédemment les CSH de Gata3™"

al., 2011).

ne génerent pas de lymphocytes T (Buza-Vidas et

Afin de mettre en évidence le role de Gata3, 1’équipe de J.M. Leiden a mis au point
une souris Gata3”"Rag2” (en injectant des cellules souches embryonnaires Gata3""
dans des blastocystes Rag2™). L’injection de ces cellules chiméres a sauvé le
phénotype des souris Rag2” c'est-a-dire que le développement T est normal (autant de
DP et SP que le contrdle). Au contraire, en utilisant les cellules chiméres Gata3™, une
réduction importante des thymocytes (significativement non différente des souris
Rag2™) et une absence totale de cellules DP et SP sont observées. Gata3 est ainsi le
premier facteur de transcription impliqué spécifiquement dans les stades précoces de
développement T car la génération des cellules B (B220") et myéloides (Macl” et
Grl") est normale. Au vue des résultats obtenus, Gata3 semblerait impliqué dans la

survie, la prolifération et/ou la différentiation des progéniteurs T (Ting et al., 1996).

La surexpression de Gata3 (par vecteur rétroviral) entraine un blocage de la

différentiation T au stade DN1 démontrant que la dose de Gata3 est importante pour
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un développement T normal (Anderson et al., 2002). Ceci, méme si un seul all¢le de

Gata3 est suffisant pour sauver le phénotype de souris Rag2™” (Ting et al., 1996).

De méme, l’activité de Gata3 est nécessaire pour le développement des ETP
thymiques embryonnaire et adulte (dans lesquels il est exprimé). En effet, les souris ou
Gata3 a été conditionnellement supprimé chez 1’adulte générent moins de 3% des ETP
et DN2 que les contréles. De plus, le nombre d’ETP et DN2 générées dans des
expériences de reconstitution a confirmé la contribution de Gata3 a la génération des
ETP (les CSH provenant de mutants Gata3 ont contribu¢ moins efficacement a la
génération d’ETP que les cellules de souris sauvage). Ces données indiquent que
Gata3 est nécessaire pour le développement d'un compartiment d’ETP fonctionnelle

(Hosoya et al., 2009).

Gata3 est ainsi un gene « clef » pour le développement de lymphocytes T matures.

C) Pul : le géene multipotent

Pul est un membre de la famille Ets (E-twenty six), il partage tous un domaine de
liaison a I’ADN commun (d’environ 85 acides aminés). Pul est un geéne dont
I’expression est spécifiquement restreinte aux cellules hématopoiétiques mais il est
exprimé dans plusieurs types cellulaires (cellules B, myé¢loides...) d’ou des rdles tres
différents. Afin de connaitre le réle de Pul, plusieurs délétions ont été faites : une dont
les souris mourraient avant la naissance et une autre ou les souris mourraient peu apres
la naissance (48h) de septicémie démontrant ainsi le role essentiel de Pul dans le

systéme immunitaire (Lloberas et al., 1999).

Afin d’étudier sa fonction, des transfections rétrovirales de Pul dans des progéniteurs
hématopoiétiques provenant de souris Pul™ ou Pul” ont été réalisées. Suite a
I’infection et la mise en culture des cellules, les auteurs ont constaté qu’a différentes
concentrations Pul régulent le développement des lymphocytes B ou des cellules
my¢loides (macrophages). En effet, une faible concentration de Pul induit une

différentiation vers la voie B alors qu’a forte dose, il promeut la différentiation
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myéloide et bloque la lignée B (DeKoter and Singh, 2000). Les progéniteurs Pul™
n’expriment pas 'IL7Ra suggérant que Pul régule directement son expression. La
transfection rétrovirale d’IL7Ra dans des progéniteurs Pul™ a restauré la génération
de cellules pro-B démontrant ainsi la fonction de Pul a réguler le développement des
lymphocytes B en contrélant (entre autre) ’expression de 'IL7Ra (DeKoter et al.,

2002).

Il a aussi été¢ démontré que I’expression de Pul (par infection virale) dans des cellules
pré-T entraine leur reconversion en cellules myéloides (Laiosa et al., 2006). Cet article
rejoint ainsi la conclusion de DeKoter qui avait démontré qu’a forte concentration Pul
entrainait un destin myéloide des cellules progénitrices (DeKoter and Singh, 2000)
mais rajoute qu’il peut aussi détourner des cellules déja engagées vers une voie de

différentiation (Laiosa et al., 2006).

En plus de son rdle dans le développement vers la lignée B et myéloide, Pul semble
aussi impliqué dans la génération des lymphocytes T. En effet, Pul est fortement
exprimé dans les TN CD44" (TNI1 et 2), diminué dans les CD44™ (TN3 et 4) pour étre
¢teint dans les cellules T matures. Les embryons déficients pour Pul ont des
thymocytes bloqués avant I’engagement T (quelques thymocytes ont des marqueurs de
cet engagement) et sont identiques en nombre et en marqueurs de surface a des
sauvages démontrant ainsi que Pul est nécessaire dans le thymus et non pour sa
colonisation. De plus, ces cellules sont capables de se développer en cellules T
fonctionnelles (production d’IL2 apres stimulation du TCR). Pul n’est donc pas
nécessaire au développement T mais joue un role dans 1I’engagement des progéniteurs

T (Spain et al., 1999).

Une derniére étude démontre que Pul est exprimé dans les thymocytes mais a une
dose plus faible que dans les ETP. En effet, son expression est diminué par 10 entre les
stades ETP et DN2b. Cette diminution est accompagné de celle de c-Kit dans les
DN2b qui viennent de s’engager dans la voie T démontrant que cette diminution (a un

seuil précis) est nécessaire a I’engagement T (Yui et al., 2010).
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Figure 15 : Expression de Pul dans les thymocytes (Yui et al., 2010).

Par RT-PCR quantitative, I’expression relative de Pul a été étudiée dans les ETP, DN2a,
DN2b, DN3a, DN3b (apres la B sélection) et des lymphocytes T yd. Les histogrammes noires
correspondent a 1’expression dans des souris C57/BI6 et les blancs a des souris NOD (non-
obese diabetic, développant un diabéte auto-immun).

Ainsi Pul a un réle dans le développement des différentes lignées hématopoictiques, la

dose est alors importante pour déterminer le devenir des cellules.

D) Le géne lymphoide E2A

E2A fait partie de la famille des protéines hélice-boucle-hélice et plus particulierement
des E-protéines qui sont des facteurs essentiels pour le développement des
lymphocytes. Ces protéines fixent I’ADN sur des motifs appelé boite E (CANNTG)
sous la forme d’homodiméres ou d’hétérodimeres. L’épissage alternatif de I’ARN

d’E2A conduit a deux isoformes (E12 et E47) (Engel and Murre, 2001).

Les souris déficientes en E2A ont un blocage dans le développement B avant le
réarrangement des immunoglobulines et I’expression de B220. Grace a I’étude des
souris hétérozygotes (E2A™), un effet dose-dépendant de E2A a été observé car dans
ces dernieres le nombre de cellules B est diminué d’environ la moitié par rapport a une

souris sauvage (Zhuang et al., 1996).

Des progéniteurs Lin” provenant du foie feetale d’embryons E47" (a E15,5) transduits

avec EBF retrouvent la possibilité de se développer dans le lignage B (CD19'B220")

démontrant qu’EBF est la cible principale d’E2A. En effet EBF est suffisant pour
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promouvoir I’expression des genes impliqués dans le développement B et permettre le

réarrangement des immunoglobulines (Seet et al., 2004).

Afin de connaitre son rdle dans le développement T, des génes associés a ce lignage
ont été étudiés et I’isoforme E47 d’E2A active des génes tel que Hesl (cible direct de
Notchl), pTa, Notchl ou encore I'IL7Ra. Ces genes étant aussi activés par Notchl,
I’équipe de C. Murre a examin¢ si la signalisation Notchl et E47 agissent en synergie.
Suite a la culture (en présence ou absence de DL1) de cellules progénitrices E2A™
transfectées avec E47, ils ont pu démontrer qu’E47 et Notchl en agissant ensemble
augmentent 1’expression de certains genes comme pTa ou ne la change pas comme
pour Hesl. Ceci démontre donc qu’E2A agit avec Notchl pour promouvoir la

maturation dans le lignage T (Ikawa et al., 2006).

Il est connu qu’aprés la B-sélection, et donc la formation du pré-TCR, il y a une
diminution de Notchl (au stade TN3 ou sa signalisation n’est plus nécessaire). Cette
derniere est due a une inhibition d’E2A par 1d3 (inhibitor of DNA binding). En effet,
la signalisation du pré-TCR induit 1d3 qui va bloquer I’activit¢ d’E2A. Ce dernier ne
pourra plus réguler la transcription de Notchl (Yashiro-Ohtani et al., 2009). Ces
données démontrent ainsi le role de co-régulateur d’E2A (avec Notchl) de la

signalisation Notchl.

De plus, la délétion d’E2A entraine une diminution significative du nombre de LMPP
démontrant son rdéle dans leur génération. Au regard du phénotype des souris
hétérozygotes, E2A joue aussi un role dose-dépendant dans la génération des LMPP.
La réduction du nombre de LMPP souligne la déficience observée dans le

compartiment lymphoide (Dias et al., 2008).
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Figure 16 : Nombre relatif d’HSC, MPP et LMPP dans des souris E2A™", E2A™"
et E2A™ (Dias et al., 2008).

Le nombre de HSC, MPP et LMPP dans les souris E2A™" (histogramme gris), E2A™" (blanc)
relatif au sauvage E2A™" (noir) qui correspond 4 1.

E2A a donc un role important dans la génération des cellules impliquées dans le
lignage lymphoide et plus particulierement dans le développement de cellules B.

E) L’IL7R et son role dans le lignage lymphoide

Le récepteur a I’IL7 est retrouvé a la surface des cellules hématopoiétiques a partir du
stade MPP3. Il est composé¢ de deux sous unités : la chaine a du récepteur a I’IL7
(IL7Ra) et la chalne yc commune avec d’autres récepteurs aux interleukines (Noguchi

etal., 1993).

Les souris déficientes pour I’'IL7R ont une profonde réduction dans leur cellularité
thymique (1% du nombre de cellules d’une souris normale) et en périphérie (environ
90% de diminution des cellules T dans la rate). De plus, il y a une diminution des
cellules CD25" dans les TN indiquant que le développement T est affecté avant
I’expression de CD4 et CDS8 ainsi qu’avant le réarrangement du TCRp. L’ acquisition
de CD25 est normalement accompagnée d’une forte prolifération, comme ceci n’a pas
lieu dans les souris IL7R™, I'IL7 doit étre impliqué dans ce processus. Enfin, le
développement des cellules B est bloqué au stade pro-B ; par contre la présence de
quelques cellules matures démontre que le développement des cellules lymphoides

peut se faire sans la phase d’expansion régulé par I’'IL7R (Peschon et al., 1994).
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L’IL7 est donc une cytokine importante pour la survie et la prolifération des
précurseurs B et T. En son absence, les précurseurs sont bloqués dans leur

différentiation (au stade pro-B et a la transition TN1-TN2).

F) Role _de la recombinaison dans le développement des cellules

lymphoides

Ragl (gene d’activation de la recombinaisonl) a été isolé suite a sa capacité a induire
le réarrangement V(D)J sur des fibroblastes en culture. La mutation de Ragl (par
ciblage de geénes) chez la souris entraine une réduction dans la taille des organes
lymphoides qui ne contiennent pas de lymphocyte T et B mature. L’arrét de la
différentiation de ces cellules a lieu a des stades précoces et correle avec 1’incapacité

de réarranger les génes des TCR et BCR (Mombaerts et al., 1992).

Lors du développement T, deux pics d’expression de Ragl (et Rag2) ont été observeés
(hybridation in situ et northern blot). En effet, une premiére vague d’expression est
observée au stade TN CD25" (correspondant & I’apparition du TCRp, y et &) et une
seconde au stade DP (correspondant a I’expression du TCRa)) (Wilson et al., 1994).

En ce qui concerne I’implication de Ragl dans le développement B, Yu et al. ont
démontré par RT-PCR que les cellules B matures n’expriment pas Ragl (ni Rag2). Par
ailleurs, les lymphocytes B immatures (dans la MO et la rate) expriment Ragl (et
Rag?). Dans ces cellules le niveau d’expression de I’ARNm diminue en corrélation
avec la maturation des lymphocytes c'est-a-dire avec 1’acquisition d’un niveau élevé
d’immunoglobuline M (IgM) a la surface cellulaire. En effet, il y a de trois a cinq fois
moins d'ARNm de Rag dans les cellules B immatures (faible niveaux d'IgM de
surface) que dans les cellules pré-B, et de cinq a vingt-cinq fois lorsque ces cellules

expriment des taux élevés d’IgM (Yu et al., 1999).

Ainsi Ragl marque les précurseurs B au stade les plus précoces de la différentiation
alors que dans le thymus, il apparait au stade TN2 démontrant ainsi que dans ces

derniers il n’est pas essentiel a I’engagement des progéniteurs.
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G) Un géne clé dans la différentiation T : Notchl

Notch 1 est un récepteur transmembranaire qui fait partie d’une famille trés conservée
(du ver jusqu’a I’Homme) de régulateurs du développement. Chez les mammiferes il y
a 4 récepteurs Notch (Notchl-4) qui sont activés par 5 ligands (Delta-like 1, 3 et 4 et
Jagged 1 et 2) (Radtke et al., 2010).
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Figure 17 : La voie Notch (Bray, 2006).

La liaison du ligand delta avec le récepteur Notch entraine 2 clivages du récepteur (par
ADAMIO0 puis la y-secretase). Ce processus permet le relargage du domaine intracellulaire de
Notch (NICD) qui va ainsi pouvoir migrer dans le noyau afin d’interagir avec une protéine de
liaison a I’ADN (CSL) et induire la transcription de ces geénes cibles (Bray, 2006).

Comme je I’ai expliqué auparavant (chapitre I, 2), Notch1 a un réle important dans les
CSH. En effet, i1l inhibe la différentiation des CSH et favorise leur auto-
renouvellement (Duncan et al., 2005; Stier et al., 2002).

Les progéniteurs de la MO, transduits avec un rétrovirus contenant le domaine
intracellulaire de Notchl, peuvent se différencier en cellules myéloides mais leur
développement en lymphocytes est dramatiquement altéré. En effet, 3 semaines apres-
greffe de ces progéniteurs, la MO des souris receveuses contient des cellules T
immatures (CD4 CDS8") et un blocage précoce dans la lymphopoiése B est observé

(Pui et al., 1999).
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En paralléle, des transplantations de cellules de MO de souris Notch1™ (systéme Lox-
Cre inductible par Dlinterféron) dans des souris irradiées létalement, entraine un
blocage dans la différentiation T précoce (TN1) et un développement ectopique de

cellules B dans le thymus des souris receveuses (Radtke et al., 1999).

Ces deux études démontrent ainsi que Notchl est un régulateur clef dans le choix

d’une différentiation lymphoide T versus B.

Plus récemment, un autre géne a été démontré comme ayant des fonctions inverses :
LRF (proto-oncogene) impliqué dans la différentiation B. En effet la délétion
conditionnelle de LRF entraine un phénotype identique a celui de la surexpression de
Notchl : un blocage précoce dans le développement B et une production de cellules
DP dans la MO. Ainsi LRF semble étre aussi un gene clef dans la détermination d’un

lignage B ou T (Maeda et al., 2007).

H) Les récepteurs aux chimiokines : CCR7 et CCRY

Comme nous allons le voir ci-dessous, ces récepteurs sont impliqué dans I’entrée des

progéniteurs de la MO dans le thymus d’ou leurs intérét et notre choix de les étudier.

CCL21et CCL25 sont les ligands produits par les cellules épithéliales thymiques dont
les récepteurs sont CCR7 et CCRY, respectivement. Ces derniers vont permettre par
chemo-attraction la migration des progéniteurs qui les expriment vers le thymus.
Plusieurs équipes se sont intéressées au mutant pour I’un ou ’autre de ces récepteurs
puis au double delété. Je vais donc ici vous présenter quelques études qui en utilisant
des souris mutantes démontrent 1’implication de ces récepteurs dans la différentiation

lymphoide T.

Dans un premier temps, I’expression de CCR7 est restreinte aux cellules entre TNI et
TN2 (CD25™CD44"). Dans les souris déficientes en CCR7, le nombre de thymocytes
présent est réduit par rapport au contrdle. De plus, la perte de CCR7 entraine un

blocage partiel de la transition TN1-TN2 induisant une accumulation de ces cellules.
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CCR7 semble donc étre important pour un développement T normal (Misslitz et al.,

2004).

Quant a CCRY, il est fortement exprimé a la surface des DP et son expression diminue
sur les cellules SP (CD4"). L’étude de souris CCR9 déficientes a démontré un délai
d’environ un jour dans la génération des cellules DP et TCRap" en comparaison du
sauvage. Démontrant ainsi que malgré sa forte expression au stade DP, CCR9 ne
semble pas avoir d’effet majeur sur le développement T. De méme, dans les souris
déficientes en CCRY, il y a une réduction du nombre de cellules pré-pro-B mais aucun

effet sur la génération de lymphocytes B matures (Wurbel et al., 2001).

En constatant que la déficience en CCR9 ne résulte pas en une totale absence de
thymocytes, il pourrait alors y avoir un mécanisme de compensation entre CCR9 et
CCR?7 (et inversement). L’¢tude de souris double KO (DKO) a mis en évidence une
réduction du nombre d’ETP dans le thymus de ces souris en comparaison de sauvage
ou des simples mutants (figure 17) suggérant ainsi que les 2 récepteurs ont un role
important dans I’entrée au thymus. Les cellules Lin" provenant des souris DKO sont
quasi absentes du thymus de receveur lors d’expériences de transplantations. Suite a
des cultures sur OP9-DL4 et des injections intra-thymiques, il a ét¢ démontré que les
Lin" de la MO des souris DKO n’avaient pas de probléme de différenciation dans la
voie T. Dans la MO et la circulation de ces souris, les CSH, MPP et CLP sont dans les
mémes proportions que chez le contrdle (avec une 1égere réduction du nombre de MPP
circulant). Malgré la faible fréquence d’ETP présente dans le thymus des souris DKO
(7 fois moins que dans le sauvage) il n’y a qu’une réduction légeére du nombre de DN3
(environ moitié moins comparé au contrdle) et enfin un nombre normal de thymocytes

plus tardif est retrouvé (figure 17) (Krueger et al., 2010).
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Figure 18 : Analyse des thymus de souris sauvages CCR7", CCR9”, et DKO
(adapté de (Krueger et al., 2010)).

L’analyse par cytométrie en flux des thymus de souris sauvage, simple KO et DKO a permis
de quantifier la proportion des différentes populations de thymocytes : DN (subdivisés en
ETP, DN2 et DN3) et DP.

L’¢tude de la prolifération (BrdU, Ki-67 et DAPI) des différentes populations
thymiques a mis en évidence que les DN3 (population non proliférative dans les souris
sauvages) ¢taient dans les DKO fortement proliférative. Ce mécanisme de
compensation du faible nombre d’ETP permet de retrouver une cellularité normale

(Krueger et al., 2010).

Ces données permettent ainsi de démontrer 1I’importance de CCR7 et CCR9 dans le
développement des lymphocytes T et prouvent également un effet de compensation (et
donc une redondance) entre ces 2 récepteurs aux chimiokines qui expliquent ainsi le

phénotype léger des souris ayant ét¢ mutées pour ['un ou I’autre de ces récepteurs.
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Problématiques et
Objectifs



I. Contexte du projet de recherche

La complexité de ’hématopoiese a pu étre mise en évidence suite a I’observation de
différentes anomalies trouvées dans le systéme hématopoiétique chez I’Homme. Ceci
donne lieu a de nombreuses études qui permettent de mieux comprendre les différents
mécanismes impliqués dans la différentiation, la survie et la prolifération des cellules
de la lignée hématopoiétique (des progéniteurs de la MO aux cellules matures). Les
connaissances ainsi gagnées permettent de compenser les différentes déficiences

observées dans le systeme hématopoiétique.

Les étapes permettant la différentiation des différentes lignées hématopoiétiques sont
relativement bien décrites. En effet, les progéniteurs donnant naissance aux cellules
my¢loides et B ont été identifiés et les mécanismes de maturation permettant in fine

I’obtention des cellules matures fonctionnelles le sont aussi.

Cependant, la voie de différentiation vers la lignée T reste encore assez mal connue,
ceci étant certainement di au fait que sa maturation est beaucoup plus complexe. Il
reste ainsi quelques questions en suspend concernant le processus d’engagement de la

CSH vers une différentiation dans la lignée T.

» L’identité du progéniteur provenant de la MO colonisant le thymus reste
controvers¢. En effet, plusieurs progéniteurs sont candidats, notamment les
MPP et CLP, qui selon I’équipe de A. Krueger auraient autant ’un que 1’autre
la capacité de coloniser le thymus et d’y générer des cellules T matures (Saran
etal., 2010).

» Plusieurs populations de précurseurs semblent ainsi capables de coloniser le
thymus. En effet, il a récemment été démontré I’existence en périphérie (MO,
sang, intestin et rate, voir chapitre III) de plusieurs précurseurs restreints a la
lignée T avant leur entrée dans le thymus : ces précurseurs sont tous capables de
donner des lymphocytes T fonctionnels suite a la colonisation de ce dernier.

» De méme, I’existence de ces différents précurseurs T posent la question du site

de I’engagement. En effet, certains de ces précurseurs peuvent étre générer en
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absence de thymus. Il serait alors intéressant de savoir ou les progéniteurs
peuvent acquérir leurs signaux de différentiation dans la voie du lignage T.
Plusieurs signaux sont aujourd’hui connus : CCR7, CCR9 et PSGL1 qui vont
permettre aux progéniteurs de migrer vers le thymus. Ces derniers peuvent étre
acquis suite a leur sortie de la MO dans la circulation sanguine ou dans la MO
et seulement ceux ayant regu les signaux peuvent circuler afin de coloniser les
différents organes donnant les précurseurs T extra-thymiques ou intra-
thymiques. Cependant, les signaux en amont, dans la MO, sont encore a
préciser.
Ceci entraine alors la mise en place de différents mécanismes permettant
I’engagement T chez les progéniteurs qui restent a étre déterminer. En effet, les
molécules et / ou les signaux (chimiokines) qui permettent aux cellules d’initier
un devenir T doivent étre précisé. Il est vrai cependant que quelques facteurs de
transcription dit « clés » pour engendrer un engagement dans la voie de
différentiation lymphoide T sont connus :

v" Le récepteur transmembranaire Notchl (Pui et al., 1999; Radtke et al., 1999).

v’ Le facteur a doigt de zinc Gata3 (Hosoya et al., 2009; Laiosa et al., 2006;

Ting et al., 1996).

II. Problématique

Le but de I’étude présentée ici est d’essayer de répondre a une des questions qui reste

en suspend sur la différentiation T : quels signaux permettent un engagement vers la

lignée T a partir de la CSH ?

En effet, les signaux entrainant un engagement vers le lignage T et que le ou les lieux

dans lequel ils sont initiés sont mal identifiés : dans la MO, dans la circulation

sanguine, dans le thymus ? L’existence de précurseurs T extra-thymiques indique

qu’au moins deux types de signaux sont nécessaires: ceux qui génerent ces

précurseurs et ceux qui achévent leur développement.
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Afin d’apporter une réponse a ces questions, 1’équipe dans laquelle j’ai effectué¢ mes
travaux étudie depuis plusieurs années les précurseurs engagés dans la lignée T
présents dans la rate. Ces derniers ont ét¢ identifiés dans les SC12 (colonies spléniques
12 jours post-transplantation de cellules de MO dans des souris irradiées). Cette
population ne nécessite pas de thymus pour étre générée (Lancrin et al., 2002) mais en
a besoin pour générer des lymphocytes T matures (ou de 1’épithélium intestinal)
(Arcangeli et al., 2005). Les derniers travaux issus de notre laboratoire ont démontré
que la population de cellules Lin-Thy1.2" est beaucoup plus abondante dans des souris
athymiques que chez des souris sauvages démontrant ainsi qu’ils sont retenus dans la
rate en absence de thymus (Gautreau et al., 2007). De plus, lors de greffe de MO, ces
précurseurs sont générés avant les ETP dans le thymus (2 versus 3 semaines post-

injection respectivement) (Résultats de I’équipe non publiés et (Maillard et al., 2006).

La problématique de mon travail a alors ¢ét¢é de savoir quelle population de
progéniteurs de la MO peut coloniser la rate pour générer ces précurseurs T Lin
Thyl.2". Comme nous travaillons dans un modéle de souris athymiques, cela
permettra de savoir quel progéniteur de la MO a un potentiel intrinséque dans

I’engagement T.

En effet, comme nous avons pu le voir précédemment (chapitre 1.C.3), il existe une
grande controverse sur le progéniteur de la MO qui génere le lignage T. Pour certains,
il s’agit du CLP (Karsunky et al., 2008; Kondo et al., 1997; Serwold et al., 2009) et
pour d’autres, c’est un progéniteur en amont de ce dernier (Allman et al., 2003;

Schwarz and Bhandoola, 2004; Wada et al., 2008).

Pour réaliser ce travail, j’ai étudié I’expression génique des différentes sous-
populations progénitrices de la MO et de la circulation sanguine afin de voir si
certaines avaient déja une expression de geénes permettant 1’engagement vers la voie T

ou pas.
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II1. Objectifs et approches expérimentales

Suite aux différents travaux effectués, mon projet de thése était donc de déterminer la
population de progéniteur de la MO pouvait générer les précurseurs T présents dans la
rate. L’identification de cette population avait pour objectif de déterminer quel
progéniteur de la MO avait déja un potentiel engagement T et permettre ainsi de
faciliter 1’identification du progéniteur colonisant le thymus. Afin de I’identifier, les
progéniteurs de la MO ont été subdivisés en population (LSK, MPP et CLP) puis en
sous-populations (MPP1, 2 et 3 et CLP FIt3" et Flt3"). Ces différents types cellulaires
ont été par la suite greffés dans des souris nudes. Le choix de ce mod¢le est intéressant
car il permet d’¢liminer toute influence thymique. Ainsi, le progéniteur de la MO

contenant un potentiel T intrinséque a pu €tre mis en évidence.

En parallele et afin de confirmer les données obtenues in vivo, il était aussi intéressant
de suivre le profil d’expression de plusieurs genes impliqués dans les différents
devenirs hématopoiétiques au cours de la différentiation des MPP et CLP. En effet,
I’engagement vers la voie de différentiation T nécessite la mise en place d’un
programme génétique de différentiation : les geénes spécifiques a la lignée T sont
activés alors que ceux permettant I’engagement vers d’autres voies (myéloides et B)
doivent étre inhibés. Tout ceci est donc un systéeme complexe qui permettra la mise en
place d’un engagement vers la voie T. Toutes les cellules méme si elles appartiennent
a une seule et méme population ne sont pas au méme stade d’engagement les unes par
rapport aux autres. Ainsi pour comprendre et mettre en évidence les mécanismes mis
en jeu lors de la différentiation, il était nécessaire de développer une technique
permettant de quantifier I’expression de plusieurs genes dans une cellule unique. Pour
cela, au sein de notre laboratoire une technique de RT-PCR multiplexe a été mise au
point permettant d’étudier I’expression de plusieurs génes (jusqu’a 20) au sein d’une
cellule (Peixoto et al., 2004). Grace a cette technique, il nous a alors été possible
d’observer I’expression de genes spécifiques a la voie T (Notchl et Gata3) ainsi que
ceux non-spécifiques (tel que Gata2 pour les CSH) dans chaque progéniteur de la MO

(Gautreau et al., 2010). Suite a ces travaux, mon projet de thése a ainsi été d’étudier
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I’expression de différents génes a 1’échelle unicellulaire de chaque progéniteur de la
MO: MPPI, 2 et 3 et CLP FIt3" et FIt3". L’utilisation de cette technique m’a alors
permis d’établir un profil génétique des différentes populations d’intérét mais aussi de

mettre en lumiere de potentielles relations entre chacune.

L’ensemble de ces données m’a permis de revisiter I’arbre hématopoiétique et de

proposer un nouveau schéma.
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Abstract

Extrathymic pre-T cells can be detected in many tissues and represent an immediately
competent population for rapid T cell reconstitution in the event of immunodeficiency. In
order to determine which bone marrow (BM) subset is involved in the generation of these
populations, we studied the respective contributions of two candidate populations: multipotent
progenitors (MPPs) and common lymphoid progenitors (CLPs). We evaluated the
populations' respective abilities to generate splenic pre-T cells (LinThyl.2°CD25TI7Ra")
after grafting recipient nude mice. We found that MPP stage3 (MPP3) cells were the most
effective subset (relative to CLPs). A minor fraction of the MPP3 subset had a lymphoid-
biased profile, as characterized by expression of Ragl, Notchl and II7Ra genes. Although
these genes are also expressed in CLPs, the latter only give rise to B cells in the spleen. Even
though CLP Flt3" are poorly represented in the BM, they are abundant in the blood and about
20% express Notchl. In contrast, MPP3 cells are the only circulating MPP subset and the fact
that 50% express Notchl may account for their efficiency. Thus, extrathymic pre-T cells are
generated by the MPP3 subset, which (through maintenance of Notchl expression in the

blood) contains the full intrinsic T cell potential.



Introduction

Lineage commitment is still an important question in hematopoiesis. Within the bone marrow
(BM), commitment towards a given lineage proceeds through the loss of ability to generate
other lineages (Fig. 1) '. Several differentiation stages have been identified, in relation to the
cells' developmental potential. Lin'Sca-1"c-Kit" (LSK) hematopoietic stem cells (HSCs,
subdivided into long-term (LT) and short-term (ST) HSCs) gradually lose their self-renewal
potential; LT-HSCs can fully reconstitute hematopoiesis throughout the organism's life span,
whereas ST-HSCs are only capable of reconstitution for the first two months of life. Short-
term HSCs give rise to multipotent progenitors (MPPs) **, which can be subdivided according
to their VCAM-1 and FIt3 expression '. Each subset has a distinct lineage potential. The first
VCAM-1" Flt3 subset (MPP1) can generate all blood cell lineages. The following VCAM-1"
Flt3" subset (MPP2) has lost megakaryocyte/erythroid potential. Lastly, the VCAM-1TFIt3”
subset (MPP3) has lost myeloid potential '* and gives rise to the common lymphoid
progenitor (CLP, the source of B cells) .

These subsets' respective contributions to the T cell pathway are still being hotly debated.
Indeed, it is not known whether (i) MPP-like early hematopoietic progenitors or a specific,
restricted, CLP-like subset contribute to thymopoiesis, (ii) T commitment also occurs in the
BM or only within the thymus and (ii1) priming precedes migration to the thymus. Most
studies have been performed in vitro ® or in vivo in irradiated recipient mice’. These data
revealed that CLPs rapidly adopt a double-negative (DN) 2 phenotype upon thymus entry 1t
has also been claimed that the CLP generates most of the cells that seed the thymus °; after
plus/minus sorting (so that all BM fractions were compared on the basis of their actual
abundance), CLPs (but not MPPs) were found to produce a rapid wave of thymocytes. Other
researchers have suggested that MPPs or a VCAM-1FIt3" subset thereof (referred to as
lymphoid-primed multipotent progenitors, LMPPs) migrate to the thymus '*'' because the
cell surface phenotype is similar to that of early thymic progenitors (ETPs). It is known that
(1) MPPs and DN cells have greater proliferative potential than CLPs and (ii) DN1 cells can
emerge in the absence of CLPs'".

In order to identify the BM subset with T cell potential and avoid any influence of the thymus,
we evaluated the ability of MPPs and CLPs to generate extrathymic pre-T cells in athymic
recipients.

Most pre-T cells are generated within the thymus during the transition from triple-negative

stage 2 (TN2) to triple-negative stage 3 (TN3). After a series of further differentiation steps,



these "in situ" progenitors generate mature T cells. Meanwhile, progenitors with restricted T
lineage potential have been described in the gut '*'*, the BM '* and the spleen '>'". However,
the latter's contribution to mainstream thymopoiesis is unclear. These cells would have to
seed the thymus before giving rise to mature T cells. In fact, Lin Thy1.2°CD25 117Ra" pre-T

cells are naturally present in the murine spleen '®!

15,16

and are also found in the spleen after BM
transplantation . The cells arise before the generation of ETPs (our unpublished data and
'®) and accumulate in the spleen after thymectomy '’

Here, we report on the ability of MPPs and CLPs to give rise to extrathymic Lin
Thy1.2"CD25" pre-T cells before day 15 post-graft in the spleen of athymic recipients. We
found that the MPP3 subset is the only circulating MPP subset and is more effective than the
CLP population in generating pre-T cells. Single-cell expression profile analysis of

chemokine receptor genes and other genes specifically involved in progenitor differentiation

provided us with novel information on the intrinsic T cell potential among BM progenitors.



Materials and methods

Mice

C57BL/6 (B6) Ly5.1, B6 Ly5.2 and B6 (nu/nu) mice were used at six to 8 week-old (both
males and females). B6 Ly5.2 mice were purchased from Centre d’Elevage R. Janvier (Le
Genest St Isles, France). B6 (nu/nu) mice and B6 Ly5.1 were purchased from CDTA

(Orléans, France) and were kept in specific pathogen—free conditions.

Antibodies

The following monoclonal antibodies (mAbs) were used for staining and cell sorting and were
obtained from BD Pharmingen (San Diego, CA) and eBiosciences (San Diego, CA) : anti-
CD3 (145-2C11), anti-CD4 (RM4-5), anti-CD8a (53-6.7), anti-CD8P (H35-172), anti-CD11a
(LFA1, 2D7), anti-CD11b/Mac-1 (M1/70), anti-CD19 (1D3), anti-CD25 (IL-2Ra, PC61),
anti-CD29 (HMP1-1), anti-CD44 (H-CAM, 1M781), anti-CD45.1/Ly5.1 (A20-1.7), anti-
CD45.2/Ly5.2 (104-2.1), anti-CD49b (DXS5), anti-CD90.2/Thyl.2 (53-2-1), anti-CD106
(VCAM-1, 429), anti-CD117/c-kit (SCF-Receptor, 2B8), anti-CD122 (interleukine-2R-8),
anti-CD127/IL7Ra (A7R34), anti-CD135 (FIt3/Flk2, A2F 10.1), anti-CD184 (CXCR4,
2B11), anti-CD197 (CCR7, 4B12), anti-CD199 (CCR9, 242503), anti-NK1.1 (PK136), anti-
Sca-1 (stem cell antigen-1, E13-161.7), anti-Ly-6G/Grl (RB6-8C5), anti-TCRB (H57-597),
anti-TCRo (GL3), anti-NKp46 (29A1.4), anti-Ly76 (Ter119), anti-IgM (11/41). They were
directly coupled to FITC, APC, APCCy7, APCeF780, PE, PeCy7, or PerCPCy5.5, or
conjugated with biotin. The latter being revealed by streptavidin-APC, streptavidin-PECy7 or
streptavidin-PE-Texas Red (BD Pharmingen, San Diego, USA).

Cell sorting and grafting

Bone marrow cells from C57BL/6 mice were first incubated with unconjugated rat antibodies
against Ter119, Grl, CD8a, CD4 and B220 (which are specific for erythroid cells, myeloid
cells, mature T cells and mature B cells, respectively). Positive cells were magnetically
depleted with sheep anti-rat IgG-conjugated beads and sheep anti-mouse IgG-conjugated
beads (Dynabeads M-450; Dynal Biotech, A.S., Oslo, Norway). The remaining cells
(Lineage-negative cells, Lin’, enriched) were labeled with Abs against c-Kit, Sca-1 and
lineage (Lin) Ags (NK1.1, TCRB, TCRS, CD8B, CD19, Ly-6G and Ly76). Lin" Sca-1" c-Kit"
cells are called LSK. Anti-CD106 and anti-CD135 Abs were additionally used to isolate the
different subsets of MPP: MPP1 (LSK FIt3” VCAM-1), MPP2 (LSK FIt3" VCAM-1") and
MPP3 (LSK Flt3" VCAM-1"). CLP populations is characterized by the addition of anti-I17Ra



and their phenotype is Lin~ Scal® c-Kit* II7Ro" and can be divided thanks to CDI35
expression in CLP F1t3" or FIt3".

Cell sorting was performed on a FACSAria I upgraded with DIVA software (BD Biosciences,
SanDiego, USA). Sorted populations were grafted intravenously into sub-lethally irradiated
(850rad) B6 (nu/nu) recipient. Those mice were sacrificed at different time points and spleen

and BM analysed.

RT- PCR

Cell sorting was performed on a FACSAria I upgraded with DIVA software and equipped
with an automatic cell deposition unit (ACDU, BD Biosciences, SanDiego, USA). Single
cells were collected in individual PCR tubes containing SpL Nuclease-free water (Promega)

and processed for multiplex RT-PCR, as described previously '

. They were lysed by
freezing at -80°C, followed by heating to 65°C for 2 min. After cooling at 4°C, RNA was
specifically reverse transcribed for 1h at 37°C and then incubated for 3 min at 95°C for
inactivation of reverse transcriptase. Next, cDNA generated by the reverse transcription
reaction were amplified by a semi-nested PCR. The first round of PCR consisted of a
denaturation step at 95°C for 10 min, 15 amplification cycles (45 s at 95°C, 60 s at 60°C, and
90 s at 72°C) and a final step at 72°C for 10 min. This simultaneous amplification of all
cDNAs was followed by a second round of specific PCRs: the first-round PCR products were
separated and amplified with specific primers. The second round of PCR consisted of a
denaturation step at 95°C for 10 min and then 54 amplification cycles (30 s at 95°C, 45 s at
70°C, and 60 s at 72°C, with the hybridization temperature decreased from 70-60°C every
other cycle). The types and amounts of reagents used for reverse transcription and PCR

amplifications were described *°. PCR products were detected on a 1.5% agarose ethidium

bromide gel.

Real-time quantitative PCR

Real-time quantitative PCR was performed by adding 12 pl of 2X SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) to each well containing 4 pl of first PCR products and 8 pl of a
primer mix with 0.25 uM of each specific primer in a 24-ul reaction volume, using the ABI
Prism 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosytems). After a denaturation step at
95°C for 10 min, 60 amplification cycles (30 s at 95°C, 30 s at 60°C, and 45 s at 72°C) were
performed. Slope values were determined for the exponential PCR phase by using the

Sequence Detection System software (version 2.2; Applied Biosytems). The PCR efficiency



was assessed for the linear phase of the reaction using LinRegPCR software (version 7.0).
Statistical tests of the technique’s validity (a t-test and an ANOVA) were performed using
GraphPad Prism for Windows Software (version 4; GraphPad, San Diego, CA).

Genes Primer sequences

CCR7 : CAAAAGCACAGCCTTCCTGT
: GGCTCTCCTTGTCATTTTCC
: TGTACGTCAGTATCACCAGC

CCRY : ACCATGATGCCCACAGAACT
: ATGCCCACAGAACTCACAAG

: ACAAGGATGACCAGGCTGTT

E24 : AGCGATCTCCATGGGCTTTT
: GTCGGCTACTGATGCGATTT

: GGCCAGTCTTTTGCATAACC

Gata? : CAGAAAGTGCTGAACCCTGA
: GGTGGAATTCCAGTGGTTCT

: ATTGGAAAGCAGTGTCGGGA

Gata3 : TCGGCCATTCGTACATGGAA
: TGGATGGACGTCTTGGAGAA

: ATCGATGGTCAAGGCAACCA

1l7Ro : CCCTCTGACCTGAAAGTCGT
: GGTAGAACTTGGACTCCACT

: GTAAAGCATGATGTGGCCTAC

Notchl : GCTACGAATGTGCCTGTGAA
: CATACGTAGCCACTGGTCAT

: CAACGAGTGCAACAGTAACC

Pul : CCAACGTCCAATGCATGACT
: GCATGTAGGAAACCTGGTGA

C: AGAACTTCCCTGAGAACCACT

T > Q) W | Q| W > Q W o QW o Q W Q E® o> Q W o>

Ragl A: CAACCAAGCTGCAGACATTC
B: CTACTGGAGACTGTTCTAGG
C: GCAGACATTCTAGCACTCTG




Results

1 - Extrathymic pre-T cells are mainly generated by MPPs.

Pre-T cells can be considered as the first step towards commitment to the T cell pathway. In
order to identify the source of the extrathymic pre-T cells found in the spleen of B6 and nude
mice '’, various BM subsets were sorted (Fig. 1) and grafted into congenic athymic nude
mice. Between 7000 and 20000 donor cells sorted from the lineage negative (Lin : NK1.1°,
TCRp, TCRS, CDSP’, CD19", Ly-6G™ and Ly76) subset, the Scal” c-Kit F1t3™ (LSK FIt3")
subset and MPP and CLP populations from C57B16 Ly5.1 mice were grafted intravenously
(Fig. 1B). We then screened for the cell progeny in the spleen of nude (Ly5.2) recipients
between 8 and 30 days post-transplant (Fig. 2).

Significant numbers of donor-type cells were identified in the spleen of LSK- and MPP-
grafted nude recipients (Fig. 2A). Very few donor cells were generated from CLP recipients,
regardless of the number of grafted cells, the injection route and the day of analysis (Fig. 2A).
The MPPs' progeny were able to rapidly and effectively generate LinThyl.2"CD25" pre-T
cells in the spleen. Evaluation of the number of pre-T cells collected before and after day 15
revealed that MPPs were more active at early time points (Fig. 2B). These data revealed that
MPPs were more able than CLPs to generate extrathymic pre-T cell.

Analysis of Flt3 display enabled us to identify two distinct subsets of CLPs ’. It has been
claimed that CLP FIt3" give rise to B cells, whereas CLP FIt3" cells have both B and T
potential 7. Therefore, grafting of each subset and analysis of the host mice between 10-30
days later showed that the CLP Flt3™ subset was better able to give rise to a few splenic pre-T
cells (about 400-800 cells, detected at day 30 only) than the major CLP Flt3" subset was
(Fig.3A). Overall, the chimerism observed with CLP grafting was more abundant in the
spleen than in the BM, where donor cells generated mainly IgM" B cells (Supplemental Fig.
1).

2 - The MPP3 subset gives rise to extrathymic pre-T cells.

The various MPP subsets were sorted as in Fig. 1B and between 1x10° and 4x10° cells were
grafted into congenic, athymic nude mice. Fig. 3B shows the numbers of splenic pre-T cells
generated respectively by MPP1, MPP2 and MPP3 subsets on days 10, 15, 22 and 29 post-

injection, with 3 to 5 mice per day and per group.



Pre-T cell generation peaked at day 15 with all three subsets. The MPP3 subset was the most
competent in terms of the production of splenic pre-T cells. Our data show that 1.642x10°,
0.434x10° and 0.144x10° cells were recovered from the spleens of MPP3-, MPP2- and MPP1-
recipient hosts, respectively. The amounts detected at later time points did not differ as
greatly. In contrast, the counts at days 10 and 15 emphasize each subset's intrinsic capacity;
hence, MPP3 cells colonize the spleen more rapidly and give rise to pre-T cells more
effectively.

We found that Mac1'Grl" cells were present in the BM and spleen of MPP1 and MPP2
recipients but only in the spleen of CLP recipients (Supplemental Fig.1)

3 - The MPP3 subset is the main circulating MPP subset

We wondered whether the MPP3 subset's ability to generate extrathymic pre-T cells could
have been due to their rapid migration to the spleen and rapid differentiation into more
restricted populations.

By screening the blood for the presence of MPPs, we found that the MPP3 subset was more
abundant than the MPP1 and MPP2 subsets were (Fig. 4). The few cells detected in the blood
were all VCAM-1TFIt3", indicating their ability to access the spleen.

Blood screening also revealed the presence of the CLP Flt3™ subset, which was poorly
represented in the BM. Hence, in contrast to the situation in the BM compartment, the MPP3
and CLP FIt3" subsets were the most common circulating progenitors with access to the

spleen.

4 - CCRY expression in MPP3 cells as an indicator of T commitment

In both fetal and adult T cell development, the chemokine receptors CCR7 and CCR9 have
been implicated in thymic colonization and homing of progenitors. Thus, we next looked at
whether the differences between circulating MPP and CLP subsets were related to expression
of the genes for the chemokine receptors CCR7 and CCR9 *'*** (Fig. 5) by performing single-
cell RT-PCR analyses according to a previously described method '*2°. This technology was
particularly appropriate because of the low cell numbers involved. Hence, single-cell analysis
of CCR7 and CCRY expression in the BM was performed on between 23-71 cells. Both
receptors were first detected in the MPP2 subset (4% of positive cells, Fig. SA). The

frequency of CCR gene expression was greater in the MPP3 subset (11% of positive cells,
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Fig. 5A). A co-expression analysis revealed that CCR7 and CCR9 genes were expressed by
independent populations within the MPP3 subset in the BM.

In contrast, 18% of circulating MPP3 cells expressed CCR7 only, 55% (40 out of 72)
expressed CCRY only, and 15% were double expressors (Fig. SA). Thus, within the
predominant MPP3 subset, the frequency of CCR9" expression was higher in circulating cells
than in BM cells.

Of the various CLP subsets, in the BM, 30% of the CLP Flt3" cells expressed CCR7 only,
35% expressed CCR9 only and 12% expressed both receptors (Fig. 5B). In contrast, the
minor (CLP FIt3") BM subset had a greater proportion of CCR9" cells (40%) than CCR7 but
no double-positive cells. In the blood, most CLPs belong to the FIt3" subset (fewer than 10%
expressed CCR7 or CCRY). In contrast, 54% of the CLP FIt3" circulating cells expressed
CCR7 or CCRY. Thus, CCR expression analysis revealed that MPP subsets are heterogeneous

and provided a novel means of differentiating between circulating and BM cell populations.

5- Molecular analysis of lineage specific genes in the MPP3 subset

In order to analyze the lineage commitment status of the MPP3 subset, we evaluated the
expression of several key genes involved in stem cell, myeloid and T cell lineage commitment
(Fig. 6).

As expected, the Gata2 gene (involved in homeostasis and proliferation of stem cells ** was
significantly less expressed in BM MPP3 cells than in MPP1 and MPP2 cells. Only 16% of
single MPP3 cells were Gata2" (Fig. 6A), versus 57% of MPP1 cells and 46% of MPP2 cells.
In contrast, the PU1 myeloid gene ? was expressed at much the same frequency (70%-95%)
in all MPPs subsets.

Lymphoid commitment is best characterized by E2A, II7Ra and Ragl expression’2®. As
depicted in Fig. 6B, all MPP subsets were positive for expression of the E2A gene involved in
B-T commitment. About 40% of MPP1 cells and MPP2 cells were E2A" although the
frequency was markedly higher in the MPP3 subset (68%). In contrast, [I7Ra and Ragl were
only expressed in a small proportion of MPP3 cells: 18% (8 out of 44 single cells analyzed)
were I17Ra” and 18% (20 out of 111 single cells analyzed) were Ragl".

Analysis of the Gata3 and Notchl expression frequencies yielded contrasting results”>' ; the
expression frequency for Gata3 decreased during the MPP1 to MPP2/3 transition, whereas
that of Notchl increased significantly (Fig. 6C). Within the MPP3 subset, 9% of the cells

were Gata3" and 67% were Notchl™.
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Interestingly, further changes in lymphoid gene expression occurred in the blood. In
circulating MPP3 cells, the expression frequency for E2A was just 29% (down from 68% in
the BM) and Ragl expression was not detected. In contrast, Pul and I17R were expressed to
similar extents by circulating MPP3 cells and those in the BM.

Similar analyses of CLP subsets confirmed the latter's lymphoid commitment, with no Gata2
expression and infrequent Pul expression'’. Furthermore, Ragl was widely expressed (73%
of the cells were Ragl™; data not shown) and E2A was found to be stable in all CLP subsets
(Fig. 7). Gata3 expression was detected in CLP FIt3" of the BM and maintained in the blood.
Interestingly, Notchl was expressed less frequently in CLP FIt3™ cells than in FIt3" subset.
Overall, circulating CLPs conserved the low Notchl expression frequency detected in the BM

(Fig. 7). Our results highlight the commitment events in the BM versus the blood.
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Discussion

Our study results showed that MPP3s represent the BM compartment with intrinsic T cell
potential and are able to generate extrathymic pre-T cells in the spleen of nude mice.
Although CLP populations express also CCR9, are found in the blood and colonize the spleen
to generate B cells, they are devoid of T cell activity in the absence of a thymus.

By evaluating the source of extrathymic pre-T cells in the nude spleen, we were able to gain
insights into the MPP and CLP populations” T cell specificities. As evidenced by their
hierarchy in the hematopoietic tree, the MPPs always produced the downstream populations.
Each of the MPP1, MPP2 and MPP3 subsets may have been more effective in producing T
cells than the CLPs were. Indeed, in our experimental setting, the fact that only the MPP3
subset generated extrathymic pre-T cells raises doubts as to the CLP's ability to do so. The

existence of T-cell potential in CLPs has been challenged in many studies '****’

. Despite their
use of unsorted MPPs, Richie Ehrlich et al showed that pre-T cells are generated by both
MPPs and CLPs in the thymus of irradiated hosts at early time points **. However, CLPs
generate pre-T cells more effectively in lethally irradiated hosts; their progeny is detected a
week earlier and is more abundant than under sublethal conditions. Hence, the generation of
pre-T cells by CLPs is sensitive to the conditioning regimen. In our setting (sublethally
irradiated nude hosts), CLPs generated large numbers of B cells more quickly than the MPP3
subset did. However, the CLPs were not able to initiate T cell commitment. Taken as a whole,
our results show that the T cell potential is concentrated within the MPP3 subset and does not
rely on the CLP stage. Our results also suggest that an inhibitory mechanism might prevent
CLPs from activating the T cell pathway.

When considering the various MPP subsets, the MPP3 population does not have common
myeloid progenitor potential but might conserve some degree of granulocyte-macrophage
(GM) potential. It has been reported that (i) a VCAM-1'RAGI"™ MPP population is
immediately upstream of the CLP population and (ii) the MPP3 population is the unique
source of CLPs *°. Indeed, we detected Ragl and II7R expression (using single-cell RT-PCR
assays) in about 10% of MPP3 cells; this shows that a minor subset of the MPP3 population is
able to generate CLPs in the BM.

T cell commitment is best characterized by Gata3 and Notchl expression. The trace GATA3

31 since full

expression detected in our experiments may be a carry-over from LT-HSCs
expression is only detected in the thymus *® (and our unpublished data). Notchl expression
dictates the T vs. B lineage decision®”~""’. Our single-cell RT-PCR analysis revealed that

Notchl expression was significantly more frequent in MPP2 and MPP3 cells than in MPP1
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cells and that expression is conserved in circulating progenitors. Interestingly, we showed that
CCRY expression represents a novel marker for T commitment. Indeed, CCR9 expression was
also activated in the BM, MPP2 and MPP3 cells and circulating progenitors. This finding
suggests that only CCR9" MPP3 were mobilized in the blood and/or that CCR9'BM
progenitors up-regulated this receptor once in the circulation. Furthermore, circulating CLP
FIt3" had a lower CCR9 frequency than CLPs in the BM; this might be related to the absence
of T cell activity and low Notchl expression in the blood. Taken as a whole, our data
highlight the role of CCR9 and Notchl expression by BM progenitors as the initial sign of
commitment to the T cell pathway.

Most of literature studies have evaluated the role of the LMPP subset®®

, which encompasses
the Flt3-expressing MPP2 and MPP3 subsets. As shown here and by others"*, single-cell
analysis showed that these subsets are heterogeneous. As the main circulating population, the
MPP3 population has a weak self-renewal capacity (as evidenced by a low frequency of
Gata?2 expression) and is partially committed to the lymphoid pathway (as demonstrated by
high E24, II7R, Notchl and Ragl expression). This novel subset merits further
characterization.

Although a number of literature studies have detected MPPs in the blood, they failed to
characterize these progenitors . Our study provides valuable information on the circulating
MPP3 subset. After initiation of the lymphoid commitment in the BM, circulating populations
were found to have differentiated further (as evidenced by down-regulation of £24 expression
and loss of Ragl expression). This suggests that (i) the priming initiated in the BM continues
in the blood and (ii) these progenitors do not represent non-specific leakage of BM cells into
the circulation. Therefore, passage into the bloodstream may be a crucial step towards the
final lineage decision.

In contrast with many previous studies, we were able to detect CLPs in the subset of
circulating FIt3" cells. This discrepancy may be due to fact that these literature studies were
screening for the largest (CLP FIt3") BM subset *°. Our study raises the question of the CLP's
role in T lymphopoiesis in general and the generation of extrathymic T cell precursors in
particular. By choosing athymic mice for our graft experiments, we removed the thymic
influence on BM precursor cells. We found that in this context, CLPs were unable to give rise
to splenic pre-T cells. In line with other reports'’, our data also show that CLPs (regardless of
their Flt3 expression status’) are B-committed and thus gives rise to mature (IgM") B cells.
We hypothesized that the CLPs require another signal from the BM or/and the circulation (i.e.
in addition to CCR9 and Notchl expression). The CLPs' inability to generate extrathymic pre-
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T cells in this setting may be explained by lack of commitment in the absence of thymic
influence. It has been reported that CLP FIt3'CD27" cells are the major source of T cell °.
However, we did not detect this subset in the blood, since the main circulating CLP subset
had lost FIt3 expression. Our study results cannot be extrapolated to consideration of the role
of CLPs in thymopoiesis. However, less than 20% of the circulating CLP FIt3" cells expressed
Notchl (compared with 50% of the MPP3 cells). Hence, MPP3 cells are prime candidates for
thymic colonization. In conclusion, our study results show that the MPP3 population
represents the reservoir of T-cell-progenitor in the BM, owing to the maintenance of Notchl

expression.
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Legends to the figures

Figure 1: BM subsets identification. (A) Schematic representation of cell surface phenotype
of BM subsets studied; (B) Sorting of BM subsets. BM cells enriched for progenitors by
magnetic beads depletion were labeled for lineage (NK1.1, TCRB, TCRS, CD§pB, CD19, Ly-
6G and Ly76), c-Kit, Sca-1, VCAM-1, FIt3 and 117Ra Ags. Numbers indicate the percentages

of each population. The data are representative of at least 5 independent experiments.

Figure 2: Pre-T cell potential of LSK, MPP and CLP populations. (A) Analysis of the
spleen of nude recipient 2 weeks after the graft of LSK, MPP or CLP populations. Pre-T cells
(Lin'Thyl.2'CD25") are detected among Ly5.1 donor type cells. Numbers indicate the
percentages of each population. (B) Absolute numbers of pre-T cells recovered in the spleen
of the various recipient mice after graft of LSK, MPP and CLP between 6-14 days and 18-39
days. At least 3 mice were collected per point for each condition in 4 independent

experiments.

Figure 3: Extra-thymic pre-T potential of MPP’s subsets after graft to nude mice. (A)
Spleen from recipient nude mice grafted (1 to 4.10° cells) with CLP Flt3" or CLP FIt3” was
analyzed at different time for the presence of donor derived pre-T cells (Lin
Ly5.1"Thy1.2°CD25%). (B) Spleen from recipient nude mice grafted (1 to 4.10° cells) with
MPP1, MPP2 or MPP3 was analyzed at different time for the presence of donor derived pre-T
cells (LinLy5.1"Thyl1.2°'CD25"). The data are representative of at least 5 independent

experiments with 3-4 mice/day/population.

Figure 4: Sorting of circulating subsets versus BM subsets. Cells were labeled for lineage
(NK1.1, TCRpB, TCRS, CDS8B, CD19, Ly-6G and Ly76), c-Kit, Sca-1, VCAM-1, FIt3 and
[17Ra Ags. Numbers indicate the percentages of each population. The data are representative

of at least 4 independent experiments.

Figure 5: Expression of chemokine receptors in sub-populations of MPP and CLP in BM
and blood. (A) Expression of CCR7 (grey bars) and CCR9 (black bars) in MPP1 (23 single
cells analyzed), MPP2 (24 single cells analyzed) and MPP3 (71 single cells analyzed) sub-
populations in the BM and in circulation; (B) Expression of CCR7 (grey bars) and CCR9
(black bars) in CLP-FIt3"(40 single cells analyzed) and CLP-FIt3" (40 single cells analyzed)
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sub-populations, total CLP (54 single cells analyzed) of the BM and of circulating CLP (60
Flt3" single cells and 11 Flt3" single cells analyzed); below histogram represent circulating

CLP according to their FIt3 expression.

Figure 6: Gene expression in single cells within MPP1, MPP2, MPP3 sub-populations of
the BM and circulating MPP3. (A) Gata2 and Pul expression. Number of single cells
studied in each subset: 40, 43, 50 and 31 single cells, respectively. (B) E2A, I17R and Ragl
expression. For E2A and I17R, 40, 43, 44 and 67 single cells were studied in each subset; for
Ragl, 107, 104, 112 and 62 single cells were studied in each subset. (C) Gata3 and Notchl

expression. For both genes 107, 112, 111 and 58 single cells were studied in each subset.

Figure 7: Gene expression analysis in single cells within CLP F1t3", CLP FIt3" and total
CLP sub-populations of the BM and circulating CLP. E2A, Gata3 and Notchl expression.
The number of cells studied in each subset for Gata3 and Notchl is: 45, 68, 32 and 44
respectively; for E2A 55, 43, 32 and 48 single cells were studied respectively.

Supplemental Figure 1: In vivo B and myeloid potential of CLP versus MPP’s subsets.
Spleen from recipient nude mice i.v. grafted with MPP1, MPP2, MPP3 or CLP were analyzed
2 weeks after grafting to detect donor derived B cells (Ly5.1"CD19IgM") or donor derived
myeloid cells (Ly5.1'Grl1"Mac1"). The data are representative of at least 3 independent

experiments.
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Discussion
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I. Importance de la distinction entre MPP2 et MPP3 :

2 sous-populations distinctes

C’est entre 2001 et 2005 que les MPP sont identifiés et caractérisés sous la
nomenclature de LMPP comprenant les sous-populations MPP2 et MPP3. Or, ces deux
populations ont des potentialités distinctes (Adolfsson et al., 2001; Adolfsson et al.,
2005; Lai and Kondo, 2006; Lai et al., 2005).

Les MPP3 donnent treés peu de cellules myéloides et semblent aussi générer moins de
lymphocytes B (CD19") que les MPP2. Par contre, ils sont plus compétents dans la

génération des précurseurs T extra-thymiques.

Au niveau moléculaire, la perte de 1’auto-renouvellement des MPP3 (moins de 20%
des cellules expriment Gata2) et I’augmentation de I’expression d’E2A (environ 70%)
et de 'llI7R (15%) démontrent un engagement lymphoide de ces progéniteurs
comparativement aux MPP2. Enfin, une augmentation de I’expression de CCR9 (plus

de 15% de cellules positives) démontre qu’une partie de ces cellules peuvent circuler.

Les MPP3 sont majoritairement présents dans le sang alors que les MPP2 en sont

virtuellement absents démontrant ainsi leur incapacité de migrer.

Ces données démontrent qu’une sous-population de MPP3 est plus engagée vers une
voie de différentiation lymphoide que les MPP2. Ces deux groupes, ayant comme dit
au dessus des potentialités différentes, doivent donc étre traités séparément et non pas
regroupés dans la population LMPP. De plus, la sous-population MPP3 engagée et
deéfinie par les marqueurs moléculaires doit €tre identifiée au niveau cellulaire pour

pouvoir étre étudiée plus amplement.
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II. Le CLP n’a pas de potentialité intrinséque T en

absence de thymus

Le potentiel B des CLP n’est pas remis en question et la controverse se situe sur sa

capacité a migrer vers le thymus (et générer des lymphocytes T) (cf. chapitre [.C.3.).

Nos expériences de greffe prouvent que le CLP a une plus grande capacité a générer
des lymphocytes B (CD19IgM") que les différents sous-groupes de MPP. La
génération de précurseurs T extra-thymique (dans des souris athymiques) par les CLP
(F1t3" ou FIt3") donne de rares cellules comparativement aux MPP3 qui sont la source
majeure de ces précurseurs. Ceci permet alors de conclure que sans un « signal »
provenant du thymus le CLP n’est pas compétent pour donner des précurseurs T. En
effet, la question d’un probleme de migration de ces cellules dans la rate ne se pose

pas étant donné que ce dernier y donne de nombreuses cellules B.

Ces résultats ne permettent pas de répondre a la question de la génération de
lymphocytes T mature dans un contexte de souris sauvage ou un thymus est présent.
Mais ils permettent de démontrer que sans thymus le CLP donne uniquement des
lymphocytes B méme dans un cas de lymphopénie ou tous le compartiment T est a
reconstituer. Ceci suggere que :

» Le CLP a un devenir B par défaut.

» La fonction T du CLP est sous le controle d’un signal thymique.

Ceci souleve I’hypothese d’une inhibition de 1’activité T des CLP : le potentiel T des

CLP serait inhibé¢ et seul un signal thymique pourrait initier ce mécanisme.

Nos travaux indiquent que le CLP FIt3" serait le plus compétent a coloniser le thymus
car il est en circulation et génére de rares précurseurs T dans la rate (environ 400
cellules/rate). Cette sous-population serait donc potentiellement impliquée dans ce

développement.

89



Des travaux récents montrent que la capacité des CLP FIt3"™ a générer des cellules T
serait sous le contrdle inhibiteur des protéines Id qui, via ’inhibition de la protéine
E2A, diminue I’expression de Notchl. En effet, il y a une diminution de I’expression
de Notchl dans les CLP FIt3" (cette derniére étant perdue si les CLP FIt3™ sont
transduits avec un rétrovirus contenant E47). De plus, une diminution de la protéine
E2A est observée dans les CLP FIt3" ainsi qu’une augmentation de 1’expression d’1d2
et d’Id3 comparativement aux CLP FIt3" (Pereira de Sousa, communication
personnelle). Ces données permettent d’expliquer 1’incapacité des CLP F1t3™ a générer

des cellules T.

II1. Le MPP3 n’est pas la seule source des CLP

Dans le thymus les progéniteurs (dés le stade TN1) ont perdu le potentiel de générer
des cellules B mais conservent leur capacit¢ de produire des macrophages et des
cellules T (ainsi que des NK et CD). Ainsi, le potentiel de différentiation B est perdu
avant celui de génération de cellules myéloides (macrophages). Le progéniteur a
I’origine des cellules T aurait alors perdu le potentiel B mais conservé celui myéloide.
Ces données démontrent ainsi que le CLP (ayant perdu le potentiel de différentiation
my¢loide) ne serait pas impliqué dans la différentiation de la CSH aux cellules T. Il

serait alors un progéniteur du lignage B (Wada et al., 2008).

Extinction du potentiel B
Progéniteurs bipotent Cellules T
(e 1L10ph1gey

( ellules NE

\ Og % “ellules dendritiques
Cellules B Maer: oph ages

Figure 19 : Perte du potentiel B avant le myéloide (Wada et al., 2008).
Dans les progéniteurs T précoces, le potentiel de différentiation vers la lignée B est perdu
mais pas celui de générer des macrophages.
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La population MPP3 génére peu de cellules CD19" (7% dont 1% de CD19IgM") par
rapport aux CLP (34% dont 14% de CD19IgM") : il semblerait ainsi que le MPP3 ne
soit pas la source majeure des CLP. En effet, I’é¢tude du profil d’expression génique

des MPP3 révele qu’une sous-population minoritaire exprime I’IL7R (16%) et Ragl.

En revanche, on peut constater que les MPP2 produisent plus de lymphocytes B que
les MPP3 (19% de CD19" et 5% de CD19'IgM"). Cette observation nous fait ainsi
remettre I’arbre hématopoiétique actuel (figure 4) en question ; en effet, la branche des
CLP doit étre aussi générée a partir des MPP2 via un pré-CLP qui ne posséderait pas

encore I’I17R et Ragl.

Ces résultats confirment alors la perte du potentiel B (CLP) avant la perte de la
potentialit¢ de différentiation vers la voie myéloide et plus particulierement la
génération des macrophages et granulocytes. Il y aurait ainsi un engagement vers la
lignée B ou T qui se ferait au niveau des MPP2 sous la forme de la génération de la
voie de différenciation B via le CLP ou la génération des lymphocytes T via le MPP3

(qui conserve un potentiel myéloide).

MPPI

MPP2 l

@ . CLP Zellules B
SO S B

Cellules T l

Figure 20 : L’arbre hématopoiétique modifié.

Nos hypothéses sont ici représentées en rouge. Le CLP, via un intermédiaire (pré-CLP), est
ainsi majoritairement généré par les MPP2 afin de produire des lymphocytes B alors que le
MPP3 serait plus engagé vers une voie de différentiation T mais une sous-population
produirait tout de méme des CLP. La population MPP2 serait alors le point de séparation
entre le lignage B et T.
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IV. Les signaux envoyés par le thymus

Les données résumées plus haut indiquent que le thymus joue un role crucial dans
I’engagement vers la lignée T du CLP. Le thymus doit donc pouvoir

« envoyer» différents signaux vers les différents organes dont la MO.

Les signaux solubles présents dans le sang peuvent provenir des cellules épithéliales
thymiques (CET). En effet, la P-sélectine (molécule d’adhésion exprimée par les CET
dont le ligand PSGLI1 est exprimé sur les progéniteurs T) et CCL25 (ligand de CCR9)
sont exprimés périodiquement par le thymus. Ces dernicres permettent ainsi I’entrée
ou non de progéniteurs dans le thymus. L’expression de ces molécules d’entrée par
I’épithélium thymique est augmentée lorsque le thymus a besoin de précurseurs pour
générer des lymphocytes T. En effet, cette expression correle avec la disponibilité des
niches intra-thymiques (Gossens et al., 2009). En effet, ceci va permettre d’attirer des
progéniteurs provenant de la MO ou de la circulation au thymus. Ainsi, il existe des
signaux solubles (CCL25) et des récepteurs fixés aux CET (P-sélectine) produits par le
thymus.

En plus du role des cytokines dans I’attraction des progéniteurs a un site donné, ces
dernieres sont aussi capables en culture de changer le devenir des cellules. En effet, un
grand nombre de cellules Grl™ sont obtenues aprés mise en culture de CLP avec de
I’IL2 (Kondo et al., 2000). Les cytokines et leurs concentrations ainsi que le lieu ou
elles sont produites ont un réle important dans 1’hématopoi¢se en général mais surtout

dans la génération de lymphocytes T.

Cependant, les signaux donnés par les cytokines ne sont pas forcement essentiels a
entrainer un engagement vers une voie de différentiation. En effet, la surexpression de
Bcl2 (famille anti-apoptotique) restaure la production de lymphocytes T dans des
souris IL7Ra™. Ceci démontre que la signalisation IL7 dans le développement T et les
lymphocytes T matures est nécessaire a la survie des cellules (via une augmentation de
I’expression de Bcl2) mais ne joue pas de rdle dans I’engagement vers le lignage T

(Akashi et al., 1997).
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Les lymphocytes T matures peuvent aussi inhiber la génération des précurseurs T dans
la rate. Ceci est rendu possible par leur consommation d’IL7 (Gautreau et al., 2007).
Ces résultats permettent alors de penser que la présence de lymphocytes T peut aussi
controler la génération de précurseurs T intra-thymiques. Cela peut donc étre
considéré comme un des signaux que le thymus peut donner en périphérie (vu que la

production de lymphocytes T matures se fait dans le thymus).

Le role du thymus et des signaux qu’il « envoie » via la production de différentes
cytokines reste a confirmer. En effet, il serait important de démontrer quels signaux
présent dans la MO permettent aux progéniteurs d’en sortir et ainsi d’étre attirés
jusqu’au thymus. Etant donnée I’existence de vaisseaux sanguins dans la MO il est
tout a fait probable de penser que les cytokines (CCL25) doivent étre veéhiculées grace
a la circulation sanguine selon un gradient décroissant jusqu’au site ou se trouve les
progéniteurs. En effet, les gradients de concentration permettent d’attirer les cellules
d’un lieu ou il y a peu de cytokines vers un lieu ou elles sont fortement exprimées.
Cependant, la production de CCL25 par les CET et 1’absence de lymphocytes T
matures en périphérie ne sont certainement pas les seules causes de ’attraction des

progéniteurs vers le thymus.

V. Les niches de la MO soutiennent-elles un

engagement vers une voie de différenciation ?

Il a été émis I’hypothése que les CSH devaient étre en contact avec des cellules de la
MO leur permettant de maintenir leur état de cellules souches tout au long de la vie de
I’individu (Schofield, 1978). L’équipe de M. Kondo a mis en évidence I’existence de
microenvironnements spécifiques dans la MO qui favoriserait le développement en

lignages my¢éloide ou lymphoide (Lai et al., 2009) (voir chapitre 1.B.2).

Plusieurs hypothéses peuvent alors étre posées:
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» La coexistence de deux niches distinctes dans la MO : pour un développement
vers le lignage lymphoide et 1’autre vers le lignage my¢éloide.

> A Dlinverse, il n’y aurait qu’une seule niche myéloide avec des signaux
permettant la différentiation myéloide et si les progéniteurs sortent de cette
niche, ils perdent alors I’influence de la niche et vont alors par défaut vers le
devenir lymphoide (ou inversement s’il n’existe que des niches lymphoides).

» La derniere hypothése est qu’il pourrait y avoir effectivement qu’une niche
my¢loide majoritaire et lorsque les progéniteurs quittent cette niche ils
entreraient dans une voie de différentiation vers la lignée lymphoide et plus
particulierement vers la lignée B. En effet, les progéniteurs qui intrinséquement
auraient un devenir T migrerait dans le sang qui serait alors une « niche » pour

ces progéniteurs.

Avant de pouvoir confirmer 1’une ou I’autre de ces hypothéses, il faut définir quels
sont les «signaux » qui peuvent étre donnés aux progéniteurs par les cellules
constituant les différentes niches (ou la niche) afin de les orienter vers un devenir
lymphoide ou my¢loide. L’équipe de M. Kondo a pu démontrer que les GPCR jouaient
un role critique dans la décision du devenir lymphoide ou myé¢loide. En effet, la
localisation et la différentiation des MPP VCAMI1™ (MPP3) peut étre affecté par
traitement avec un inhibiteur des protéines G, ces progéniteurs donneront alors des

cellules my¢loides et plus de lymphoides (Lai et al., 2009).

La voie MAPK (mitogen-activated protein kinase) et plus particulicrement la voie
MEK/ERK (mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase) a
¢té impliqué dans la différentiation myéloide. En effet, lorsque I’on inhibe cette voie
dans des MPP VCAMI', la production de cellules myéloides est fortement diminuée
alors que celle de lymphocytes B est augmentée, démontrant alors que la voie
MEK/ERK n’est pas impliquée dans la différentiation B (Hsu et al., 2007). Les auteurs
en déduisent que cette augmentation est dit a un phénoméne de compensation, mais on
peut aussi penser que le devenir my¢loide doit étre éteint pour pouvoir permettre une

différentiation dans une autre voie. Ainsi, les progéniteurs qui devaient générer des
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cellules my¢loides selon leur programme génétique vont aller par défaut vers une autre
lignée.
I y a ainsi différentes voies qui semblent impliquées dans la localisation (et un

devenir) : GPCR et dans le choix de la voie de différentiation des progéniteurs : la voie

MEK/ERK.

Pour conclure, les MPP3 semblent avoir besoin des GPCR pour sortir d’une niche
my¢loide et générer des cellules de la voie lymphoide. De plus, il faut inhiber la voie
MEK/ERK pour obtenir une différentiation lymphoide. Ces deux études laissent alors
a penser que le devenir my¢loide est prédominant sur le lymphoide et que pour
pouvoir se différencier en cellules lymphoides les progéniteurs doivent quitter une
niche donnant des signaux myé¢loides et ainsi éteindre les voies intracellulaires

entrainant cette différentiation.

De plus, il a récemment été démontré ’existence de deux niches lymphoides B
distinctes qui soutiennent le développement de deux types de précurseurs B. Les
cellules stromales de ces niches expriment soit de I’IL7 soit Gall (galectinel). Cette
derniere est produite dans la MO et lie le pré-BCR. Ces deux niches sont distinctes et
sont spécifiques des pro-B / pré-BI et des pré-BII, respectivement. Elles permettent la
prolifération et la différentiation des cellules qu’elles supportent. Ainsi, les pré-BII
vont migrer dans la niche Gall pour y terminer leur différentiation (Mourcin et al.,

2011).

I1 y a ainsi plusieurs signaux dans la MO activant différentes voies intracellulaires qui

permettent ou inhibent un devenir cellulaire.
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VI. Le role du sang sur les progéniteurs de la MO :

importance de I’étude des progéniteurs circulants

Le thymus a la capacité d’exporter en plus des lymphocytes T matures, des précurseurs
déja engagés vers la voie T qui quittent le thymus avant les réarrangements du TCR
(Lambolez et al., 2006). Les TN intra-thymiques co-expriment tous Gata3 et Notchl
(Boudil et al. soumis). Les progéniteurs que nous avons isolé dans la circulation
sanguine ne proviennent pas de cet export thymique. En effet, grace a notre étude du
profil d’expression génique, nous avons pu démontrer que Gata3 était exprimé de
facon négligeable par les MPP3 circulants (3% des cellules étudiées 1’expriment). 11
n’est donc pas probable que les progéniteurs en circulation proviennent de fuites
thymiques, a moins que I’expression de Gata3 dans les TN soit diminuée en
périphérie.

La présence dans le sang de cellules de phénotype LSK comprenant a la fois des CSH
et des MPP a ét¢ démontrée par I’équipe d’A. Bhandoola (Schwarz and Bhandoola,
2004). Nos résultats démontrent aussi la présence de progéniteurs dans la circulation et
plus particuliecrement des MPP3, majoritairement présents. Au regard du profil
d’expression génique, nous avons constaté que deux fois moins de MPP3 circulants
expriment E2A, comparativement a ceux résidants dans la MO. Ce géne étant impliqué
dans la différentiation lymphoide et surtout dans la voie B (en effet, dans les
précurseurs T, il potentialise I’effet de Notchl), I’entrée dans la circulation sanguine
doit influencer le devenir des progéniteurs. Le sang permettant ainsi un engagement

vers la voie de différentiation T.

Toutes les cellules hématopoiétiques (sauf les lymphocytes T) étant générées dans la
MO, lorsqu’un progéniteur sort de I’environnement médullaire pour entrer dans le
sang, les signaux donnés par les cellules stromales permettant la différentiation vers
les autres lignées sont diminués. De plus, il est probable que le sang en lui-méme

apporte (par des cytokines) un potentiel pré-engagement vers le lignage T. Par

96



conséquent, la circulation sanguine est un site ou, selon les concentrations en facteurs

solubles et leurs rdles, I'entrée dans la voie T peut avoir lieu.

Ces différentes études démontrent que les progéniteurs de la MO possédent un profil
d’expression génique différent dans le sang. Il est donc important de prendre ces
populations en compte lorsque ’on s’intéresse a 1’origine des progéniteurs pouvant
entrer dans le thymus pour y donner des lymphocytes T matures. En effet, nos travaux

indiqueraient que le MO assure I’engagement lymphoide et le sang I’engagement T.

VII. Les _molécules de migration et d’adhésion : de

nouveaux marqueurs précoces pour étudier les

mécanismes de I’engagement

PSGLI est exprimé sur toutes les cellules des différentes populations de progéniteurs
de la MO. La mesure de la liaison de PSGL1 avec son ligand (la P-sélectine) a permis
de démontrer que I’expression de PSGL1 fonctionnel est graduellement augmentée
avec la différentiation des CSH (26%) vers les MPP (47%) et les LMPP CCR9" (70%)
(Sultana et al., 2012).
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Figure 21 : L’expression de PSGL1 (Sultana et al., 2012).

Malgré le fait que PSGL1 soit exprimé par tous les progéniteurs de la MO (histogramme du
bas), seulement une partie est fonctionnelle (histogramme du haut). On constate ainsi une
augmentation de sa fonctionnalité au cours de la maturation des CSH.
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Par ailleurs nos résultats montrent que 1’expression de CCR9 est augmentée au cours
de la différentiation des MPP1 vers les MPP3 circulants. En plus de son réle dans la
migration thymique, CCR9 serait impliqué dans I’export vers le sang des progéniteurs

hématopoiétiques.

Cependant, I’expression de CCR9 peut ne pas étre suffisante pour permettre
I’engagement des progéniteurs vers la voie de différentiation T mais uniquement pour
la migration de ces derniéres (ou s’il le fait, le signal n’est pas suffisant pour entrainer
un réel engagement). En effet, environ 50% des CLP FIt3" expriment CCR9 mais ne

donnent pas de pré-T dans les souris athymiques.

En plus des molécules de migration présentées ici, les molécules d’adhésion (comme
VCAMI) doivent elles aussi pouvoir influencer le devenir des cellules, en effet, la
perte d’une de ces molécules peut permettre le détachement d’une niche pour aller vers

une autre.

L’équipe de M. Kondo, lors de son étude sur 1’identification des différentes sous-
populations de MPP a prouvé qu’au cours de leur maturation, ces progéniteurs
perdaient I’expression de VCAMI1 (Lai et al., 2005). La perte de cette molécule
permettant 1’adhésion pourrait démontrer que les MPP3 ne sont pas dans la méme
niche que ces précurseurs. Il est alors intéressant de faire le lien entre le gain de
récepteurs tel que CCR9 et PSGL1 et la perte de VCAMI. En effet, les données
présentées ici démontrent que les progéniteurs de la MO au cours de leur maturation
acquierent I’expression de CCR9 et PSGLI1 et perdent celle de VCAMI. Ceci
permettrait alors de démontrer un gradient de concentration de chimiokines qui
contrdlent I’expression des récepteurs et ainsi la migration des progéniteurs au travers

des différentes niches de la MO.
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Figure 22 : L’expression de molécules liées a la localisation des progéniteurs et a
leur devenir.

Les progéniteurs les plus proches de I’os expriment beaucoup VCAMI1 et sont dans des niches
profondes permettant la multipotentialité et certainement la maturation my¢éloide alors que les
progéniteurs destinés a un devenir lymphoide et plus particulierement au lignage T vont,
grace a I’expression de CCR9 et PSGL1, sortir de ces niches et migraient vers les vaisseaux
sanguins ou ils pourront coloniser le thymus.

Pour terminer, nous avons constaté que 12% des MPP3 de la MO exprimaient CCR9
alors qu’environ 55% de ces progéniteurs dans la circulation I’expriment. Trois
hypothéses peuvent alors étre émises :

> Les MPP3 CCR9" migrent et proliférent dans la circulation.

» Les MPP3 CCR9 vont exprimer CCR9 dans la circulation.

Ceci met en évidence I’'importance de CCR9 pour la migration des progéniteurs

hématopoiétiques dans la circulation.

Les différentes molécules que nous venons de voir ici, et certainement d’autres qui
reste a démontrer, sont impliquées dans la migration (ou la rétention) des progéniteurs
de la MO de par leur expression. La concentration de leur ligand permet de diriger

ensuite ces populations vers les sites ou ces progeéniteurs seront fonctionnels.
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Les résultats de nos travaux ont permis de mettre en évidence que les MPP3
(population de MPP majoritaire dans le sang) sont a 1’origine des précurseurs T extra-
thymiques méme en absence de thymus. Les CLP, quant a eux, sont présents en
circulation (surtout les CLP FIt3") mais sont incapables de générer ces précurseurs. En
effet, ils générent en majorité des lymphocytes B matures (CD19'IgM") démontrant
ainsi qu’ils n’ont pas de potentialit¢ T intrinséque ; ils ont besoin de I’influence du

thymus pour pouvoir se différencier dans le lignage T.

Suite a ce travail, il reste encore des questions sur les mécanismes concernant
I’engagement vers la voie de différentiation T. Récemment, un facteur de transcription
Lyll a été mis en évidence comme étant un composant important dans le programme
transcriptionnel qui contrdle la spécialisation lymphoide et la maintenance des ETP
(Zohren et al., 2012). Lyll est un facteur de transcription boucle-hélice-boucle
important pour la génération des LMPP et ETP de facon dose dépendante comme on
peut le voir dans la figure 23 qui présente les nombres absolus de différentes
populations de la MO et du thymus dans la souris Lyl1"”*, Lyl1™ et Lyl1™",

* kK
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Figure 23 : Répartition des différentes populations de la MO et du thymus dans
des souris Ly11+/ ° Ly11+/' et Lyll'/ “(Zohren et al., 2012).

Nombre absolu des LSK, HSC, MPP et LMPP de la MO et ETP, DN2 et DN3 du thymus
chez les souris Ly11+/+ (noir), Ly11+/' (gris) et Lyll'/' (blanc).

La diminution du nombre de LMPP ne résulte pas d’une augmentation de I’apoptose
(annexine V) ni d’une diminution de la prolifération (BrdU). Lyll semble plutdt
important pour I’engagement dans la voie lymphoide T, en effet la capacit¢ des LMPP

a générer des cellules myéloides et B n’est pas altérée chez la souris mutante. Lyll est
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dans le thymus requis pour la transition ETP a DN2 puisqu’une restauration du
compartiment DN3 est observée suggérant des mécanismes compensatoires

certainement de prolifération a ce stade (Zohren et al., 2012).

Ainsi, encore récemment des génes essentiels au développement des lymphocytes T
sont découverts démontrant I’importance de continuer les recherches sur ce sujet. De
méme, il est intéressant de suivre les avancées qui peuvent étre faites dans les autres
modeles d’études dont ’'Homme (Lyll a originalement était découvert chez ce dernier

comme étant altéré dans les leucémies T (Mellentin et al., 1989)).

Ainsi, AF1q a été démontré comme impliqué dans le développement des cellules T
humaines (Parcelier et al., 2011). En effet, cette protéine va promouvoir la
différentiation en lymphocytes T et inhiber celle des cellules B (ceci n’étant pas sans
rappeler le role de Notchl). De plus, la transduction d’AF1q augmente I’expression
d’Hesl (gene cible de Notch) démontrant ainsi la capacité de cette protéine
d’augmenter la susceptibilité des progéniteurs multipotents a la signalisation Notch et

ainsi au devenir T (Parcelier et al., 2011).

Suite a ce travail sur la génération des précurseurs T extra-thymiques de la rate, il
serait intéressant d’étudier cet organe (par immunofluorescence sur coupes) afin de
connaitre la (ou les) niche(s) ou se trouve ces derniers. Ceci permettrait alors d’avoir
une idée des mécanismes impliqués dans leur différentiation et leur maintien. En effet,
comme nous avons pu le démontrer (figure 24), Notchl est peu exprimé dans ces
précurseurs par rapport aux thymocytes et il serait alors intéressant de connaitre

I’environnement dans lequel ils se trouvent afin d’identifier les facteurs produits.
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Figure 24 : Expression de Notchl dans les précurseurs T extra-thymiques et

thymocytes.
Pourcentage de TN2 (blanc), TN3 (gris clair) et pré-T splénique (noir) exprimant Notchl. 90

cellules individuelles ont ét¢ analysées.

Ces précurseurs extra-thymiques permettraient d’identifier les mécanismes
d’engagement vers la lignée T en absence de thymus. De plus, nous sommes
actuellement en train de mettre au point un multiplex avec Notch2 afin de savoir si sa
signalisation aurait un role dans 1I’engagement des progéniteurs de la MO (MPP3) en
précurseurs T extra-thymiques. L’engagement des précurseurs T intra-thymiques étant
sous le contrdle de la signalisation Notch1 / Delta4, il est probable qu’en périphérie cet

engagement soit sous le contrdle d’une autre interaction.
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Résumé. Au cours de la greffe de cellules souches hématopoiétiques, la lignée
des lymphocytes T est la derniére & étre générée. Ce processus est responsable
de I'absence d'une composante majeure du systéme immunitaire chez ces patients
pendant un laps de temps entrainant des complications souvent fatales. Accélérer la
reconstitution de cette voie lymphoide permettrait de restaurer une immunité efficace
et rapide. L'hématopoiése précoce des lymphocytes T est tout & fait particuliére,
en ce sens que ces progéniteurs et leur descendance se situent sur plusieurs
sites et que des intermédiaires de différenciation dans plusieurs organes existent.
Par ailleurs, les génes responsables de I'engagement irréversible dans cette lignée
et leur coordination sont encore méconnus. En effet, contrairement & la lignée B,
plus d'un géne est indispensable pour signifier la spécificité T. Enfin, le branchement
de la voie T dans le schéma hématopoiétique général est encore incertain,
plusieurs options étant sans cesse remises en question. Ainsi, une meilleure
compréhension des facteurs et mécanismes impliqués dans la génération de la
lignée T permettra de maitriser sa production et d’accéder & des thérapies nouvelles.

Mots clés : thymus, facteur de transcription, chimiokine, progéniteur

Abstract. After the graft of hematopoietic stem cells, the reconstitution of the T
cell lineage is very slow. This process is, thus, responsible of the absence of a
major component of the immune system in these patients and of frequent deadly
effects. Therefore, accelerating the reconstitution of the lymphoid T cell lineage
would allow the restoration of an efficient immunity. T cell hematopoiesis present
different characteristics compared to other lineages: progenitors and their products
reside in different environments; thus, various intermediates of differentiation are
detected in many organs. Moreover, genes responsible of the T cell engagement
and their coordination are not known. Importantly, the initiation of the T cell lineage
from the hematopoietic tree is not solved. Thus, a better understanding of the factors
and mechanisms involved in the generation of the T cell lineage will allow the control
of its production in order to have access to new therapies.

Key words: thymus, transcription factor, chemokine, progenitor

ontrairement aux autres
lignées sanguines, les
cellules T se dévelop-
pent & distance de la
moelle osseuse, source

T matures éduquées pour échapper aux
processus auto-immuns. Par ailleurs, un
nombre sans cesse croissant de progé-
niteurs est identifié dans plusieurs sites,
intfermédiaires probables de différentes

de leurs progéniteurs. C’est dans le thy-
mus que ce développement se déroule
pour aboutir & la génération de cellules

populations en route vers leur destina-
tion ou appartenant & une méme voie
non encore identifiée.
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Parce qu'il ne contient pas de cellules ayant la potentialité
de s’auto-renouveler, le thymus doit importer périodiquement
des progéniteurs hématopoiétiques. Sur ce site spécialisé,
un réseau complexe de facteurs régulateurs va interagir pour
inhiber les potentiels non T et produire le précurseur T (pré-T),
a l'origine de tous les thymocytes. La compréhension des
mécanismes qui conirdlent la génération des pré-T permet-
trait d’améliorer I'immunité cellulaire chez les patients dgés
et de promouvoir la thymopoiése pour augmenter les cellules
T matures en périphérie. De plus, les méthodes récentes per-
mettant de générer in vitro des précurseurs T vont ouvrir de
nouvelles voies thérapeutiques ; en effet, ces progéniteurs
sont immédiatement compétents pour restaurer une réponse
immune et peuvent &tre manipulés génétiquement pour le
traitement des déficits immunitaires.

Origine de la voie lymphoide T

Till et Mc McCulloch ont démontré que toutes les cellules du
sang dérivent d'un type cellulaire unique, la cellule souche
hématopoiétique (CSH) localisée dans la moelle osseuse [1].
Les CSH sont capables de s’auto-renouveler et de se différen-
cier [2]. Ce sont des cellules immatures qui n’expriment pas
les marqueurs des cellules matures appelés « lignage » (Lin,
Lineage). Spangrude et al. ont été les premiers & identifier
le phénotype des CSH. Ce phénotype sert de référence pour
identifier les populations hématopoiétiques chez la souris, Lin®
Sca-1* (Stem-Cell Antigen) c-kit* (récepteur & tyrosine kinase,
ckit, dont le ligand est le SCF (stem-cell factor) (LSK) [3].

Les voies de différenciation utilisées par les CSH pour passer
d’un état multipotent vers des progéniteurs engagés ont été
longtemps débattues pour la voie lymphoide T et le sont
encore. Au cours de |'hématopoiese adulte, de multiples
routes ont été décrites au cours desquelles les progéniteurs
s’engagent dans des lignées ayant des potentiels de dévelop-
pement trés distincts. Dans un premier temps, les CSH & long
terme (LT-CSH : long term), douées d'auto-renouvellement et
qui peuvent reconstituer le compartiment hématopoiétique
de fagon infinie, se différencient en progéniteurs & durée de
vie plus limitée (ST-CSH : short term). Ces CSH donnent par
la suite des progéniteurs multipotents (MPP) qui ont perdu
leur capacité d’auto-renouvellement et sont & l'origine de
précurseurs de plus en plus restreints dans leur potentiel de
développement. Un schéma initial de I'hématopoiése avait
postulé qu’aprés les MPP, deux voies sont possibles pour les
progéniteurs : la voie de la lignée lymphoide (CLP [common
lymphoid progenitor] générant les populations B et T, NK
[natural killer]) et celle de la lignée myéloide (CMP [common
myeloid progenitor] qui génére les granuleux-macrophages)
(figure 1).

Cependant, de nouvelles données suggérent un schéma de
différenciation hématopoiétique différent. Dans ce nouveau
schéma hématopoiétique, la population CLP descendrait

Hématologie, vol. 17, n° 1, janvier-février 2011

directement de la sous-population de MPP VCAM-1- Flt-3hish
(LMPP) [4, 5] ; ainsi, cette nouvelle population (LMPP
[lympho-myeloid progenitors]) génére principalement les
cellules de la lignée lymphoide [6]. En amont, les MPP
VCAM-1* Flt3* vont perdre le potentiel mégacaryo-
cyte/érythroide (en produisant le CMP), avant de générer
les LMPP. Ainsi, dans cette nouvelle configuration les granu-
locytes/macrophages seront issus des CMP et des MPP.

Plus récemment, une population de progéniteurs multipotents
(MLP [multilymphoid progenitor]) possédant les capacités T,
B, NK et myéloides a été identifiée chez I'Homme [7]. Ces
données rejoignent celles obtenues chez la souris adulte
rapprochant les lignées T et myéloides [6]. Cependant, ces
travaux viennent d'étre reconsidérés et les données récentes
révélent une séparation nette des lignées lymphoides et myé-
loides [8]. En effet; ici, les auteurs ont généré une souris
exprimant la Cre recombinase sous le contréle du promo-
teur du récepteur alpha de l'interleukine 7 (IL7r) (récepteur
de cytokine le plus important lors de la lymphopoiése) per-
mettant de suivre le développement des lymphocytes. Ainsi,
les cellules pro-T descendent de cellules ayant exprimé ce
récepteur, contrairement aux cellules myéloides. Ceci per-
met de démontrer que les lignées lymphoides et myéloides
ne partagent pas de progéniteurs communs.

La lymphopoiése thymique

La.thymopoiése est un processus complexe et dynamique
au sein d'une structure contenant des cellules épithéliales
(originaires de I'endoderme) et un mésenchyme (originaire
de la créte neurale). Ces tissus aftirent des progéniteurs
dont ils vont assurer la différenciation et la maturation
fonctionnelle [9].

Avant |'établissement de la vascularisation, les progéniteurs
migrent dans le mésenchyme avant d’atteindre le comparti-
ment épithélial. Certains expriment des récepteurs pour les
chimiokines (CCR7, CCR? et CXCR4) [10]. Aprés vascula-
risation, un grand nombre de molécules sont retrouvées
sur les progéniteurs récemment entrés dans le thymus [11].
En l'absence de cellules capables de s'auto-renouveler,
ce recrutement est relativement continu [12]. la nature
des cellules qui s'implantent dans le thymus et leur stade
d’engagement vers le lignage T sont des questions encore
débattues et qui pourraient trouver leur solution dans les
nouveaux modéles du poisson zébre [13].

L'accessibilité du thymus est contrélée, & la fois par le nombre
de progéniteurs intrathymiques présents [14] et la quantité
de cellules T matures en périphérie [15]. Les travaux de Rossi
et al. ont montré que l'interaction de la P-sélectine, exprimée
par les cellules endothéliales, avec son récepteur PSGLIT,
exprimé par les progéniteurs T circulants, est I'une des
premiéres étapes de la séquence de transmigration des
progéniteurs & travers |'endothélium thymique [16].

Cependant, cette migration obéit aussi & des périodes
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Figure 1. La lymphopoiése T, des cellules souches de la moelle osseuse aux lymphocytes T du thymus.
LT.CSH : long ferm-cellules souches hématopoiétiques ; LSK (Lin"Scal*cKitt) CD3471ow . STCSH : short term-CSH, LSK CD34* ; MPP :
multipotent progenitor, LSK VCAM1*EIt3o% (MPP1), LSK VCAM1*FIt3o (MPP2), LSK VCAM1*FIt3'e (MPP3) ; CLP : common lymphoid

progenitor, Lin'Sca 1% cKitlow|L7Ra*.

alternativement réfractaires et permissives, suggérant un
autocontréle interne, probablement régulé par I'accessibilité
des niches stromales [17]. Ceci alerte sur les conditions
employées lors des études expérimentales de la thymo-
poiése, toujours abordée aprés une irradiation et greffe de
moelle osseuse.
Une fois dans le thymus, les chimiokines CCR7 et CXCR4
vont guider les progéniteurs au sein des différentes zones de
cellules épithéliales [18]. La caractérisation et |'identification
des molécules de migration vers le thymus font I'objet de
nombreux travaux. Une des applications immédiate serait
I'augmentation de la colonisation thymique chez les trans-
plantés de moelle osseuse pour qui la régénération du
compartiment T est trés lente [19]. Ceci n’est envisageable
qu’avec un thymus possédant une fonction résiduelle, ou &
s défaut aprés greffes d'épithéliums thymiques générés in vitro.

Ainsi, en plus de la génération de cellules T matures, un
réle essentiel du thymus est de restreindre a la lignée T les
progéniteurs multipotents qu'il recrute (figure 1). Au cours
de ce développement, les progéniteurs qui ont colonisé le
thymus vont dans une premiére étape acquérir la compé-
tence T et s'engager définitivement dans le lignage af ou
v3, au cours de la phase TN2-3 (voir ci-dessous), puis proli-
férer avant de subir les événements de sélection (phase DP,
SP) qui vont aboutir & la formation des cellules T matures
CD4+ et CD8+ capables de quitter le thymus et de coloniser
les organes périphériques. Ainsi, la production de cellules
T est caractérisée par la différenciation de vagues succes-
sives de progéniteurs ayant perdu leur auto-renouvellement.
Dans le thymus, chaque progéniteur subit environ 20
divisions relativement symétriques pour générer un large pool
de cellules immatures qui seront sélectionnées ; environ 12

Hématologie, vol. 17, n® 1, janvier-février 2011

© John Libbey Eurotext, 2011



de ces divisions se déroulent en 14 jours au sein de la
population TN [20]. Chaque vague de différenciation dure
environ 3 semaines.

La majorité des précurseurs intrathymiques n’exprime pas
les marqueurs CD3, CD4 et CD8, et est donc appelée
thymocytes triples négatifs (TN) (ou doubles négatifs DN
[CD4, CD8]). lls représentent 1 & 2 % des thymocytes
totaux et sont subdivisés en 4 sous-populations selon le profil
d’expression de la molécule d’adhésion CD44 et la chaine
a du récepteur & l'interleukine 2, CD25 (IL2Ra) [21, 22].
La population qui assure une thymopoiése efficace et
compléte est ckit+CD44+*CD25" (appelée ETP, 0,01 % du
thymus); elle s'implante dans une niche située au niveau de
la jonction cortico-médullaire, trés vascularisée, et y sera
abritée pendant 10 jours, au cours desquels une intense pro-
lifération aura lieu [23]. Cellei est importante étant donné le
faible nombre de cellules qui peut accéder & I'organe. Les ETP
sont multipotentes, mais possédent une activité B réduite ; les
potentialités NK, DC et myéloides sont nécessaires pour assu-
rer, au moins partiellement, la maturation de ces lignées dans
le thymus (notamment la présentation d’antigénes assurée
par des B, macrophages ou DC). Cependant, d’autres progé-
niteurs plus restreints (en termes de potentialités) contribuent
aussi & la thymopoiése. Ainsi, un environnement thymique
fonctionnel est favorable au développement de plusieurs
lignées qui soutiendraient (par la production de facteurs
solubles et molécules d'adhérence 2) ce développement T.
Lors des conditionnements pour les transplantations de moelle
osseuse ces processus sont vraisemblablement altérés.

les ETP se différencient en cellules TN2 et gagnent
I'expression du marqueur CD25. Les TN2 générent ensuite
les cellules TN3, CD44'CD25*, qui & leur tour se dif-
férencient en TN4 (CD44-CD25°). Durant cette progression,
ces progéniteurs vont perdre séquentiellement les potentiali-
tés non T, et acquérir les caractéristiques de I'identité T. C'est
chez la souris que ce développement a été le mieux étudié,
mais des stades similaires sont retrouvés chez I'Homme [24].
Chacun de ces stades est le siége d'événements cruciaux
pour I'engagement dans la voie T. En effet, les ETP ont un
potentiel B réduit mais conservent leur potentiel de dévelop-
pement en cellules NK'(NK1.1*) et en cellules dendritiques
DC (CD11b*CD11c¢*), ainsi qu'un potentiel de génération
de macrophages (CD11b*F4.80%) [25-27]. Les progéniteurs
TN2 initient leur migration de la jonction cortico-médullaire
pour se localiser au niveau de la partie interne du cortex,
ou elles y résident pendant 2 jours [23]. Aucune généra-
tion de lymphocytes B (CD19*) n‘a été détectée, par contre
ces cellules sont toujours capables de générer des cellules
T et myéloides (CD11b*) [28]. A ce stade, |'expression de
I’ARNm de Rag! est fortement augmentée et des réarran-
gements des loci du TCR-y et du TCR3, ainsi que DJB sont
détectés [29, 30]. Nos travaux montrent que |'utilisation
combinée des trois marqueurs (CD44, CD25 et cKit), permet
d’identifier au sein de la fraction TN2 (CD44+*CD25*), deux
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infensités d’expression de cKit : cKithi (population TN2E)
et cKitlo (population TN2L). Les profils de co-expression
génique révélent que la population TN2E est essentiellement
Rag 1-CD3e-pTa-, alors que la TN2L est Rag 1 + CD3e + pTa-.
La population TN2L posséde donc une signature T plus
avancée : elle est dépourvue de potentialité DC et NK contrai-
rement & la population TN2E, mais génére efficacement des
lymphocytes T. Ainsi, la population TN2L représente le pre-
mier stade d’engagement vers la lignée T dans le thymus.
Au stade TN3, seule la potentialité T est présente ; ces pré-
curseurs T siégent dans le cortex externe et s’y multiplient.
Toutes les cellules sont ckit CD25+ CD44- et caractérisées
par I'expression du pré-TCR en surface [31]. Les populations
TN3 concentrent toute |'activité pré-T dans le thymus.

Ainsi, dés leur entrée dans le thymus, des mécanismes qui
commencent & étre élucidés vont renforcer le développement
T et inhiber les autres potentiels. L'activation de la signalisa-
tion par le récepteur Notch1 et |'un de ses ligands est I'étape
initiale & 'engagement T ; il n’est pas clair si ce signal est
recu dans le thymus ou & I'extérieur. L'absence de cette signa-
lisation conduit au développement d'autres lignées dans le
thymus [32, 33].

Développement lymphocytaire T
in vitro et intéréts thérapeutiques

Le thymus représente donc un environnement spécifique pour
le développement et la génération en trés grand nombre de
lymphocytes T & partir des progéniteurs de la moelle osseuse.
Les multiples facteurs environnementaux impliqués ne sont
pas encore identifiés. En fait, ces études ont longtemps souf-
fert du manque d'un systéme de culture in vitro, contrairement
au lignage B [34]. La présence de progéniteurs T était le plus
souvent analysée in vivo aprés greffe de cellules d'intérét &
des animaux irradiés ou in vitro en culture organotypiques de
lobes thymiques foetaux. La culture des lobes thymiques (fetal
thymic organ culture [FTOC]) permet aux CSH d'étre différen-
ciées en cellules T, dans un environnement tridimensionnel
oU I'on peut moduler les facteurs de croissance [35]. Cepen-
dant, ce systéme avait un cerfain nombre d’inconvénients :
coit élevé, rendement cellulaire limité (peu de cellules étaient
produites, et donc la culture de plusieurs dizaines de lobes
était nécessaire) et longue durée d’expérimentation (prépara-
tion des gestantes contrélées, prélévement de lobes thymique
feetaux & jours 12-14 de la vie embryonnaire, de plusieurs
foetus). Plus récemment, un autre systéme in vitro trés perfor-
mant a vu le jour.

L'échec des tentatives de production de cellules T en pré-
sence de lignées stromales dérivées de la moelle osseuse ou
bien du thymus a montré la nécessité d'un ou plusieurs fac-
teur(s). A la fin des années 1990, deux articles importants
ont mis en avant le réle de la signalisation Notch pour la
spécificité T par rapport & B [36, 37]. Parallélement, Schmitt

© John Libbey Eurotext, 2011

27



et Zoniga-Pflicker ont constaté que le ligand de Notch, Delta-
like 1 (DII-1), est fortement exprimé par le stroma thymique
du feetus ; en revanche cefte expression est complétement
absente pour le stroma OP9 dérivé de la moelle osseuse. La
lignée stromale OP9 était bien connue pour assurer la dif-
férenciation des cellules myéloides, B et NK aprés coculture
avec des progéniteurs hématopoiétiques en présence d'une
combinaison appropriée de cytokines et de facteurs de crois-
sance [38, 39]. D'ou I'idée de transformer la lignée cellulaire
OP9 pour lui faire exprimer le ligand DII-1: OP9-DL1 n’est
plus capable de supporter le développement de cellules B
a partir des CSH, mais a gagné la capacité d'inciter/de
promouvoir |'engagement T in vitro avec une différencia-
tion identique & celle observée dans le thymus [40]. Environ
2 000 & 5 000 fois plus de progéniteurs peuvent étre obte-
nus selon cette technique. Les cellules stromales du thymus
expriment fortement un autre ligand, DIl-4, qui semble jouer
un réle efficace dans le développement des cellules T, avec
la capacité d'inciter le développement vers le lignage T de
facon plus importante que DII-1 [41]. Delta-like 4 est for-
tement exprimé dans la région sous-capsulaire et le cortex
externe, alors que DII-1 est plus fortement exprimé & la jonc-
tion cortico-médullaire, site d’entrée des progéniteurs [42].
Ces travaux indiquent aussi qu’d concentration de ligands
faibles, DIl-4 est plus puissant & induire un développement T
avec une inhibition de |'activité B. Dll-4 permet une activation
significative du signal Notch des CSH et donc une meilleure
activation des génes cibles pour inciter I'engagement T. Ces
découvertes ont permis la mise en place d'un systéme in
vitro simple permettant de développer de fagon importante
des cellules T matures & partir d'une seule cellule progéni-
trice. Des résultats identiques ont été obtenus chez la souris
avec des progéniteurs Lin- et chez I'Homme avec des pro-
géniteurs CD34* [43, 44]. Ainsi, la culture de CSH sur ces
stromas OP9-DIIT ou -DI4 en présence des cytokines IL-7 et
FLT3-L génére un grand nombre de précurseurs T et NK, en
3 semaines environ et produit des T matures.

Contrairement & DII-1, la force de liaison de DIl-4 avec les
thymocytes immatures semble plus importante. Par ailleurs,
il a été établi que I'interaction de DIl-4 avec son récepteur
s'effectue plus fortement, entre les TN1 et TN3, ensuite elle
diminue au stade TN4 et devient indétectable aux stades plus
matures, DP et SP [45, 46]. Afin de mieux disséquer le réle
de DII-4, les deux équipes de F. Ratdke et S. Habu ont permis
d’établir une lignée de souris transgénique, chez laquelle le
géne DIl-4 est inactivé de maniére conditionnelle dans les
cellules épithéliales du thymus (systéme Foxn 1-Cre) [47, 48].
Ils ont ainsi démontré que cette délétion provoque un blocage
complet du développement T au stade TN'1, accompagné par
un développement ectopique de cellules B dans le thymus.
En conclusion, méme si DII-1 et DIl-4 sont fonctionnellement
redondants dans leur capacité & promouvoir le développe-
ment T in vitro, il est évident qu’in vivo DII-4 est le partenaire

s physiologique de Notch1 dans le processus de la lympho-

poiése T. Cette différence d’expression de DIl-4 dans le
thymus pourrait constituer un gradient auquel I'intensité de
I'interaction DIl-4/Notch1 augmenterait progressivement de
la medulla vers le cortex. Ce gradient pourrait ainsi modu-
ler la force de la signalisation Notch1 lors du passage des
stades pro-T (ETP et TN2) au stade pré-T (TN3). Il serait ainsi
impliqué dans l'induction graduelle de l'engagement vers
la lignée des lymphocytes T, par la perte progressive des
potentialités : B, myéloide et NK.

La découverte du réle clé joué par le récepteur Notch1 et
ses ligands DII-1 et DIl-4 dans I'engagement T, permettrait de
pouvoir utiliser, dans la pratique médicale, les progéniteurs
lymphoides pour augmenter la reconstitution T [49]. Cette
approche peut accélérer la réponse immune et |'activité anti-
tumorale chez les patients immunodéficients, tels que ceux
sous forte chimiothérapie ou ayant subi une greffe de moelle
osseuse allo- ou autologue. Ces progéniteurs protégent aussi
contre les infections opportunistes rencontrées chez certains
sujets infectés. Pour éviter de recontaminer ces progéniteurs
générés in vitro, il est indispensable de manipuler génétique-
ment ces populations pour les rendre résistantes & I'infection
du patient [50]. D’autres essais ont été réalisés dans des
infections VIH [51] et des traitements antitumoraux [52].

La restauration d’un systéme immunitaire dépend aussi d'une
structure thymique fonctionnelle. Ainsi, suite & une fonction
thymique qui décline, plusieurs stratégies ont été utilisées
afin d’augmenter la thymopoiése : |'utilisation de facteurs de
croissance et d’hormones (I'lGF1 [insulin growth factor 1], le
KGF [keratinocyte growth factor], les interleukines 2, 7, 12 et
15 [53]. Ces traitements permettent de restaurer la capacité
cellulaire d'un thymus en involution (vieillissement, condition-
nement pour les greffes de cellules souches, radiothérapies,
chimiothérapies, efc.).

La machinerie moléculaire
de l'identité T

Contrairement & la différenciation des lymphocytes B oU Pax5
a été intronisé comme « master gene » [54], aucun candidat
équivalent n'a & ce jour été mis en évidence pour la lignée T.
Cependant certains génes ont déja leur place dans le réseau
qui va conduire & |'établissement de cette identité (tableau 1).
En effet, avant d'atteindre son but (devenir une cellule pré-T
au stade TN3), le progéniteur qui a colonisé le thymus va
passer par toutes les autres potentialités depuis son entrée
(stade ETP) jusqu’a ce stade (transition TN2-TN3).

La spécialisation T est initiée quand les progéniteurs ren-
contrent les ligands de la famille Delta-like du récepteur
Notch1 dans I'environnement thymique ou en amont. Aupa-
ravant, dans la moelle osseuse, le passage de la CSH vers
le progéniteur lymphoide CLP, s‘accompagne de la perte de
I'expression de Gata2 et Lmo2 [55]. Le maintien de Lmo2
dans les thymocytes induit 'expression de plusieurs génes
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Tableau 1

Expressions et fonctions des facteurs étudiés dans la différenciation et I'engagement vers la lignée T

Spectre d’expression

Effet de la
surexpression

Effet de la délétion

Autres fonctions

Notch1 Forte expression de la
protéine, des stades ETP &
ISP, baisse aux stades DP et

SP[135]

Surexpression chez
I'adulte, génération de

Délétion conditionnelle
(interferon-induced Mx-Cre),
blocage au stade TN et
développement ectopique de
cellules B dans le thymus [37]

la moelle osseuse et
blocage précoce de la
différenciation B [36]

Convertisseur du répresseur
transcriptionnel RbpSuh (CSL) en

cellules DP au niveau de activateur [46, 136]

DL4  Large expression protéique Délétion conditionnelle (systtme ~ ND
dans les cellules épithéliales  Foxn1-Cre), blocage total du
du cortex (cTEC) [47] développement T au stade TN T,
développement ectopique de
cellules B dans le thymus
[47, 48]
Gata3  Large expression du géne,  Blocage au stade TN1 [80] Surexpression chez Régulateur transcriptionnel des
des stades ETP & SP Délétion conditionnelle (Lox-Cre), I'adulte, différenciation  g&nes Rag2, TCRs et CD8 [6-78]
(d’aprés nos résultats) blocage & la B-selection des HSC en
(promoteur Lck) et la génération  mégakaryocytes [73]
des T CD4 (promoteur CD4) [72] Surexpression chez le
feetus, reconversion des
thymocytes en
mastocytes [74]
Bel11b Induction du géne a partir ~ Blocage au stade TN2 [93] ND
du stade TN2E (d’aprés
nos résultats)
Hes1  Extinction du géne au stade Chez le feetus, blocage au stade  Expression constitutive
TN4 (d’aprés nos résultats)  TN1 [83] (promoteur Lck),
génération de
lymphomes T thymiques
(85]
E2a Large expression du géne, ~ Génération défectueuse du ND Régulateur positif des génes pTa
de ETP & SP (d’aprés nos compartiment TN2 [137] et CD4 [138, 139]
résultats)
Aml1  Llarge expression du géne,  Délétion conditionnelle ND Régulateur des éléments
de ETP & SP (d’aprés nos (interferon-induced Mx-Cre, cistégulateurs des TCRs
résultats) blocage partiel au stade TN2 [143, 144]
[140, 141]
Délétion conditionnelle (Lck-Cre), Régulateur transcriptionnel des
blocage de la transition génes CD4, Rag1 et Rag2
TN3-TN4 [142] [142, 145-147]
Tef7 Large expression du géne,  Blocage sévére de la transition ~ ND Intéraction de TCF1avec la
de ETP & SP (d’aprés nos TN1/TN2, défaut de la b-caténine, par son domaine
résultats) B-sélection [94] amino-terminal [148]
Gfil Expression génique aux Développement T partiellement  ND Régulateur négatif des génes de la
stades thymiques précoces  bloqué entre la transition famille Id [106] Régulateur de
TNs (ND aux stades tardifs) TN2-TN3. Compartiment TN1 I'activité transcriptionnel de PU1
[31] dépourvu de cellules par une interaction protéique
cKithi|L-7Rl. Génération altérée directe [108, 149]
des SP CD4, production
soutenue de SP CD8 [105, 106]
Pul Extinction du géne aprés la  Chez le foetus, blocage au stade Reconversion de pré-T
transition TN2L/TN3 TN1. Compartiment TN 1 thymique vers la lignée
(d’aprés nos résultats) dépourvu de cellules cKit* [111] myéloide [32]
lkaros1 Large expression du géne,  Chez le foetus, absence de ND Régulateur négatif des génes

de ETP & SP (d’aprés nos
résultats)

développement T. Chez |'adulte,
défaut sévere du développement

T[150]

cibles de Notch, pendant la
transition TN-DP [102]

Activateur du géne CD8a [151]
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associés normalement aux CSH et réprime les génes T de
différenciation [56]. Par ailleurs, la perte de Gata2 (qui joue
un réle dans le développement et la prolifération des CSH et
MPP) est initiée dés les stades MPP, ce qui laisse la possibilité
du branchement d'une voie lymphoide & ce stade.

Dans le thymus, au sein des progéniteurs, la co-expression
de Notch1 et d'autres partenaires & identifier, va se mettre
en place. Ainsi au cours de leur différenciation, ces thy-
mocytes vont devoir prendre plusieurs décisions : aprés
s'étre affranchi des potentiels de toutes les autres lignées
sanguines, la cellule pré-T va continuer & faire des choix
d’engagement dont le plus précoce sera celui de |'orientation
vers les lignées af ou v3, réalisé au cours de la transition
TN2-TN3.

Le géne important pour I'engagement T est Notch 1. La famille
Notch comprend 4 récepteurs transmembranaires, représen-
tatif d'une ancienne famille trés conservée de régulateurs du
développement décrite, dans un premier temps, pour son réle
dans la neurogenése chez I'embryon de Drosophila melano-
gaster [57]. Seul Notch1 posséde un réle primordial dans
les phases précoces du développement T (voir ci-dessus).
Notch2 est plus fortement exprimé dans la moelle osseuse
que Notch1, cependant Notch1 est plus fort dans les ETP.
Il n"est pas encore clair si le rdle essentiel de Notch1 est
fonction de la qualité ou de la quantité du signal.

Chez la souris, Notch1 et ses génes cibles (CD25, Gata3,
pTa, efc.) sont intensément exprimés dans les TN1-3 avant la
phase de la sélection-B, par la suite, leur expression baisse
de maniére non négligeable [58, 59].

Les greffes par voie intrathymique et intraveineuse de cel-
lules de moelle osseuse de souris déficientes pour NotchT,
induisent un développement ectopique de cellules B dans le
thymus des souris receveuses, alors que le développement T
est bloqué dés le stade TN1 [37]. Par ailleurs, la transduction
de progéniteurs par un vecteur rétroviral, qui code pour une
forme de Notch1 constitutivement active (Notch11C), génére
des cellules DP (CD4+CD8+) au niveau de la moelle osseuse
et un blocage précoce de la différenciation B.

La capacité du signal Notch & bloquer I'accés aux voies
de différenciation myéloide et DC a été clairement établie,
méme dans des conditions de surexpression de facteurs
myéloides comme C/EBPet Pul [32, 33]. Enréponse & la sur-
expression de Pul, I'impact immédiat de Notch est de main-
tenir I'expression des facteurs de transcription nécessaires au
stade pro-T. Cela peut étre interprété comme un effet « protec-
teur » des génes T par Notch, contre une potentielle baisse
d’expression médiée par Pul. Ce mécanisme protecteur
s'étend a plusieurs génes T, codant pour des facteurs de trans-
cription, comme C-myb, les protéines E, Bcl11b, Gfil et Tef1.
Aux stades plus tardifs, les molécules de la famille Notch
jouent un réle plus complexe, & la fois au cours des événe-
ments de sélection dépendants du TCR et la différenciation

s des cellules T matures en périphérie. Des essais in vitro,
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ont montré que l'interaction Notch/Delta est nécessaire au
niveau de la B-sélection, pour & la fois soutenir la proliféra-
tion et la différenciation, complétant ainsi les signaux générés

par le pré-TCR [60-62].

Les protéines E sont des régulateurs positifs de la transcrip-
tion de Notch1 au cours du développement des thymocytes
[63, 64]. Ainsi, les lignées E2a-/- présentent une forte réduc-
tion de I'expression de Notch1 et de ses génes cibles (Hes1,
Deltex, pTCRa, CD25); de plus les CSH- E2a-/- ne générent
pas de cellules T en culture sur un stroma compétent OP9-
DL1. Par ailleurs, la signalisation par le pré-TCR augmente
I'expression de Id3 dans les TN3 et inhibe I'activité des
protéines E, conduisant rapidement & une diminution de la
transcription de Notch1.[65]. Un des régulateurs négatifs de
Notch1 est la protéine p53 [66].

Un géne cible de Notchl, Gata3, est impliqué dans
I'engagement T mais sa fonction nest pas encore détermi-
née. Gata3 est un facteur de transcription & doigts de zinc
qui lie ’ADN au niveau d’une séquence spécifique compo-
sée d'une série de quatre nucléotides, GATA [67]. Les souris
Gata3 KO sont létales, au cours de la gestation & cause de
malformations cardiaques [68]. Des oligonucléotides anti-
sens inhibent le développement T, de précurseurs du foie
feetal, in vitro [69]. Ainsi, Gata3 a été considéré pendant
longtemps comme le géne de I'engagement vers la lignée
T. Il contréle aussi directement ou indirectement le dévelop-
pement des cellules T [70] et des NK thymiques [71]. Il est
indispensable pendant la phase de B-sélection au stade TN3
(CD44-CD25+) et pour la génération des cellules T CD4+
matures [72].

En dépit de son implication dans la progression du proces-
sus de différenciation T, Gata3 n’est pas un simple géne
équivalent aux génes « clés» spécifiques de lignée comme,
Gatal pour les érythrocytes et Pax5 ou Ebf pour les cellules B.
L'expression forcée de Gata3 dans les CSH n’améliore pas le
processus de différenciation T : elle le bloque complétement.
La forte expression de Gata3 dans les CSH de souris adultes
induit une différenciation en mégacaryocytes [73], alors
que dans les thymocytes précoces du feetus, cela induit
une différenciation en mastocytes [74]. La conversion en
mastocytes est efficacement bloquée par le biais de la signo-
lisation Notch1. Quand l'interaction Notch-Delta se produit,
I'expression forcée de Gata3 bloque la survie des cellules,
induisant ainsi la rupture du processus de différenciation en
mastocytes.

Cette surexpression de Gata3 provoque temporairement une
forte baisse d'expression de Pul dans les ETP et TN2, et
une augmentation de |'expression du géne « mastocyte »
MITF (microphthalmia associated transcription factor), ainsi
que des deux autres membres de la famille GATA, Gatal
et Gata2. Par la suite, d'autres génes codant pour des fac-
teurs de transcription « mastocytes » sont induits, SCL (Tal1)
et Gfi-1b, alors que les génes T sont encore plus réprimés.

Hématologie, vol. 17, n® 1, janvier-février 2011

© John Libbey Eurotext, 2011



L'émergence de cellules viables est alors dépendante du
retrait du signal Notch. Les cellules acquiérent ainsi un phé-
notype de précurseurs de mastocytes cKit''Thy-1°CD27-.
Ces cellules achévent leur maturation en présence de cyto-
kines spécifiques aux mastocytes et acquiérent le phénotype
FcyRI*. Dans des conditions normales, le facteur clé respon-
sable de l'initiation de la différenciation des mastocytes est
Gata2. Vu la forte homologie des séquences peptidiques
entre GATA2 et GATA3, |'expression de GATA3 & fortes
doses pourrait mimer la fonction de GATA2 et permetire
d’ouvrir I'accés a la voie des mastocytes en activant des
génes, normalement régulés par GATA2.

Gata3 est potentiellement un candidat « gardien » de
I'identité T : il serait capable d’exercer une action anta-
goniste sur |'option myéloide dans un contexte normal. La
conversion vers la voie myéloide, sous I'influence de la sur-
expression de facteurs de transcription myéloides comme
C/EBP et PU.1, est inhibée par la co-expression de Gata3
[32] : I'augmentation du niveau d'expression du géne codant
pour le marqueur myéloide Mac-1 (CD11b) est bloquée. Tou-
tefois, dans cette étude, il reste & définir comment Gata3
inhibe I'option myéloide : est ce qu’il agit en empéchant une
baisse d’expression de Nofch et des protéines E, qui sont
requises pour un développement T complet 2

L'établissement d'une lignée de souris exprimant le géne rap-
porteur lacZ sous le contrdle du promoteur de Gata3, a
permis de montrer que son expression augmente dans le thy-
mus, une premiére fois, au cours de la phase de B-sélection
et une deuxiéme fois, au cours de |'engagement vers la voie

des cellules matures CD4* [75].

Gata3 joue un réle fonctionnel : il estimpliqué dans la régulo-
tion de |'expression de plusieurs génes nécessaires a la lignée
T, en fixant directement le promoteur de Rag2, les enhancers

de TCR et une région régulatrice de CD8 [76-78].

La signalisation Notch1 est nécessaire pour la fonction de
Gata3 et cette signalisation, seule, n’est pas suffisante pour
assurer la spécialisation T [79].

Une étude récente a montré que l'activité du géne Gata3
était essentielle au stade ETP, et qu’il n’avait aucun réle dans
la survie et la prolifération de ces progéniteurs [80]. Ainsi,
méme si Notch1 est exprimé avant Gata3 dans les progé-
niteurs médullaires, que toutes les ETP co-expriment ces 2
génes, la relation Notch1-Gata3 reste encore peu claire.

Un autre facteur dont I'expression est augmentée dans les
progéniteurs dés leur entrée dans le thymus, est Hes1 (hairy
and enhancer of split 1), un des génes cibles de Notch,
un facteur de transcription de la famille bHLH. Il agit en
homodimére pour exercer une fonction de répresseur trans-
criptionnel, en se fixant sur des régions appelées N boxes
et en recrutant un autre répresseur transcriptionnel Groucho
[81, 82]. La souris Hes! déficiente meurt pendant la ges-
tation suite & un défaut dans le développement du systéme
nerveux. Quatre-vingtdix pour cent des embryons KO sont
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dépourvus de thymus, alors que chez les 10 % restants, la
taille du thymus est trés réduite. Aucune cellule T mature
n'est détectable dans ces thymus. Les données obtenues &
partir de la souris déficiente pour Hes I indiquent que ce fac-
teur est requis pendant le développement T [83]. Les souris
reconstituées avec des cellules du foie foetal Hes1KO, ont
un compartiment T complétement bloqué au stade TN1. Par
ailleurs, la surexpression de Hesl par transduction rétrovi-
rale de progéniteurs de moelle osseuse, montre I'absence
de développement des lignées myéloide et B chez les souris
receveuses alors que le compartiment des cellules T est effica-
cement reconstitué avec une distribution normale entre les SP
CD8 et SP CD4 [84]. Ainsi, Hes1 pourrait avoir un réle dans
la prolifération plutét que I'engagement vers le lignage T.
Enfin, I'induction d’une expression constitutive de Hes 1 dans
le thymus, par la génération d’une lignée de souris trans-
génique dont |'expression de Hes! est sous le contréle du
promoteur Lck, génére des lymphomes thymiques de cellules
T matures avec une faible pénétrance ; dans ces cellules,
la surexpression d'Hes 1 augmente les niveaux d’expression
des génes Notch 1, Notch3 et C-myc [85]. Hes1 posséde une
activité oncogénique et pourrait donc augmenter le pouvoir
tumorigéne des génes qu'il active.

Un troisiéme géne, Bcl11b, vient de rentrer dans cette caté-
gorie, grace a la génération de souris mutantes. Bcll1b
(Rit1/Ctip2) est un géne suppresseur de tumeur. Il a été
identifié par son implication dans I'induction de lymphomes
thymiques, induits par des rayons gamma [86, 87]. Chez
I'Homme, il existe des recombinaisons chromosomiques
aberrantes au niveau du locus Bcll1b, trouvées de facon
récurrente dans les leucémies T [88, 89]. Bcl11b code
pour un membre de la famille des protéines & doigts de
zinc [86] et interagit avec le complexe de déacétylase
d’histones, dont le facteur Sirt1, impliqué dans le remodelage
du nucléosome, qui représente I'un des complexes majeurs
de répression franscriptionnelle chez les cellules de mam-
miféres [90]. Toutefois, les génes cibles de Bcl11b ne sont
pas connus. Sa délétion dans la lignée germinale altére les
phases précoces du développement T causant un blocage
au stade TN3 et une augmentation de |'apoptose reflétée
par un nombre de thymocytes trés réduits [86]. Sa sur-
expression contribue & une augmentation de I'expression
de la chimiokine CCR9 dans I'embryon de poisson [91].
L'expression de ce géne est détectée dans la population
TN2, et persiste ensuite au cours de la thymopoiése ; les
niveaux d'expression les plus élevés sont détectés dans les
progéniteurs thymiques. La délétion de Bcl11b dans ces
progéniteurs entraine la génération de cellules NK dans
le thymus et |'expression des génes T spécifiques (NotchT,
Gata3, TCF1) est trés réduite [92]. Ainsi, son expres-
sion empéche les cellules T de s’engager dans le lignage
NK. Bcl11b est donc appelé « gardien de I'identité T ».
La concentration en IL7 pourrait jouer un réle dans la
surexpression de ce facteur [93].
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Le facteur TCF1 (T cell Factor-1) et son partenaire LEF1 (lym-
phoid enhancer factor-1) sont les effecteurs nucléaires de la
voie Wht. Ils sont requis & la fois au cours de la phase de tran-
sition TN1/TN2 et la B-sélection [94]. Chez la souris, la fonc-
tion de TCF1 devient de plus en plus importante en fonction
de I'age, pour la génération de vagues de précurseurs T qui
puissent afteindre le stade TN2 [95]. En réponse & la signali-
sation de Wnt, la B-caténine migre dans le noyau et converti
TCF1 de répresseur par défaut & activateur [96, 97]. Si ces
antagonistes de la voie Wnt sont introduits, la différenciation
T est alors bloquée dés le stade TNT. Il n’a pas été encore
démontré si le complexe TCF1/LEF1 fonctionne en activant
les génes de I'identité T. Les microarrays réalisés ont montré
que l'activation de la voie Wnt dans les thymocytes induit sur-
tout I'expression des génes du cycle cellulaire et ceux codant
pour les molécules d’adhésion [98]. En absence de TCF1, la
cellularité thymique chute ; il pourrait servir a réguler IL7Ra,
BCLXL et les facteurs T spécifiques CD3e et CD4.

Une étude clé de I'équipe de Tenen a mis en évidence un
élément cisrégulateur « bifonctionnel » de I'expression du
géne Pul [99]. A travers cet élément, TCF1 pourrait contrd-
ler & la fois I'expression précoce de Pul et sa répression
plus ultérieurement, au cours du développement T. Pul peut
lui méme réprimer |'expression du géne TCFI [33]. Cela
implique qu’au cours de la transition TN2-TN3, les deux régu-
lateurs transcriptionnels Pul et Tcf1 s'opposent I'un & I'autre
dans un cycle de répression mutuelle pour déterminer le choix
d’engagement vers la lignée T versus celle des DC. Puisque
I'extinction de Pul au stade TN3 coincide avec une augmen-
tation des niveaux d'expression des génes spécifiques a la
lignée T, le complexe TCF1/Lef1 pourrait vraisemblablement
participer & la régulation positive des génes.

De concert avec Notch, lkaros joue aussi un réle clé [100].

Ikaros1 : au moins deux autres membres (Aiolos et Hélios les
mieux connus) de cette famille sont exprimés dans le thymus,
en partie de facon continue depuis les stades de progéniteurs
hématopoiétiques. La lignée de souris déficiente pour lkaros 1
n’a pas de développement T au stade foetal mais présente un
développement T au stade postnatal [101].

Il semble donc que le facteur lkaros1 soit indispensable pour
le développement T au cours de la vie foetale, mais que
des mécanismes partiellement compensatoires se mettent en
place & partir de la naissance. Cependant, ces hypothétiques
mécanismes ne sont pas suffisants au cours de la vie adulte
puisque les étapes de prolifération aux stades TN et DP sont
altérées, le nombre de cellules TN3 est largement diminué et
la différenciation est complétement dirigée vers la lignée SP

CD4.

Georgopoulos et al. ont produit des souris, dont le domaine
de liaison & I’ADN de la protéine lkaros a été supprimé
[101]. Ces souris expriment donc une protéine lkaros non
fonctionnelle appelée dominant négatif (DN de la protéine

s |karos). Ces souris lkaros DN KO meurent en 3 semaines

d’infections graves et aucune cellule T, B, NK ou DC n’est
générée.

Les cellules DP lkaros KO ne proliférent pas, indiquant que
la protéine lkaros est également importante pour la prolifé-
ration en réponse & la signalisation du TCRB. Ainsi, lkaros
serait impliqué dans la signalisation du TCR. D’autre part,
les souris lkaros KO meurent en 3 mois de lymphomes T,
cela suggére qu’lkaros est un géne suppresseur de tumeur
en présence de la signalisation du TCR. Une étude récente
a montré qu'lkaros peut réprimer la transcription des génes
cibles associés & Notch ; cela contribue probablement & sa
fonction de suppresseur de tumeur [102].

Les génes suivant participent & la mise en place du pro-
gramme T, soit parce que leur extinction inhibe la phase
TN2 (Gfil), soit parce qu'ils se maintiennent avec une faible
expression durant cet engagement (Pul).

Gfil: le facteur de transcription Gfil est important & la fois
pour le développement des cellules T, des DC et des neutro-
philes [103, 104] : leur génération est fortement altérée chez
les souris déficientes pour ce géne.

Chez la souris Gfil déficiente, le développement T est par-
tiellement bloqué entre la transition TN2-TN3, alors que le
compartiment TN1 est dépourvu de cellules de phénotypes
cKit"'IL-7R° [105, 106]. De plus, cette souris présente une
production altérée de cellules SP CD4 et une production
soutenue de SP CD8, en comparaison avec la souris sau-
vage. Ces perturbations sont concordantes avec le profil
d'expression de Gfil dans le thymus, qui est induit dans
les cellules TN2 et persiste jusqu’au stade DP [107]. Gfil
pourrait &tre impliqué dans la répression de I'expression des
membres de la famille Id, puisque dans le thymus de sou-
ris Gfi1=/~, les génes Id2 et Id1 sont exprimés de maniére
aberrante, & des niveaux trés élevés [106]. Il semblerait que
Gfi1 interfére avec I'activité transcriptionnelle de Pul par
une inferaction protéique directe [108]. Dans le contexte
du développement T, il est possible que Gfil soit utilisé de
fagon analogique pour maintenir I'identité T s’opposant & la
fois & Pul et Id2, pour réprimer respectivement les autres
alternatives du développement DC et NK.

Pul : Pul posséde un double réle, il est en effet impliqué &
la fois dans la différentiation myéloide et lymphoide [109].
A fortes doses d’expression, Pul induit une différenciation
myéloide alors qu’a faibles doses, il favorise une différen-
ciation vers la lignée des lymphocytes B, par I'induction de
I'expression de I'lL7Ra [110].

Lla lignée de souris Pul déficiente est létale au stade
périnatal, suite & une forte altération de I'ensemble du sys-
téme hématopoiétique, observée également au stade feetal
[111-113]. Concernant le développement T, il a été¢ démon-
tré que la souris déficiente pour le géne Pul présente un
défaut dans la génération des lymphocytes T. Toutefois, son
expression dans les thymocytes est exclusivement restreinte
aux stades précoces TN1 et TN2 et il semble qu'elle soit
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hautement corrélée avec le potentiel myéloide maintenu &
ces stades [25, 114]. les thymocytes Pul déficients ne
peuvent pas générer de DC in vitro [115]. Aux stades thy-
miques plus tardifs, ob Pul est éteint, la transduction de
Pul restaure la capacité de développer des monocytes/DC
[82, 33, 115, 116]. Ainsi, tant que Pul est exprimé, il a
la capacité de préserver le potentiel myéloide aux stades
pro-T TN2. Quand I'expression de Pul est forcée aux stades
TN2 et TN3, il a la capacité de « démanteler » I'identité T
des thymocytes. Au premier jour posttransduction, Pul fait
baisser légérement I'expression de plusieurs génes T [33].
Cet effet répresseur est accompagné d'une augmentation de
I'expression du géne myéloide CD1 Ic. Ainsi, I'un des réles
de Pul in vivo serait de ralentir le processus de différencic-
tion T pendant la phase intensive de prolifération aux stades
pro-T. La surexpression de Pul dans les TN2 et TN3 ne per-
met pas la reconversion de ces cellules si elles recoivent un
signal continu de Notch1 [32, 33]. Sous ces conditions, elles
peuvent se développer en DP. Ainsi, Notch peut moduler la
réponse & la surexpression de Pul. Le réle du signal Notch
consisterait donc & protéger les génes de I'identité T contre
I'effet suppresseur de Pul.

Comme mentionné au début, les populations ETP, TN2 et
TN3 sont dépourvues de potentialité B, ce qui démontre que
cefte activité est réprimée rapidement aprés I'entrée dans le
thymus. Notch pourrait induire directement ou indirectement
I'extinction des génes EBF1 et Pax5, génes B spécifiques
[117]. La suppression des autres potentiels est orchestrée par
Notch et ses génes cibles suivant une chorégraphie qui reste
encore & déterminer ; elle doit aussi mettre en valeur ses
partenaires et la dose & laquelle ils interviennent.

Les précurseurs extrathymiques et les
fuites du thymus

Plusieurs précurseurs peuvent étre retrouvés en circulation,
déja restreints a la lignée T avant leur entrée dans le thymus,
et présents dans différents organes (dont les ganglions, le
sang, la moelle osseuse, la rate et I'intestin) ce qui suggére
qu'il existe des environnements extrathymiques favorables &
la génération, la survie et la prolifération des précurseurs T.
Ces précurseurs doivent coloniser le thymus pour terminer
leur différentiation en cellules T matures. Il est ainsi possible
qu'ils contribuent au développement T en contournant les
premiéres étapes de différenciation intrathymique (figure 2,
tableau 2).

Dans la MO, des précurseurs T capables de générer des
cellules T matures et fonctionnelles (CD4+ et CD8* TCRap*)
aprés culture pendant 48 h ont été identifiés par I'équipe
de S. Strober [118]. Cette population a pour phéno-
type Lin" Scal¥cKito¥IL7Ra”'*"CD44*Thy1*CD2" [119].
Un autre travail identifie, aprés greffe de moelle osseuse,
des précurseurs T dans la rate [120, 121]. Des précurseurs
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de phénotypes identiques sont aussi retrouvés dans la rate de
souris (C57BIl6) et nude (souris athymique) non manipulées.
La sous-population de ces précurseurs Lin-Thy1+ CD25+ ne
génére in vitro que des cellules T et est donc complétement
restreinte & la lignée T. Cette population est ainsi engagée
dans la lignée T indépendamment du thymus mais doit
compléter sa différenciation T dans le thymus [122]. La
présence des ligands Delta-like 1 dans la rate permet la
génération de précurseurs T, celle de Delta-like 4 dans
I"épithelium thymique permet d'assurer la différenciation en
cellules T matures [41].

Des précurseurs T ont été aussi caractérisés dans le sang
feetal de souris contréles [123] et le sang adulte de souris
transgéniques [124]. Des phénotypes similaires sont retrou-
vés Lin'Scal*cKifP¥IL7Ra*"CD44+. Une seule étude a décrit
chez les souris transgéniques exprimant I'oncostatine M, une
population de précurseurs ckit® ILl-7Ra* qui sont bloqués
en phase G1 du cycle cellulaire & un stade CD44* CD25'*%
(TN1) [125]. Par ailleurs, & la base de certaines cryptes
intestinales, de petits agrégats d’environ un millier de cellules
lymphoides appelées cryptoplaques, Saito et al. ont retrouvé
des cellules immatures de phénotype Lin” Thy-1* c-kit* IL-7Ra*
CD25*. Ces progéniteurs, in vivo, générent des LIE (lympho-
cytes intra-épithéliaux) de facon thymo-indépendante [126].
I est impossible d’affirmer si I’ensemble des précurseurs
décrits ci dessus sont des intermédiaires d’'une méme voie
de différenciation ou s'ils proviennent de voies différentes
(car ces différentes populations possédent des marqueurs
communs). Ces différents précurseurs extrathymiques pour-
raient constituer des compartiments de réserve en cas de
lymphopénie, permettant une génération T plus rapide aprés
colonisation du thymus que celle réalisée par les précurseurs
pluripotents de la moelle osseuse, d'ouU leur intérét majeur en
thérapie. Ainsi, |'origine des précurseurs T extrathymiques
et leur relation aux précurseurs intrathymiques nécessitent
d’autres travaux.

Le thymus a toujours été considéré comme un site d’export
de cellules T matures, or il a récemment été démontré
que des progéniteurs T Lin CD44* pouvaient sortir du
thymus et coloniser les organes lymphoides [127, 128].
L'export des thymocytes matures s'effectue au niveau de la
jonction cortico-médullaire [129]. Les thymocytes exportés
rejoignent la circulation sanguine, lymphatique, ou pro-
bablement les deux & ce niveau. L'expression de STP;
est fortement augmentée au niveau de la transition entre
les thymocytes DP et les thymocytes SP les plus matures
[130, 131]. Le récepteur 1 de la sphingosine-1-phosphate,
S1Py (sphingosine-1-phosphate receptor 1), couplé aux pro-
téines G, est impliqué dans le développement du systéme
vasculaire [132] et est nécessaire a I'export des lymphocytes
T du thymus [131]. Son ligand, la STP (Sphingosine-1-
Phosphate), est présent & plus forte concentration dans le
sang et la lymphe que dans les tissus lymphoides. Il semble

que l'export des thymocytes soit médié par un gradient de  E—
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Figure 2. Les différents précurseurs des cellules T et les fuites de thymocytes immatures du thymus.

Tableau 2
Localisation, phénotype et fonctions des progéniteurs des lymphocytes T
Localisation Phénotype Potentialité Fonction Références
Rate LinThy1.2*CD25* T Plus présentes dans les souris [120-122]
nudes que sauvages
Environ 10 % exprime CCR9
MO Lin Sca1loweKitlew|L7Rerlow T, NK Génére T mature et fonctionnel [118, 119]
CD44* Thy1*CD2
Sang Lin'Scal* cKitow [L7Ralow T, NK Souris transgéniques [124]
CD44*Flt3 pTa/hCD25
Exprime CCR?
Ganglions LinckitoW IL-7Rart T Souris transgéniques exprimant [125]
I'oncostatine M
Blogués en phase G1 au stade
CD44+ CD25"
Intestin Lin” Thy-1*ckit* IL- LEE, T Thymus indépendant [126]
7Ra*CD25*
Sang feetal LinThy 1*ckiflwCD3- T [123]
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S1P (établi par I'activité de la S1P lyase) [133, 134]. La
régulation des molécules qui participent & la migration hors
du thymus est encore inconnue.

Conclusion

Ainsi, une sous-population de progéniteurs encore & carac-
tériser, quitte la moelle osseuse pour entrer dans le thymus et
initier le développement de la lignée T. Au cours des étapes
extra- et infrathymiques, les potentiels non T sont graduelle-
ment perdus sous le contréle des facteurs de transcription
et des signaux de |'environnement. L'engagement final dans
la voie T est acquis/complété dans le thymus. Plusieurs
questions sont encore non résolues. Quels sont les signaux
responsables de la sortie du compartiment médullaire et de
I'entrée dans le thymus 2 Quels sont les mécanismes qui
éliminent les potentialités non T 2 Sontils tous différents 2
Les travaux futurs apporteront certaines réponses qui nous
permettront d’avancer dans les connaissances de la lympho-
poiese T. @

Conflits d’intéréts: aucun.
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