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« |l est des personnes, 0 roi Gélon, qui pensent que le nombre des grains de sable est infini. Je ne parle point du sable
qui est autour de Syracuse et qui est répandu dans le reste de la Sicile, mais bien de celui qui se trouve non seulement
dans les régions habitées, mais encore dans les régions inhabitées. Quelques-uns croient que le nombre des grains de
sable n'est pas infini, mais qu'il est impossible d'assigner un nombre plus grand. Si ceux qui pensent ainsi se
représentaient un volume de sable qui f(t égal a celui de la terre, qui remplit toutes ses cavités, et les abimes dela mer,
et qui s'élevat jusqu'aux sommets des plus hautes montagnes, il est évident qu'ils seraient bien moins persuadés qu'il
pQt exister un nombre qui surpassat celui des grains de sable.

Quant a moi, je vais faire voir par des démonstrations géométriques auxquelles tu ne pourras refuser ton
assentiment, que parmi les nombres dénommeés par nous dans les livres adressés a Zeuxippe, il en est qui excédent le
nombre des grains d'un volume de sable égal non seulement a la grandeur de la terre, mais encore a celui de l'univers
entier. »

L’Arénaire, Archiméde. Syracuse 287-212 a.C.
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I. La réponse immunitaire- Généralités

Le systéeme immunitaire constitue un réseau complexe de tissus, de cellules et de molécules qui
garantissent une protection durable contre les agents infectieux tout en tolérant les tissus
normaux de I’'h6te ainsi que les microorganismes commensaux qui le colonisent. Dans cet
équilibre, la réponse immunitaire qui doit discriminer 'intégrité des tissus du soi ainsi que du
microbiote qui y est associé qui doivent étre « tolérés » des agressions externes ou internes a
cette intégrité, a subi une adaptation progressive au cours de I'évolution des espéces en raison de
I’évolution concomitante des agents pathogenes et des commensaux. Chez les mammiferes, ou la
réponse immunitaire est le plus largement étudiée, suite a une infection, le systeme immunitaire
met successivement en place deux types de réponses : la réponse innée et la réponse adaptative.
La réponse innée, qui s’est développée des |'apparition des organismes multicellulaires,
représente la premiéere ligne de défense rapide contre les agents pathogénes. Elle repose sur des
récepteurs génériques capables de reconnaitre des motifs conservés des pathogenes. La réponse
adaptative, qui dépend de la diversification somatique des génes codant pour des récepteurs
spécifiques des antigénes s’est développée chez les gnathostomes. Cette réponse est plus lente a
se mettre en place et se distingue de la réponse innée par deux caractéristiques principales : la

spécificité et la mémoire.

I. 1 La réponse innée

La premiére ligne de défense contre une possible infection est représentée par des barriéres
physiques et mécaniques comme la peau, les épithéliums internes, le péristaltisme intestinal et les
oscillations des cils broncho-pulmonaires. Cependant en cas de dommage tissulaire, ces barriéres
peuvent étre franchies donnant aux microorganismes la possibilité de coloniser les tissus de I’'hote.
Afin d’éviter que l'infection se produise, I'immunité innée intervient essentiellement par la mise
en place de la réponse inflammatoire. La réponse inflammatoire est caractérisée par la
constitution d’'un cedéme et le recrutement, médié par des facteurs solubles, des cellules de

I'immunité innée qui ceuvrent a I'élimination de I'agent infectieux.
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Afin que la réponse inflammatoire puisse étre déclenchée la reconnaissance du microorganisme
par le systtme immunitaire doit avoir lieu. Une des caractéristiques du systeme inné qui le
différencie du systéme adaptatif est que les récepteurs qui lui permettent de détecter les
pathogénes sont codés dans le génome constitutionnel (germline) et ont donc un degré de
variabilité limité. Ces récepteurs, appelés « Pattern Recognition Receptors (PRR) » permettent la
détection de motifs spécifiques, « Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP) », partagés par
plusieurs pathogenes. De nombreux ligands microbiens, allant des composants structuraux des
bactéries, des champignons et des virus a des molécules biosynthétiques tels que les acides
nucléiques, activent les PRRs. Plusieurs familles de PRRs ont été identifiées et caractérisées : les
récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs Nod-like (NLRs), les récepteurs RIG-I-like (RLRs), les
récepteurs AIM-2-like (ALRs) et les récepteurs lectines de types C (CLRs)[1] (Fig. 1).

NOD:-like Receptors

NLRA CARD ™ “NACHT . LRRS CIITA
NLRB BIR _BIR __NACHT __LRRs NAIPS
) -
NLRC CARD \ ERR NOD1, NLRC4
CARD  CARD _NACHT_. LRRs' NOD2
% __NACJ:LT_ »_ . NLRX1, NLRC3, NLRC5

NLRP

Re I3 cARD JVESS

NLRP2-9, NLRP11-14

NACH NLRP10

Toll-like Receptors

RIG-like Receptors

RLR CARD CARD ™ TEICASE CIDLISHIS

AlIM2-like Receptors

i

ALR HIN200 AIM2, IFI16

C-type Lectin Receptors

N

CLR Rl 333 \_/ DC-SIGN
_¥C MINCLE
o oeos
5 = (’ (/ ( ’(’4 DEC205
\

L

2

Kigerl K.A. et al. Exp. Neurol., 2014
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Figure 1. Différentes familles et sous-familles de « Pattern Recognition Receptors (PRR) »

Ces familles peuvent de plus étre classées en fonction de leur localisation membranaire ou
intracellulaire. Les récepteurs situés au niveau de la membrane reconnaissent surtout les motifs
moléculaires (PAMPs) issus de la paroi bactérienne. En revanche, les récepteurs intracellulaires
situés au niveau de la membrane endosomale ou au niveau du cytoplasme ont comme ligands les

acides nucléiques d’origine bactérienne ou virale.

L’expression de ces récepteurs dans des populations cellulaires de I'immunité innée comme les
macrophages, les mastocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les cellules dendritiques (DCs), et
les cellules natural killer (NK) leur permet, aprés reconnaissance du ligand et activation des voies
de transduction du signal, d’enclencher un certain nombre de processus comme I’'activation du
complément, la phagocytose, I'apoptose et I'activation des voies proinflammatoires, tous ayant
pour but I’élimination de I'agent pathogéne. Certaines de ces fonctions dépendent (production de

cytokines) ou non (phagocytose, apoptose, autophagie) de la transcription.

Lors de l'interaction entre PAMP et PPR une série d'activités transcriptionnelles se mettent en
place pour la production de cytokines inflammatoires et des interférons (IFNs) essentielle au
déclenchement des réponses immunitaires innées et adaptatives. Cette production de cytokines
inflammatoires entraine dans les cellules immunitaires un nombre de changements
morphologiques, fonctionnels et migratoires. Notamment, la réaction inflammatoire induite par la
production locale de ces cytokines conduit au recrutement d’un plus grand nombre de cellules
immunitaires au site d’intérét. Par exemple, I'activation des voies de signalisation des TLR dans les
macrophages résidant dans les tissus conduit a la production de cytokines pro- inflammatoires,
comme le facteur de nécrose tumorale (TNF), les interleukines IL-1 et IL-6, qui coordonnent les
réponses inflammatoires locales et systémiques. Le TNF et I'IL-1[ activent I'endothélium local pour
induire une vasodilatation et augmenter la perméabilité des vaisseaux sanguins, ce qui permet le
recrutement des protéines sériques et des leucocytes au site de l'infection. Aussi, une
augmentation de la concentration du facteur tissulaire (également connu sous le nom de facteur
de coagulation lll) dans I'endothélium, conduit a une cascade de coagulation locale qui contribue a
empécher la diffusion microbienne dans le sang. En outre, I'lL-1B ainsi que I'IL- 6 activent les

hépatocytes pour produire des protéines qui, a leur tour, activent le complément et opsonisent les
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pathogenes pour la phagocytose par les macrophages et les neutrophiles[2]. Les différentes
populations cellulaires de I'immunité innée interviennent lors de I’enclenchement de la réponse
avec une séquence d’évenements et une complémentarité de fonctions. Les mastocytes sont des
cellules sentinelles placées dans les tissus qui sont le plus souvent envahi par des microbes. Apres
activation, les mastocytes dégranulent libérant de nombreuses molécules qui attirent d’autres
cellules de I'immunité innée et provoquent la dilatation des vaisseaux sanguins alimentant la zone

envahi.

Suite au déclenchement de la réponse locale, les premiéres cellules attirées sont les neutrophiles,
la population cellulaire la plus importante en nombre parmi les globules blancs. Comme toutes les
cellules sanguines, les neutrophiles proviennent des cellules souches hématopoiétiques dans la
moelle osseuse. La courte durée de vie des neutrophiles, allant de 2 a 3 jours dans les tissus a
seulement 6 heures dans la circulation, signifie qu’ils doivent étre produits en continu. Le noyau
lobé qui les caractérise permet leur diapédese a travers la paroi endothéliale des vaisseaux
sanguins dilatés. Dans le site d’infection les neutrophiles mettent en ceuvre trois mécanismes
effecteurs : d’abord la phagocytose, puis la sécrétion de fibres de la matrice extracellulaire au
travers lesquelles les neutrophiles piégent les microbes empéchant ainsi leur réplication et enfin le
mécanisme de dégranulation, consistant dans la libération de substances a action antimicrobienne
a partir des granules cytoplasmiques. Il est important de souligner que les neutrophiles ne sont
pas les seuls membres de la famille de granulocytes a participer a la réponse immunitaire, mais

sont accompagnés par les basophiles et les éosinophiles qui ont un réle tout aussi important.

Plusieurs heures aprés I'intervention des granulocytes les monocytes-macrophages arrivent au site
inflammatoire, ce sont des cellules avec un grand noyau qui nécessitent une vasodilatation plus
importante pour franchir la barriere endothéliale. Les monocytes macrophages proviennent
également de précurseurs dans la moelle osseuse et circulent dans le sang sous forme de
monocytes pendant un temps variant de 8 heures a 4 jours, puis migrent vers divers tissus ou ils se
différencient en macrophages et ou ils sont capables de survivre pendant plusieurs mois. Les
macrophages activés assurent la phagocytose des cellules mortes ou endommagées et des
microbes contribuant ainsi a la régulation de la réponse inflammatoire. Enfin, ils sont également
en mesure d’appréter les antigenes et de les présenter aux cellules T permettant I'activation de la
réponse immunitaire adaptative, méme si cette fonction est principalement assurée par les

cellules dendritiques appartenant aussi a la lignée des phagocytes mononuclés. L'une des
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fonctions essentielles des macrophages activés est la sécrétion de cytokines telles que le TNF, les
IFN et I'lL-12. Ces cytokines agissent en activant les lymphocytes T, les cellules NK et d'autres
cellules immunitaires innées, mais également en modulant ['activité phagocytaire des
macrophages par effet autocrine. En outre I'lL-12, conjointement avec le TNF, stimule également
la production de grandes quantités d'IFN-y par les cellules NK avec un effet consécutif sur le

controble de l'infection.

Les cellules tueuses naturelles (ou natural killer ; NK), qui dérivent du progéniteur lymphoide mais
n’expriment pas de récepteur spécifique de I'antigene comme les lymphocytes T et B, participent
également a la réponse immunitaire innée. Le terme « tueuses naturelles » leur a été attribué car
elles sont capables de tuer les cellules cibles indépendamment de leur activation. L’interaction
d’une cellule NK avec des cellules cibles détermine une réponse qui est le résultat de I'intégration
de signaux générés par les récepteurs activateurs et inhibiteurs exprimés par les NK et qui peuvent
étre engagés simultanément par les ligands présents sur la cellule cible. En particulier, les
récepteurs activateurs reconnaissent un groupe diversifié de ligands qui sont exprimés par les
cellules endommagées ou infectées par des virus ou d’autres microorganismes intracellulaires ou
par des cellules transformées. En revanche, les récepteurs inhibiteurs se lient aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |, qui sont normalement exprimées sur la
plupart des cellules normales, non infectées. Ainsi, I'expression du CMH-I protege les cellules
normales des fonctions effectrices des NK. Ces fonctions effectrices consistent en la lyse des
cellules cibles, la sécrétion de cytokines (ex. : IFN-y) et 'augmentation de I'activité microbicide des
macrophages. En effet, les cellules NK, comme les lymphocytes T cytotoxiques (CTL), possedent
des granules contenant des protéines cytolytiques, comme la perforine et les granzymes.
Cependant, cela n’implique pas une redondance de réle entre les NK et les CTL puisque les
premiéres interviennent lors de la phase innée de la réponse immunitaire avant la mise en place

de la réponse lymphocytaire T spécifique des antigénes.

Les cellules NK ne sont pas les seules cellules de 'immunité innée a avoir une origine lymphoide.
En fait, des études récentes ont montré que les NK appartiennent a la grande famille des cellules
lymphoides innées (innate lymphoid cells ; ILC), qui ont été caractérisées bien plus tardivement[3].
Les ILC jouent un role clé dans la réponse immunitaire innée contre les agents pathogénes dans
différents sites et dans I'organisation des tissus lymphoides. Elles jouent aussi un role important

pendant la vie foetale[4]. Ces cellules sont différentes des lymphocytes B et T en raison de
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I'absence de réarrangement somatique conduisant a I'expression du récepteur spécifique de
I'antigéne. Cependant, d'une maniere analogue aux lymphocytes T, elles sont classables en
fonction de leur profil cytokinique et de I'expression des facteurs de transcription en plusieurs
sous-types (ILC1, ILC2, ILC3)[5,6]. Ainsi, les ILC1, y compris les cellules NK, sont caractérisées par
leur capacité a libérer I'IFN-y et nécessitent I'expression des facteurs de transcription NFIL3, T-bet
et Eomes. Les ILC2 produisent les cytokines de type de 2 telles que I'IL-5 et IL-13 et expriment le
facteur de transcription GATA-3. Enfin, le troisieme groupe des ILC, les ILC3 se caractérisent par la
production d'IL-17 et d’IL-22 et sont dépendantes de I'expression de RORyt pour leur
développement et leur survie. Cette spécialisation permet la défense de I'hGte contre des agents

pathogenes d’origines différentes|5,7].

Enfin, a l'interface entre les réponses immunitaires innée et adaptative se situe la famille des
cellules dendritique (DC), une population hétérogene de cellules qui proviennent de précurseurs
hématopoiétiques. Les cellules dendritiques, aprés reconnaissance de |'agent pathogéne par
interaction PAMP-PRR, grace a leurs propriétés a migrer au cours de la maturation, représentent
un lien majeur entre la périphérie et les organes lymphoides secondaires. La bonne coordination
entre la maturation et la migration des cellules dendritiques est une étape clé dans la
sensibilisation des lymphocytes. L’activation des cellules dendritiques est suivie en plus de leur
maturation, par un changement radical dans le répertoire des récepteurs de chimiokines qu’elles

expriment, ce qui permet leur migration de la périphérie vers les ganglions lymphatiques.

Puisque les DC ont un role critique dans l'initiation des réponses lymphocytaires T, il a été
longtemps soupconné que différentes populations de DC pourraient étre spécialisées dans
I'induction des différents types de réponses lymphocytaires adaptés aux pathogénes contre
lesquels la réponse immunitaire est en train de se mettre en place ainsi qu’a I'état pathologique

ou physiologique en cours, incluant la tolérance au soi.

Alors que les DC partagent la capacité a capturer I'antigene, a I'appréter afin de le présenter aux
lymphocytes et a stimuler ces derniers, plusieurs sous-populations de DC se distinguent par leur
localisation, migration et capacité a stimuler différentes réponses lymphocytaires T. La premiére
distinction est celle entre les DC plasmacytoides (pDC) appelées ainsi a cause de leur ressemblance
morphologique aux plasmocytes et les autres DC appelées DC classiques (cDC). Les pDC se

trouvent principalement dans le sang et les tissus lymphoides et accedent aux ganglions
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lymphatiques par la circulation sanguine[8—10] . Au repos, les niveaux d’expression des molécules
de CMH de classe Il et des molécules de costimulation sont bas dans les pDC et I'expression de
I'integrine CD11c est aussi basse (souris) ou absente (homme). Les pDC murines expriment
I'isoforme B220 de CD45 et les pDC humaines expriment CD123, CD303 et CD304. Les pDC
expriment un nombre limité de PRR, essentiellement les TLR 7 et 9. La stimulation des pDC par les
ligands de ces récepteurs, notamment en réponse aux virus, conduit a une production massive
d’IFN-a. Cette capacité a produire des niveaux élevés d’IFN-a est une des caractéristiques
principales des pDC. L'activation des pDC les amene également a appréter et a présenter les
antigenes aux lymphocytes T. Les cDC peuvent étre divisées en deux populations principales : les
« cDC résidentes » qui se trouvent au niveau des organes lymphoides primaires et secondaires
(thymus, rate, ganglions lymphatiques, plaques de Peyer) et les « cDC migratoires » qui résident
dans les tissus non lymphoides et dans la zone marginale de la rate, acquierent les antigénes des
tissus et du sang, respectivement, et ont la capacité de migrer vers les ganglions lymphatiques par
les vaisseaux lymphatiques[8]. Chacune de ces populations est composée de sous-populations
dont les marqueurs sont différents chez la souris et chez I’'homme mais dont I'équivalence
fonctionnelle a été établie grace a I'étude de leur profil d’expression génique et de leurs fonctions.
Chez la souris, les cDC résidentes sont composées d’une sous-population CD8a* (CD11b flow) ot
d’une autre CD11b" (cette population regroupe deux sous-populations proposées initialement
comme étant distinctes, une CD4" et une CD4). Il a été proposé que I'équivalent des cDC CD8a’
chez ’lhomme expriment la lectine de type C DNGR-1/CLEC9A (C-type lectin domain family 9
member A), BDCA (Blood dendritic cell antigen)-3 et le récepteur de chimiokines XCR1. Certaines
études proposent que la population humaine équivalente aux cDC résidentes CD11b" expriment
BDCA-1 et CLEC7A[11]. Les deux populations sont retrouvées a I'état immature dans les organes
lymphoides et, aprés activation en présence de signaux de danger, ces cellules deviennent
matures et restent dans les organes lymphoides. Les cDC migratoires peuvent également étre
divisées en deux sous-populations, selon I'expression d’intégrines : une CD103°CD11b™ (CD141"
chez I'homme) et une CD11b" (CD1c’ chez I'homme)[8,11]. Des études fonctionnelles et
d’expression génique ont révélé que les cDC migratoires CD103" et les c¢DC résidentes CD8a’
représentent une lignée de cDC (cDC1) distincte par son origine et ses fonctions. Les cDC1 sont
spécialisées dans la présentation croisée de I'antigéne, la polarisation des lymphocytes T CD4 vers
la voie Tyl et la sécrétion d'interféron-A en réponse a la stimulation via le récepteur TLR3. Ces

fonctions soulignent leur role crucial dans la défense contre les pathogénes intracellulaires. De
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plus, le développement des cDC1 dépend des facteurs de transcription IRFS8, 1d2 et Batf3. Les sous-
populations de cDC résidentes CD4" (CD11b") et migratoires CD11b"* représentent une lignée de
cDC séparée (cDC2), spécialisée dans la présentation de |'antigéne aux lymphocytes T CD4" et avec
la capacité unique de favoriser la polarisation vers les réponses Ty2 ou Ty17, ce qui souligne leur

importance lors des réponses immunitaires aux pathogénes extracellulaires[9,12,13] (Fig. 2).

Dans la peau, il existe une population distincte de DC migratoires connues sous le nom de cellules
de Langerhans et qui se localisent au niveau de I'épiderme[8,9]. Elles sont distinctes par leur
origine (monocytes du foie foetal), les niveaux intermédiaires d’expression du MHC de class Il et de
CD11C et par I'expression élevée de la lectine de type C CD207 ou langerin. Chez 'lhomme les
cellules de Langerhans expriment CD1c. Les cellules de Langerhans migrent vers les ganglions
lymphatiques drainant la peau ou elles présentent les antigénes aux lymphocytes T CD4. Elles ont
été impliquées dans la tolérance par induction de I'anergie des lymphocytes T et dans I'induction
de réponses Ty17 lors d’infections fongiques[9]. Enfin, une sous-population supplémentaire de DC,
connues sous le nom de DC inflammatoires, se différencient a partir des monocytes lors de
I'inflammation[14]. Chez ’'homme, comme mentionné ci-dessus, des populations équivalentes de
cDC ont été décrites : les DC 141" s’approchent fonctionnellement des cDC murines CD8a"*/CD103"
et sont capables d’assurer la présentation croisée des antigénes et les ¢cDC CD1c" qui pourraient

représenter I’équivalent fonctionnel des DC murines CD11b"[6,9,15].

Une population de c¢DC unique a 'homme est caractérisée par I'expression de CD14 et elles sont
retrouvées dans les ganglions lymphatiques et dans les tissus non lymphoides. Elles sont
phénotypiquement proches des monocytes sanguins mais leurs niveaux d’expression du MHC de
classe Il sont plus élevés. Les cDC 14" de la peau expriment des niveaux bas de CD1c et I'expression
de CD141 peut étre induite dans cette population qui reste néanmoins dépourvue de la capacité
de présentation croisée. En plus des cellules de Langerhans et des cDC CD14°[16], des ¢cDC CD1a"
sont retrouvées au niveau de la peau et les 3 populations migrent vers les ganglions lymphatiques
drainant la peau[6]. En résumé, en fonction du type de pathogéne et de sa localisation, les sous-
populations de cellules dendritiques spécialisées permettront ['initiation de la réponse
immunitaire adaptive appropriée grace a leur localisation, leur capacité migratoire, leur profil
d’expression de PRR, les cytokines qu’elles produisent et leur capacité a présenter I'antigene aux

lymphocytes T CD4 et/ou CDS8 (Fig. 2).
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Figure 2. Les diverses classes de réponses de cellules T induites par les DC. Le développement et la fonction des DC in vivo
nécessitent des facteurs de transcription qui sont critiques pour chaque étape de leur programme de différenciation. Les réponses
de CTL sont induites par les DC Batf3 dépendantes CD8a" et les DC CD103" et la contrepartie humaine CD141". L'immunité a
médiation cellulaire T,1 nécessite une stimulation, dépendante de GM-CSF, par le sous-groupe de DC CD207"° CD103", une
population mineure de DC dermiques (souris). Les réponses de T,17 sont induites par des DC CD103" CD11b"* dépendant de I'IRF4
de la muqueuse ainsi que par des cellules de Langerhans de la peau, en fonction de I'emplacement du pathogene (souris). Les DC
CD1c" humaines amorcent les réponses des cellules T,17. Enfin, I'immunité 3 médiation cellulaire T,2 nécessite des CD301b"
CD11b" dépendant de I'IRF4 (souris). Ces DCs constituent la majorité de la population DC cutanée (dDC) et sont distinctes des DCs
dermiques CD207* CD103". En revanche, les cellules de Langerhans humaines induisent la sécrétion de la cytokine T,2 ex vivo.

l. 2 La réponse adaptative

La réponse immunitaire adaptative telle que nous la connaissons chez les mammiféres est celle qui
s’est développée il y a 500 millions d’années chez les vertébrés a machoires grace a I'émergence
du transposon RAG (recombination-activating gene)[17]. Les produits des genes RAG-1 et RAG-2
permettent la recombinaison somatique des segments de génes V (variable), J (joining) et, dans
certains cas, D (diversity) formant ainsi les genes codant pour les deux chaines qui composent le
récepteur spécifique de I'antigéne dont les parties hypervariables, responsables de la

reconnaissance spécifique, sont codées par les segments V(D)J ainsi obtenus(Fig. 3).
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Figure 3. Modeéle pour l'origine des génes des récepteurs d'antigénes. (A) Structure possible de I'élément transposable
original intégré dans la lignée germinale d'un vertébré ancestral. Les fleches pointillées indiquent la direction de transcription des
génes RAG1 et RAG2. (B) Nature actuelle des génes des immunoglobulines et du récepteur cellulaire de cellules T. Cette structure
pourrait étre le résultat de la transposition médiée par RAG d'un ou de deux éléments excisés dans un exon du géne initial (vert
foncé), suivie par la division de I'exon en deux ou trois segments, chacun flanqué par un ou deux signaux de recombinaison
(triangles noirs et blancs). Ces segments géniques représenteraient les précurseurs des segments actuels de génes V, D et J.
Différents modeles de duplication de genes (a droite) se traduiraient dans les configurations «mammiféeres» ou «clusters» de
segments de genes caractéristiques du locus de la chaine lourde des mammiferes ou poissons cartilagineux, respectivement.

Ce mécanisme permet, a partir d’'un matériel génomique limité, de générer une grande diversité
au niveau des récepteurs. Les cellules immunitaires dans lesquelles ce mécanisme s’est développé
sont les lignées lymphocytaires T et B toutes deux dérivant au niveau de la moelle osseuse du
précurseur lymphoide commun. La maturation des lymphocytes T (LT) ainsi que la recombinaison
V(D)) des génes codant pour les deux chaines du récepteur des lymphocytes T (TCR, T cell
receptor) ont lieu dans le thymus. Pour les lymphocytes B (LB), ce processus a lieu dans la moelle
osseuse ou dans la bourse de Fabricius (chez les oiseaux) et conduit a la production de leur
récepteur spécifigue de l'antigene (BCR, B cell receptor) ou de leur immunoglobuline (lg)
spécifique. Etant donné le caractére arbitraire du processus de recombinaison V(D)J, il conduit a la
production d’une proportion de récepteurs réactifs aux antigénes du soi. Les LT et les LB portant
ce type de récepteurs auto-réactifs sont éliminés ou anergisés au cours de la maturation des

lymphocytes par différents mécanismes de sélection. Au final, la recombinaison V(D)) permet la
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production d’'un nombre important de récepteurs différents, donc de lymphocytes avec une
spécificité différente, et la réponse adaptative va reposer sur la capacité des cellules T ou B
spécifiques d’'un pathogéne de subir une expansion clonale importante lors de la rencontre avec
I’antigéne. L’expansion clonale génére des populations cellulaires effectrices mais également une
population, moins importante en nombre, de cellules dites mémoires qui persistent dans I’'h6te et
qui assurent la mémoire a long terme, la deuxiéme caractéristique importante de I'immunité
adaptative. En effet, méme si I'opposition fondamentale entre I'absence de mémoire de
I'immunité innée et la mémoire assurée par I'immunité adaptative a été récemment nuancée par
la mise en évidence de mécanismes de mémoire a court terme dans certaines cellules de
I'immunité innée[18], il n’en reste pas moins que la mémoire a long terme est une spécificité de la
réponse adaptative. Les cellules mémoires assurent les réponses secondaires, quantitativement et
gualitativement supérieures aux réponses primaires, suite aux rencontres ultérieures de |I'hbte

avec le méme pathogene.

Méme si le processus génétique responsable de la production des récepteurs est partagé par les
LT et les LB, le mode de reconnaissance de I'antigene et les fonctions effectrices de ces deux
populations sont distinctes. Le BCR reconnait I'antigene entier soit sous forme soluble, soit
présenté a la surface de cellules présentatrices de I'antigene (APC) et la différentiation des LB qui
s’ensuit aboutit a la production et a la sécrétion des anticorps spécifiques. Ainsi, les LB sont
responsables de la réponse immunitaire humorale. Les LT, en revanche, ne sont pas capables de
reconnaitre I'antigéne intact. Le TCR reconnait des peptides issus de I'apprétement de I'antigéne
par les APC présentés a la surface de ces dernieres par les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (MHC) conduisant a la différenciation des LT. Dans la phase effectrice, la
reconnaissance des cibles par les LT est également médiée par la reconnaissance du complexe
MHC/peptide par le TCR, rendant I'apprétement de I'antigéne nécessaire également a cette phase.

La réponse immunitaire assurée par les LT est dite réponse a médiation cellulaire.

Un LB peut produire différents isotypes d’lg (IgM, IgD, IgG, IgA et IgE) partageant tous la méme
spécificité (méme parties variables et hypervariables des chaines lourdes et légeres) et différant
dans la partie constante de la chaine lourde. Les Ig peuvent étre sécrétées ou associées a la
membrane. Lorsqu’elles sont membranaires, les Ig sont associées aux sous-unités de signalisation
Iga et IgP et forment le BCR. Les LB se développent dans la moelle osseuse a partir du précurseur

lymphoide commun en passant par les stades pro-LB, exprimant les sous-unités Iga et Igf3, pré-LB
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exprimant un pré-BCR aprés recombinaison VDJ de la chaine lourde et enfin LB immature, ou la
recombinaison VJ de la chaine légere a eu lieu, exprimant un BCR IgM. Une partie des LB portant
un BCR auto-réactif sera éliminée, subira une modification de leur récepteur (BCR editing) ou sera
anergisée dans la moelle osseuse. La maturation post-médullaire des LB se poursuit au niveau de
la rate avec les stades transitionnels au cours desquels une deuxieme étape de sélection négative
de LB auto-réactifs a lieu et un BCR IgD est exprimé en plus du BCR IgM. L’expression des IgM et
des IgD se fait grace a I'épissage alternatif de I’ARN codant pour la chaine lourde. Ces deux étapes
de maturation aboutissent au pool de LB naifs matures composé des LB folliculaires
conventionnels (80% des LB spléniques) qui peuvent migrer vers les ganglions lymphatiques et qui
sont impliqués dans la réponse humorale dépendante des LT et des LB de la zone marginale qui
assurent la réponse humorale thymo-indépendante. Lors de la rencontre avec I'antigéne au cours
d’une réponse immunitaire, les LB matures peuvent se différencier en plasmocytes produisant des
IgM solubles. Ces plasmocytes générent une réponse humorale rapide mais de courte durée. Les
LB peuvent également se différencier dans les centres germinatifs des organes lymphoides
secondaires et dans ce cas ils vont subir au niveau du locus codant pour le BCR deux phénomeéne
importants : i) 'hypermutation somatique permettant la sélection de clones ayant une affinité
améliorée pour I'antigéne et ii) la commutation de classe (class switch) qui, par un mécanisme de
recombinaison, permet le changement d’isotype de I'lg vers une IgG, IgA ou IgE selon le site de
I'affection et le type de pathogene. Cette différenciation conduit soit aux LB mémoires portant les
IgG, IgA ou IgE de surface et assurant la mémoire a long terme soit aux plasmocytes sécrétant ces
mémes Ig et responsables donc des fonctions effectrices et dont une partie survit également a
long terme et est responsable du maintien des titres d’anticorps permettant une protection

prolongée. Dans les deux cas, I'lgD et I'lgM de surface ne sont plus exprimées.

La différenciation des lymphocytes B dépendants des T est aidée par une sous-population
spécialisée de lymphocytes T CD4, les lymphocytes T CD4 auxiliaires folliculaires (Tgy). Au niveau
des tissus lymphoides, apres différenciation au cours de la réponse immunitaire, les Tgy se
localisent dans la zone B, riche en CXCL13, grace a I'expression du récepteur CXCR5 qui les
caractérise[19]. Ces cellules sont aussi caractérisées par la production de I'lL-21 et par I'expression
du represseur de transcription BCL6. Il a été proposé que BCL6 répriment dans ces cellules
I'expression des facteurs de transcription caractéristiques des autres sous-populations de
lymphocytes T CD4 (T-bet/Tyl; GATA-3/T42 ; RORyt/Ty17)[20]. Ainsi, les T ¢ yqui se différencient

dans le contexte d’une réponse immunitaire de type 1, 2 ou 3 vont exercer leur fonction
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principale, a savoir l'aide au développement des plasmocytes et des LB mémoires, mais
I’expression faible, mais existante, de T-bet, GATA-3 ou RORyt, respectivement, et des cytokines
gu’ils contrélent, orientera la commutation de classe vers lisotype adapté a la réponse
immunitaire en cours[20]. Les Tgy se différencient apres reconnaissance de I'antigéne présenté par
les DC. Leur localisation dans les zones B, grace a l'expression de CXCR5, leur permet de
reconnaitre I|’antigene présenté par les LB spécifiques apres sa liaison au BCR et son
internalisation. L'expression d’ICOS et CD40L par les Try permet I'activation de LB grace a leur
interaction avec ICOSL et CD40, respectivement. L’interaction Tgy/LB peut avoir lieu au niveau
folliculaire a I’extérieur des centres germinatifs ol elle permet la différenciation des LB qui ont été
préalablement sensibilisés (primed) en plasmocytes de courte durée de vie. Au niveau des centres
germinatifs I'interaction Try/LB sensibilisé est essentielle a la différenciation des LB mémaoires et

des plasmocytes.

Le thymus, organe spécialisé dans la maturation et la sélection des LT, est constitué de lobes eux-
mémes divisés en plusieurs lobules constitués d'une zone corticale externe et une médullaire
interne. Ces deux zones ont en commun la présence de cellules épithéliales et de fibroblastes et
different au niveau d’autres populations cellulaires ainsi que par les caractéristiques de ces
cellules. La zone corticale est densément peuplée par les thymocytes (LT immatures), alors que la
zone médullaire est au contraire riche en macrophages, cellules dendritiques et LT matures. La
maturation des thymocytes suit donc un gradient cortico-médullaire pour que les LT matures
puissent ensuite étre placés dans la circulation sanguine périphérique pour atteindre les organes
lymphoides secondaires, lieu de rencontre avec les antigénes. Les zones corticale et médullaire
different également par les caractéristiques des cellules qui les constituent et ces différences
jouent un réle dans la maturation des LT. Par exemple, la machinerie d’apprétement de I’antigene
dans les cellules épithéliales thymiques corticales (cTEC) est adaptée au processus de sélection
positive. L’expression importante de molécules de costimulation dans la zone médullaire ainsi que
I’expression ectopique de genes codant pour des protéines tissulaires dans les cellules épithéliales

thymiques médullaires (mTEC) vont quant a elles participer a I'étape de sélection négative.

Comme pour les LB, les recombinaisons V(D)J vont aboutir aux deux génes codant les deux chaines
du TCR et leur expression permettra aux thymocytes d’interagir avec les autres populations
cellulaires thymiques. L'expression d’un pré-TCR apres la recombinaison de la chaine B seulement

permet aux thymocytes de recevoir des signaux de survie et pendant ce temps le réarrangement
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de la chaine a aura lieu. Les thymocytes qui vont entamer I'étape de sélection positive expriment
un TCR fonctionnel associé aux chaines du CD3 et sont double positifs (DP, CD4%/CD8"). La
sélection positive a pour but de conserver les LT dont le récepteur est capable de reconnaitre le
MHC du soi, présent a la surface des cTEC, ce qui leur assurera en périphérie les signaux minimaux
de stimulation dont leur survie dépend. L’étape de sélection négative permettra I'élimination (par
apoptose) ou la neutralisation (induction d’anergie), parmi les thymocytes ayant passé la sélection
positive, de ceux qui ont une affinité élevée pour les complexes MHC/peptides du soi et qui
seraient ainsi auto-réactifs. Dans ce cas, les APC sont les DC de la zone cortico-médullaire ayant
apprété des antigenes du soi exprimés par les mTEC. Aprés cette étape, les thymocytes DP vont
perdre I'expression d’un des co-récepteurs, CD4 ou CD8, et seront donc des LT CD4" ou des LT
CD8" matures naifs qui vont rejoindre, par la circulation sanguine et grace a I'expression de
certains récepteurs de chimiokines comme CCR7 et de molécules d’adhésion comme CD62L, les
organes lymphoides secondaires. Contrairement aux genes codant pour le récepteur des LB, ceux

codant pour le récepteur des LT ne subiront pas de modifications somatiques.

Le TCR, formé des chaines a et B, permet aux LT de reconnaitre I'antigéne constitué d’un peptide
présenté par une molécule du MHC de classe | pour les LT CD8 et de classe Il pour les LT CD4.
Plusieurs régions du TCR participent a cette reconnaissance et les parties hypervariables (codées
par les segments V(D)J) en déterminent la spécificité. L'interaction entre le TCR et le complexe
MHC/peptide est consolidée par I'interaction entre les co-récepteurs CD4 et CD8 et les molécules
de MHC de classe Il et I, respectivement. Le TCR n’a cependant pas de fonction de transduction de
signal. Cette fonction est réalisée par un complexe de trois protéines (g, §, y) associées de maniere
non-covalente au TCR et connues sous le nom de CD3, et d'une autre protéine impliquée dans les
processus de transduction du signal, la chaine zéta (7). Le TCR, le CD3 et les chaines { forment ce
qgue l'on appelle le "complexe TCR", dans lequel la fonction de reconnaissance de I'antigene est
réalisée par les chaines a et B du TCR, tandis que la fonction de transduction de signal est
déléguée aux protéines CD3 et . En plus de la signalisation par le "complexe TCR", 'engagement
des co-récepteurs CD4 et CD8 participe aux cascades de signalisation des LT. La signalisation par le
complexe TCR et par les co-récepteurs intervient lors de la sélection thymique ainsi qu’en

périphérie a toutes les étapes d’activation des LT matures (Fig. 4).
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Figure 4. Structure du récepteur de cellules T.

L’activation des LT naifs lors de la premiere rencontre avec I'antigene dont ils sont spécifiques, qui
a généralement lieu dans les ganglions lymphoides, conduit a I'expansion clonale et a la
différenciation en LT effecteurs, dotés de différentes fonctions effectrices, ou mémoires, qui vont
intervenir lors des rencontres ultérieures avec le méme antigene. Les LT CD4 et CD8 qui se sont
spécialisés, par la différence entre les molécules de MHC qui restreignent la reconnaissance (classe
| et Il) de I'antigene et par leurs fonctions effectrices distinctes, assurent des fonctions

immunitaires distinctes et qui peuvent étre complémentaires.

Les molécules de MHC de classe | sont exprimées dans toutes les cellules nucléées de I'hote qui
peuvent ainsi étre reconnues par les LT CD8. Cette reconnaissance aura lieu lorsque ces cellules
expriment des protéines du non soi, comme les protéines des agents pathogénes intracellulaires
(virus, bactéries, parasites) et du soi modifié (antigenes des tumeurs). Ces protéines vont étre
apprétées par la voie endogene de présentation de l'antigene et les complexe MHC classe
I/peptides antigéniques seront présentés a la surface des cellules. Cependant, seuls les LT CD8
différenciés s’activeront en rencontrant ces cibles. En effet, I'activation des LT CD8 naifs dépend

des DC CD103" qui, en plus de la signalisation par le complexe TCR et par le CD8, vont apporter les
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signaux de co-stimulation (CD28/CD80/86 ; CD40L/CD40) indispensables a la différenciation de LT
(Fig. 5).

Apoptosis Proliferation
Anergy Differentiation
Effector function

Alegre M. L. Nature Rev. Immunol., 2004

Figure 5. Reconnaissance du complexe CMH/peptide par les lymphocytes T. La liaison TCR-CMH/peptide envoie un signal
d’activation au lymphocyte T. L’envoi d’un signal de co-stimulation par la cellule présentatrice de I'antigéne est fondamentale pour
I"activation fonctionnelle du lymphocyte, qui en absence de signal de co-stimulation subira peut faire face a anergie ou apoptose.

Les APC peuvent aussi étre infectées par I'agent pathogéne et dans ce cas I'antigene peut étre
apprété par la voie endogene. Lorsque les APC ne sont pas directement infectées, elles doivent
acquérir des antigénes exogénes (par endocytose, macropinocytose ou phagocytose), les appréter
et les présenter sur des molécules du CMH de classe |, par un mécanisme dit de présentation
croisée. Cette voie permet aux antigénes de quitter les vésicules d’endocytose, de rejoindre le
cytoplasme et d’étre ainsi dégradées par le protéasome et de suivre par la suite la voie classique
de présentation par les molécules de MHC de classe I. Bien que divers types d’APC peuvent
présenter des antigénes modeles in vitro, la plupart des études indiquent que les cellules
dendritiques (DC) sont les principales APC de présentation croisée in vivo[21]. Comme indiqué
précédemment, les DC CD103" et CD8a" chez la souris[9] et CD141" chez ’homme[9,22] semblent
s'étre spécialisées dans la présentation croisée. La capacité a présenter l'antigene aux
lymphocytes T CD8 a été montrée pour les DC CD103" murines qui migrent a partir des

poumons[23,24] ou de la peau[25] vers les ganglions lymphatiques drainants.
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La différenciation des LT CD8 permet, hors I'expansion clonale, I'acquisition des récepteurs de
chimiokines qui les conduiront aux sites inflammatoires afin d’exercer leurs fonctions effectrices.
La fonction effectrice principale des LT CD8 est la cytotoxicité, qui leur vaut le nom de LT
cytotoxiques (CTL), et qui leur permet, par le relargage de vésicules contenant des protéines
cytolytiques (ex. : perforine, granzymes)[26], d’induire la mort par apoptose des cellules exprimant
I’antigéne. Les CTL peuvent également produire et sécréter des cytokines effectrices (ex. : IFN-y,

TNF-a).

Les LT CD4 reconnaissent les peptides antigéniques présentés par les molécules du MHC de classe
Il dont I'expression constitutive est limitée aux APC professionnelles comme les DC, les LB, les
monocytes, les macrophages, et les cellules épithéliales thymiques[27]. Leur expression peut étre
induite par les cytokines inflammatoires dans les APC non-professionnelles comme les
fibroblastes, les cellules épithéliales ou les kératinocytes. Elles sont également exprimées, chez
I'homme, dans les LT suite a leur activation. Certaines tumeurs, en particulier le mélanome,
peuvent également exprimer les molécules de MHC de classe Il sous le contrdle des cytokines
inflammatoires. La présentation des antigénes par le MHC de classe Il a donc lieu principalement
dans les DC CD11b" suite a leur internalisation par endocytose (médiée par des récepteurs),
pinocytose ou phagocytose. L’'antigéne internalisé sera dégradé et les peptides issus de sa
dégradation contrélée se lieront aux molécules de MHC de classe Il dans les endosomes (précoces
et tardifs) et les complexes MHC/peptide seront transportés a la surface cellulaire. Les antigénes
intracellulaires peuvent également accéder, grace aux autophagosomes, aux voies de présentation
de MHC de classe Il et étre ainsi présentés aux LT CD4. L’'activation des LT CD4 a donc lieu
principalement suite a la présentation de I'antigene par des APC professionnelles et est
compatible avec le rble central que jouent les LT CD4 comme cellules auxiliaires dans la
différenciation des LT CD8 et dans la commutation de classe, I’"hypermutation somatique et la
différenciation des LB. Les LT CD4 jouent également des roles effecteurs par la production de
cytokines et de chimiokines qui peuvent agir sur le pathogéne/la cible directement ou par
I'intermédiaire du recrutement de cellules de I'immunité innée. Afin d’accomplir ces différentes
fonctions suite a la rencontre avec I'antigene et en fonction des cytokines sécrétées par les APC
conditionnées par le pathogene, les LT CD4 naifs peuvent se différencier dans différentes sous-
populations effectrices mémoires qui, par le profil des cytokines qu’elles produisent, vont orienter
la réponse immunitaire adaptative et amplifier/orienter la réponse immunitaire innée les plus

adaptées a I'élimination du pathogéne. A cause de la complexité des sous-populations de LT CD4
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et du fait que le travail expérimental présenté ici porte sur cette population cellulaire, nous
consacrerons le prochain chapitre a la description des connaissances actuelles sur leur ontologie

et leurs fonctions.

Il. Role central des CD4 dans l'orientation de la réponse immunitaire adaptative
Il. 1 Les lymphocytes T CD4 auxiliaires et régulateurs

Le contexte inflammatoire dans lequel est initiée la différenciation des LT CD4 naifs et qui est lui
méme déterminé par le pathogéne/la situation pathologique va induire des sous-populations
auxiliaires mémoires dotées des caractéristiques adaptées en terme de cytokines sécrétées et
donc de fonctions effectrices et auxiliaires et en terme d’expression de récepteurs de chimiokines
permettant la migration vers les sites d’inflammation pertinents. L’expression de ces molécules est
régie par des facteurs de transcriptions qui sont considérés, pour certains, comme spécifiques de
ces sous-populations et qui en orchestrent les fonctions. Ce fonctionnement a été appréhendé au
cours des années 1980s et 1990s grace aux études des deux sous-populations de LT CD4 auxiliaires
Tul, caractérisées par la sécrétion de I'IFN-y et I'expression du facteur de transcription T-bet, et
Th2, qui produisent I'lL-4 et expriment le facteur de transcription GATA-3. Au cours des 15 années
écoulées d’autres sous-populations de LT CD4, avec des fonctions spécialisées, ont été identifiées.
Celles-ci incluent les Ty17, les T49, les Ty22 et les Try. De plus, les études récentes montrent que la
spécialisation des Ty n’est pas figée et qu’au contraire un niveau de plasticité existe qui permet

I’adaptation de ces populations a I’évolution de la situation pathologique.

En plus des cellules avec des fonctions auxiliaires, plusieurs sous-populations de LT CD4 ont des
fonctions suppressives ou régulatrices et jouent des roles importants dans le maintien de la
tolérance, incluant la tolérance au microbiote, et dans le controle de I'amplitude des réponses
immunitaires afin de préserver I'intégrité des tissus. Ces populations incluent les Treg caractérisés
par I'expression du facteur de transcription FOXP3, les Tgr1 caractérisés par la sécrétion de I'lL-10
et les Ty3 qui sécretent le TGF-B. La plasticité observée entre les sous-populations Ty peut
également toucher les populations régulatrices et amener aussi a la conversion de certaines

populations régulatrices en populations auxiliaires pro-inflammatoires et vice-versa.

Ainsi les réponses T CD4, avec leur diversité, interviennent dans la réponse immunitaire aux

pathogenes et aux tumeurs et dans le maintien de la tolérance au soi. Les réponses T CD4 peuvent
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également faire partie d’une activation immunitaire elle méme pathogénique comme c’est le cas

dans les maladies auto-immunes et les allergies.

Dans les sous-chapitres suivants, nous aborderons les principales sous-populations auxiliaires et

régulatrices, notamment les Ty17 et les Treg FOXP3" sur lesquelles le travail expérimental a porté.

Il. 2 Les sous-populations de lymphocytes T CD4 auxiliaires : Les lymphocytes Ty1/Tx2

Plusieurs preuves de I'hétérogénéité de la population des LT CD4 ont été accumulées jusqu'en
1978, quand Tada et collégues[7] ont utilisé les termes Tyl et Ty2 pour désigner deux sous
populations distinctes de cellules T CD4. Mais la démonstration définitive de cette premiére
classification est arrivée seulement en 1986 grace a Mosmann et Coffman[28] qui avaient exploité
les nouvelles techniques telles que le clonage des cellules T et les essais de mesure de cytokines
pour générer des populations clonales Ty murines et les caractériser en fonction de leur profil de
production de cytokines. Notamment, dans I'étude menée par ces deux chercheurs, 22 clones
différents ont été étudiés pour la production des cytokines telles que I'lL-2, I'lIFN-y et I'lL-4. Deux
groupes de clones distincts ont ainsi été identifiés : les cellules de type 1 produisaient I'lL-2, I'IFN-y,
le GM-CSF et I'IL-3 en réponse a la stimulation par |'antigéne ou par un mitogene; les cellules de
type 2, en revanche, produisaient I'lL-3, I'lL-4 et un facteur de croissance des mastocytes (I'IL-5) en
réponse a la stimulation. Ces deux sous-groupes ont été appelés, comme proposé par Tada et al.,
cellules Tyl et Ty2, respectivement.

Cependant, cette classification, qui avait été basée sur I'étude de clones murins cultivés in vitro,
n’était pas si nette in vivo. En effet, un grand nombre des cellules produisaient des cytokines
caractéristiques des deux sous-populations et ont ensuite été regroupées sous le nom de T40[29].
La consolidation du concept a donné lieu a d'intenses recherches sur les mécanismes d'induction,
de développement et de régulation de ces deux sous-populations. Certaines des études initiales
ont montré que, en fait, les cytokines produites par les Tyl et les T42 pouvaient agir comme
facteurs de croissance autocrine pour une poursuite de I'expansion de ces cellules, mais en méme
temps agir comme inhibiteurs de croissance pour le type cellulaire opposé, apportant ainsi un
mécanisme de régulation réciproque de leurs activités[30]. Des études ultérieures ont montré que
cette régulation réciproque intervient aussi au niveau de la différenciation de ces populations et

au niveau du contréle de leur capacité a produire des cytokines.
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Les cytokines jouent un role central dans la différenciation des lignées Tyl et Ty2 et cela par
I'intermédiaire de I'induction ou I'augmentation de I’expression de facteurs de transcription et par
la modulation de I'état de phosphorylation de différentes molécules STAT (signaling transducer
and activator of transcription). La différenciation de LT CD4 naifs en Ty2 a pu étre démontrée in
vitro et nécessite la présence d’IL-4 et d’IL-2 pendant la stimulation[31]. L'IL-4 par l'intermédiaire
de STAT6[32], augmente I'expression du facteur de transcription qui régule I'activité des T2,
GATA-3, déja exprimé a des niveaux faibles dans les LT CD4 naifs[33]. Il est important de noter que
la voie de différenciation Tyl induit une diminution de I'expression basale de GATA-3 observée
dans les cellules naives[34]. L'expression de GATA-3 dans les Ty2 va réguler I'expression de I'lL-4,
dans ce cas en coopération avec I'axe IL-2/STAT5 de I'IL-5 et de I'IL-13[35]. L’expression élevée de
GATA-3 promeut également I'expansion des Ty2 en réponse aux signaux de croissance, comme
ceux apportés par I'lL-2, par l'intermédiaire de molécules régulées par I'axe IL-4/STAT6 comme
Gfi[36]. L'axe IL-2/STAT5 contribue également a I'expression de I'lL-4 dans les cellules T2 ainsi
gu’a celle de I'lL-4R contribuant ainsi au maintien de la population. Finalement, GATA-3 controle le
développement des Tyl en induisant une baisse de I'expression de STAT4 et en réduisant ainsi la
réponse des cellules a I'lL-12[37]. D’autres facteurs de transcription jouent également un réle dans
le développement ou les fonctions des Ty2 comme c-MAF, NFAT, IRF4, et JunB[38]. Une voie de
différenciation des Ty2 in vivo indépendante de I'lL-4 dans les phases initiales a été décrite[39].
Cette voie dépend d’une signalisation faible par le TCR qui induit GATA-3[40]. Le fait que la
cytokine principale produite par les Ty2 soit aussi celle qui induit leur différenciation a longtemps
suscité le débat quant a la source initiale d’IL-4 dans ce processus. Différentes études ont suggéré
qgue I'lL-4 peut provenir des basophiles[41], des cellules NKT[42] ou des LT CD4 eux-mémes[43]. La
différenciation des Tyl a été aussi attribuée a la cytokine qu’ils produisent, I'IFN-y, par exemple
dans le modele d’infection par Leishmania major[44]. Cependant, c’est avec la caractérisation de
I'lL-12, décrite a I'époque comme une cytokine produite par les phagocytes et les LB et capable
d’augmenter la cytotoxicité, la prolifération et la production de cytokines des cellules NK et des LT,
qgue la différenciation des Tyl commence a étre mieux caractérisée[45]. L'IL-12 était capable
d’induire in vitro la différenciation de cellules T41 méme en présence d’Ac anti-IFN-y. Par la suite il
a été montré que la différenciation Tyl est dépendante de I'lL-12 qui induit I'expression de T-bet
par l'intermédiaire de STAT4 et qu’elle est amplifiée par I'lFN-y qui induit également |’expression
de T-bet a travers son action sur STAT1. T-bet, a son tour, induit I'expression de I'lFN-y dans les Ty1

et induit I'expression de I'lL-12RB2 augmentant ainsi la réponse des Tyl a I'lL-12[46]. L’axe IL-
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12/STAT4 joue également un role dans la survie et la croissance des Ty1 ainsi que dans I'expression

de I'IFN-y[46] (Fig.6).
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Figure 6. Modeéle de différentiation des Ty1 et T,2. (a) La différenciation Ty1 est initiée par la signalisation coordonnée entre
le TCR et les récepteurs de cytokines associées a STAT1. La signalisation STAT1 induit le facteur de transcription, T-bet (TBX-21), qui
a son tour induit I'expression du gene qui code pour I'lFN-y et régule positivement la chafne inductible du récepteur de I'lL-12 (IL-
12RB2), dont I'expression permet la signalisation de I'lL-12 par STATA4. L'activation du récepteur de I'lL-12 en outre potentialise la
production d'IFN-y et induit I'expression de I'lL-18Ra, conférant ainsi une réactivité a I'lL-18 par les cellules Ty1[47]. Ainsi, I'lL-12,
induite par les cellules immunitaires innées activées par la reconnaissance de I'agent pathogene, peut affecter le développement
Tyl par de multiples mécanismes; elle peut agir rapidement, en déterminant la production d'IFN-y a partir de cellules NK, en
conduisant la production d'IFN-y dépendant de STAT4 en concert avec le TCR ou par la voie de signalisation de I'lL-18. (b) La
différenciation des T2 est initiée par la signalisation TCR en concert avec la signalisation du récepteur IL-4 par STAT6. Les signaux
qui proviennent du TCR et du récepteur de I'lL-4 agissent en coopération pour augmenter I'expression de GATA3, maitre régulateur
de la différenciation T,2. GATA3 auto-active sa propre expression et entraine des modifications épigénétiques qui permettent
I'expression de cytokines T2 (IL-4, IL-5 et IL-13), tout en supprimant les facteurs essentiels a la voie T, 1, tels que STAT4 et la chaine
IL-12RB2.

L'interaction directe, dans les phases initiales de la différenciation des Tyl, entre une forme

Tyrosine phosphorylée de T-bet et GATA-3 a été proposée comme un mécanisme de controle
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négatif, par séquestration de GATA-3, de la différenciation Ty2 par le facteur de transcription de la

lignée T,1[48].

Les fonctions des lignées Ty dépendent non seulement du type de cytokines qu'elles produisent,
mais également de l'expression coordonnée d’un ensemble de récepteurs de chimiokines et
d’autres récepteurs d’adressage (homing receptors) qui leur conférent la capacité de migrer vers
le site d'intérét. Notamment, les Tyl expriment préférentiellement les récepteurs CXCR3 et CCR5
qui leur permettent de migrer vers les sites exprimant les ligands de ces récepteurs (CXCL9,
CXCL10 et CXCL11 pour CXCR3 et CCL3, CCL4 et CCL5 pour CCR5)[49]. Les cellules Ty2 expriment
les récepteurs CCR4, a un degré moindre CCR3 et, pour certaines sous-populations de Ty2,
CRTH2[49]. L'expression des ligands de ces récepteurs peut étre induite dans différents types
cellulaires aprés exposition des tissus aux pathogenes et sous |'effet de cytokines (ex. : IL-1, TNF-
a), y compris celles produites par les LT CD4 polarisés eux-mémes (ex. : IFN-y) ce qui permet

d’entretenir leur recrutement aux sites d’intérét.

Ces mémes récepteurs sont également exprimés dans des populations de cellules de I'immunité
innée permettant la colocalisation de ces populations qui peuvent jouer un réle effecteur avec les
populations Ty. Par exemple, I'expression élevée de CCR3 dans les basophiles et les éosinophiles
permet leur migration avec les Ty2 aux sites de I'inflammation allergique olu sont exprimés ses

ligands eotaxin-1/CCL11, eotaxin-2/CCL24 et MCP-4/CCL13[50].

Les LT CD4 en se différenciant acquierent donc la capacité de migrer aux sites appropriés de
I'inflammation ainsi que la disposition a sécréter un ensemble de cytokines, ces deux propriétés
leur permettentant d’accomplir leurs fonctions, soit directement soit par la régulation d’autres
types cellulaires. Les cellules Tyl vont coordonner les réponses appropriées pour lutter contre les
pathogenes intracellulaires (virus, bactéries, protozoaire)[51] et les cellules transformées[52]. Afin
d’accomplir leurs fonctions physiologiques, les Tyl orchestrent la réponse a médiation cellulaire
notamment par I'IFN-y, par I'activation des monocytes/macrophages[53] en fournissant I'aide au
priming des LT CD8 cytotoxiques et au développement des LT CD8 mémoires[51]. Les cellules Tyl
peuvent également étre directement responsables de la lyse des cellules cibles. Cependant, les
réponses Tyl incontrélées sont également impliquées dans les maladies auto-immunes spécifiques
d’organes. En revanche, I'immunité T2 est liée a la protection contre les parasites complexes tels
gue les helminthes[54], dont I’élimination dépend des basophiles, des mastocytes et des IgE (I'IL-4

étant la cytokine principale responsable du class switch vers I'isotype IgE dans les LB), et du
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recrutement et activation des éosinophiles a travers les actions coordonnées des cytokines IL-4, IL-
13, et IL-5. Les Ty2 sont aussi centraux dans la physiopathologie des allergies et de I'asthme. Par
conséquent, Tyl et Ty2 semblent avoir évolué pour coordonner leurs actions, afin de cibler plus

efficacement des classes spécifiques d'agents pathogenes.

Il. 3 Les lymphocytes Ty17

Malgré la découverte et la description des mécanismes d'élimination des différents agents
pathogénes joués par les cellules Tyl et Ty2, la protection contre les bactéries extracellulaires et
les champignons, ainsi que le recrutement des neutrophiles qui sont importants pour I'élimination
de ces derniers, n’avaient pas encore été décrits. Avec la caractérisation d'une nouvelle population
lymphocytaire auxiliaire, Tyl7, ce hiatus a été comblé et ainsi un modele unifié de LT CD4 qui
orchestre les monocytes/macrophages (Tyl), les mastocytes/basophiles/éosinophiles (T42) et les

neutrophiles (Ty17) est maintenant établi.

Il. 4. a. Identification des Ty17

La découverte de la lignée Ty1l7 est venue de modeles murins d'auto-immunité, notamment
I’encéphalite auto-immune expérimentale (EAE) et l'arthrite induite par le collagene (CIA), qui
avaient toujours été associés a des réponses Tyl incontrolées. Elle s’est basée en grande partie sur
des études dans lesquelles le développement de ces maladies était aboli lorsque la sous-unité p40
de I'lL-12 était ciblée soit directement par des anticorps neutralisants soit indirectement dans des
modéles murins génétiquement déficients pour celle-ci[55,56]. Cependant, le lien avec I'lL-12 a été
guestionné avec les travaux montrant qu'un nouveau membre de la famille de I'lL-12, I'IL-23,
partage avec celle-ci la sous-unité p40[57]. En effet, I'lL-12 est un hétérodimére composé des sous
unités p40 et p35, tandis que I'hétéro dimére IL-23 se compose de la chaine IL-12p40 associée a

'lL-23p19 (Fig.7).
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Figure 7. Composition de I'lL-12 et IL-23. La sous-unité p40 de I'lL-12 est associée non seulement 3 'autre sous-unité de I'lL-
12, p35, mais aussi a une autre molécule, p19, pour former une nouvelle cytokine hétérodimérique connue sous le nom d'IL-23. De
plus, I'IL-23 se lie a un récepteur qui est formé par I'lL-12RB1 et une nouvelle deuxiéme chaine, I'lL-23R.

Etant donné que les arguments expérimentaux clés reliant I'EAE et la CIA a une auto-immunité de
type Tyl étaient basés sur une protection de la maladie associée a des manipulations visant la
sous-unité IL-12p40, il était devenu difficile de savoir si les effets protecteurs pouvaient
véritablement étre attribués a l'inhibition de I'activité de I'lL-12 ou s'ils impliquaient finalement
I'lL-23. Ces données s’ajoutaient a celles obtenues dans un certain nombre d'études qui
montraient une incompatibilité entre ces modeles de maladies auto-immunes et les cytokines Ty1.
En effet, les souris déficientes en IFN-y développent I'EAE et la CIA, de méme que les souris

déficientes en IFN-yR[58-61].

Grace a des études ultérieures, ce paradoxe a été résolu en réexaminent la base
immunopathologique de I'EAE et de la CIA utilisant des souris déficientes en IL-12, IL-23, ou les
deux[62,63]. Le résultat était que le développement de la maladie était aboli dans les souris
déficientes en IL-23, mais pas en IL-12. Ainsi, les souris déficientes pour la sous-unité IL.-23p19
(absence d'lIL-23 seulement), ou la sous-unité IL-12p40 (dépourvues a la fois d'IL-23 et d’IL-12)
étaient résistantes a I'EAE et la CIA, alors que les souris IL-12p35 déficientes (défaut d’IL-12
seulement) restaient sensibles. Ainsi, il devenait clair que I'lL-23, et non I'lL-12, est liée a I'auto-

immunité dans ces modeles murins.
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De plus, des indices sur le possible role pathogénique de I'lL-23 provenaient d’études montrant
que I'lL-23 était impliquée dans la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-17 a partir de
cellules CD4 effectrices et mémoires[64], qui, par la suite, ont été décrites comme une lignée de LT

CD4 séparée, les Ty17.

Il. 4. b. Ontogénie des Ty17

L’IL-23, qui a permis l'identification des Ty17 comme sous-population distincte de LT CD4, a été
jugée, au contraire, non indispensable pour leur différenciation. Toutefois, elle est fondamentale
dans le développement et la survie de cette population et contribue a sa stabilisation et a ses
propriétés inflammatoires[65]. Les cellules Ty17, qui sont définies par la production d’IL-17 et par
I'expression du facteur de transcription RORyt (RAR-related Orphan Receptor gamma),
déterminant moléculaire important pour leur différenciation et leurs fonctions[66], peuvent étre

générées in vitro a partir de LT CD4 naifs en utilisant des cytokines spécifiques.

Notamment dans leur différenciation émerge un réle central du TGF-B. Chez la souris, le TGF-B
seul est essentiel a la différenciation des lymphocytes T régulateurs (Treg), mais, lorsqu’il est
associé a I'lL-6, il oriente la différenciation vers la voie Ty17[67]. L'importance de I'lL-6 a été
confirmée par des études qui ont montré qu’en inhibant I'expression de FOXP3 induite par le TGF-
B, I'IL-6 altere la différenciation des cellules suppressives (Treg), conduisant a la génération de

lymphocytes RORyt" qui produisent I'lL-17.

Cependant, il a été montré que la déplétion des Treg dans les souris IL-67" conduisait quand
méme au développement de I'EAE en raison d’une activité augmentée des Tyl7
pathogéniques[68,69]. Cette derniere observation suggérait que les Tyl7 pouvaient donc étre
générés méme en absence d’IL-6. Ainsi, I'lL-21 a été identifiée comme cytokine pro-inflammatoire
alternative aussi capable de supprimer l'induction de FOXP3 par le TGF-[68,70]. L'IL-21, qui est
produite en grande quantité par les Tyl7, est capable par son activité autocrine d’amplifier Ia
génération de ces cellules, notamment en absence d’IL-6[71]. Par ailleurs, une autre cytokine pro-
inflammatoire, I'IL-1B, a été aussi décrite comme un constituant important du milieu
inflammatoire responsable de la différenciation des Ty17. En effet, cette cytokine est responsable

de I'induction de I'IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4), qui régule le mécanisme autocrine de I'IL-
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21[72,73]. Au final, donc, la voie T417 une fois polarisée, est ensuite amplifiée et stabilisée par

action de I'lL-21 et 23, chez la souris comme chez I’'homme[74](Fig.8).
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Figure 8. Etapes de la différenciation des Ty17. Différents facteurs contrélent la différenciation initiale des cellules T,,17 &
partir de cellules T naives, I'amplification des précurseurs T,;17 et la stabilisation du phénotype des cellules effectrices Ty17. Alors
que le TGF-B en méme temps que I'lL-6 sont les facteurs de différenciation pour les cellules Ty17, I'IL-21, qui est produite par les
cellules T, 17elles-mémes, agit dans une boucle de rétroaction positive pour augmenter la fréquence des cellules T,17. STAT3 est la
molécule de signalisation essentielle pour la différenciation des cellules T,17, car l'induction de I'lL-21 est tout a fait dépendante de
STAT3 ; STAT3 est également critique dans les cascades de transduction du signal des récepteurs de I'lL-6, IL-21 et IL-23. En outre
I'lL-23 stabilise les cellules T,;17 pour produire leurs cytokines effectrices IL-17A, IL-17F et IL-22.

Chez I'homme, cependant, I'association du TGF-B avec I'lL-6 n’est pas efficace dans l'induction de
la différenciation de cellules Tyl7. La premiere étude, qui avait pour but l'analyse de Ia
différenciation des Tyl7 humaines, a donné des résultats en contradiction avec les données
murines, décrivant un effet inhibiteur du TGF-B associé a I'lL-2 sur la différenciation des cellules
Ty17, montrant en revanche que I'lL-1B en association avec I'lL-6 était capable d’induire cette

différenciation[75].

Le réle du TGF-B a été clarifié dans des études ultérieures qui ont montré que des doses fortes
inhibaient en effet la différenciation des Tyl7 mais que des doses plus faibles étaient
indispensables a leur différenciation[69,71,75]. La problématique concernant la compréhension du
role du TGF-B est basée sur le fait qu’il est produit par différents types cellulaires et qu’il est
physiologiquement présent dans le plasma, avec pour fonction de maintenir I'hnoméostasie des

lymphocytes T[76]. Par conséquent, les études qui ont eu pour but de déterminer les conditions et
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les cytokines nécessaires a la différenciation des Ty17 in vitro a partir de LT naifs ont été réalisées
de fait en présence de TGF- qui était présent dans le sérum bovin ou humain utilisé pour enrichir

le milieu de culture.

Des études récentes chez la souris, cependant, ont montré que la différenciation des Ty17 pouvait
également avoir lieu en absence de TGF-B. En particulier, il y aurait deux voies possibles de
différenciation: une incluant le TGF-B exogéne qui, en combinaison avec I'lL-6 pourrait donner lieu
a des Ty17 qui sécretent I'lL- 17 et I'IL- 10; et une deuxiéme voie qui n’implique pas le TGF-B mais
I'IL- 6, I'IL-1B et I'lL-23 et qui conduit a la différenciation des cellules qui secretent I'lL-17 et I IFN-y,
expriment T-bet et qui se sont révélées comme pathogéniques dans des modéles d’EAE[77]. De
plus, des populations équivalentes, a savoir IL-17"/IL-10" et IL-17"/IFN-y*, ont été décrites chez
'homme comme étant spécifiques de Staphylococcus aureus et de Candida albicans,
respectivement, avec un réle prépondérant pour I'IL-1B dans la différenciation des cellules qui
coproduisent I'IFN-y[78]. En général, toutes ces découvertes nous indiquent qu'un environnement
complexe composé de plusieurs cytokines, et non une cytokine spécifique, est essentiel pour la

différenciation de ce type cellulaire.

Il. 4. c. Role des Ty17 dans la défense immunitaire et dans les maladies auto-immunes

Les cellules Ty17 ont plusieurs actions biologiques mais parmi elles, la plus importante est la
protection de I'organisme vis-a-vis des bactéries extracellulaires et des champignons. Leur champ
d’action inclut principalement les épithéliums et les muqueuses. Ainsi, grace a I'expression du
récepteur de chimiokine CCR6[79,80], les Ty17 sont adressées vers les épithéliums affectés ou I'IL-
17 produite induit la production de protéines pro-inflammatoires, comme des cytokines (TNF-a, IL-
6 et IL-1B), des chimiokines (CXCL1 et CXCL2), des protéines antimicrobiennes et des facteurs de
croissance des leucocytes (G-CSF, GM-CSF), capables de recruter et/ou d’activer les polynucléaires
neutrophiles et les macrophages. En conditions physiologiques, la voie Ty17 est active au niveau
de la peau, des poumons et de l'intestin, constituant ainsi la premiére barriére contre les
pathogenes extracellulaires. Des défauts dans la réponse Tyl7 conduisent a des infections
cutanées et pulmonaires récidivantes, comme les infections chroniques par Candida albicans,
Klebsiella ou les staphylocoques. A ce propos, il a été montré que les souris IL—17R‘/’[81,82] et IL-
23p19'/'[83] sont hautement susceptibles aux infections par Candida albicans, Klebsiella
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pneumoniae ou Porphyromonas gingivalis. De plus, chez I'homme, différentes formes de
candidoses cutanéo-muqueuses chroniques héréditaires essentiellement a Candida albicans,
gu’elles soient isolées ou associées a des manifestations auto-immunes ou a d’autres infections,
ont été liées a des défauts dans la voie de I'lL-17 (ex. : défauts autosomique récessif de I'IL-17RA et
autosomique dominant de I'lL-17F ainsi que des mutations de gain de fonction autosomique

dominante de STAT1 conduisant a des défauts de différenciation des Ty17 IL-17)[84].

Diverses données expérimentales montrent une implication des cellules Ty17 aussi dans les
maladies auto-immunes, non seulement dans des modeles animaux mais aussi chez I'homme.
Dans ce dernier, cette cytokine a été trouvée dans le sérum et dans les organes de patients
atteints de polyarthrite rhumatoide[85], de sclérose en plaques, de lupus érythémateux
disséminé[86], ainsi que dans le liquide synovial des patients atteints d'arthrite de Lyme. De plus,
une réponse Tyl7 est impliquée dans la maladie de Crohn et dans la granulomatose de Wegener.
Enfin, une étude récente a révélé une augmentation du systeme Ty17/IL-23 dans le syndrome
Sjogren, avec une concentration élevée d'IL-17 et IL-23 dans le sérum, la salive et les glandes

salivaires des patients[87].

Il. 4. d. Mécanismes limitant la dangerosité des Ty17

Les cellules Tyl7, en dépit de leur réle pathogénique bien connu dans certains troubles
inflammatoires, sont trés peu fréquentes dans les sites inflammatoires[88]. Ce phénomeéne a
conduit a la découverte de mécanismes ayant pour but de limiter la dangerosité de cette
population importante pour la lutte contre les pathogénes mais dotée d’un potentiel
inflammatoire puissant. Une premiére étude a montré comment ce phénomene est d{, au moins
en partie, a la capacité limitée de ces cellules a proliférer, car elles présentent des anomalies dans
la voie moléculaire qui permet la production d'IL-2 et, par conséquent, la prolifération cellulaire en
réponse a la stimulation du TCR. En particulier, cela est di a I'expression, dans les Tyl7, de
I’enzyme immuno-suppressive IL411 (IL-4 induced gene 1), une L-phénylalanine oxydase sécrétée.
L’'IL411 diminue I'expression de la chaine CD3{ conduisant a des anomalies dans la voie moléculaire
qui permet la production de I'lL-2 et la prolifération cellulaire suite a I'activation des cellules T[88].
Ce mécanisme a ensuite été approfondi par une étude qui a montré que I'expression élevée de

I'IL411 maintient également des niveaux élevés de TOB1, un membre de la famille des protéines
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antiprolifératives Tob/BTG (B-cell translocation gene), ce qui empéche la progression dans le cycle

cellulaire aprés stimulation par le TCR[89].

Un autre mécanisme régulateur impliqué dans la pathogénicité ou non des Ty17 a été proposé. Il
est lié a I'expression de CD5L (CD5-like ou AIM/apoptosis inhibitor expressed by macrophages), un
membre de la superfamille des récepteurs scavanger riches en cystéine. Parmi les Tyl7, ce
récepteur est principalement exprimé dans les cellules non pathogéniques et son expression
baisse lorsque celles-ci sont exposées a I'lL-23[90], qui, comme décrit précédemment, leur confére
un caractére pathogénique[77]. De plus, le manque de CD5L semble étre lié au caractere
pathogénique a travers la régulation du métabolisme des lipides. La modulation de la composition
en acides gras des Ty17 qui expriment ou pas CD5L semble affecter la disponibilité de ligands de

RORyt ainsi que sa liaison aux génes cibles (il17, il23r et il10)[90].

II. 5. Les lymphocytes T régulateurs CD25'FOXP3* (Treg)

La genese du répertoire TCR étant aléatoire, elle résulte dans des LT auto-réactifs et des
mécanismes de tolérance dite récessive existent dans le thymus et dans la périphérie afin
d’éliminer ou d’anergiser de telles cellules. Cependant, des preuves expérimentales accumulées
sur plusieurs décennies suggéraient que ces mécanismes ne pouvaient suffire a contenir I'auto-
réactivité et que des cellules dotées de la capacité de contréler en trans les cellules auto-réactives,

donc des cellules qui assureraient une tolérance dominante, existent.

La production thymique de cellules pouvant exercer la tolérance immunitaire par la suppression
d'autres cellules a été suggérée pour la premiere fois en 1969 dans une étude de Nishizuka et
Sakakura[91]. lls ont montré chez la souris gu’une thymectomie néonatale réalisée entre deux et
guatre jours de vie conduit a I'apparition d’'une inflammation surtout au niveau des ovaires des
souris femelles, qui peut étre contrdlée par la transplantation au septiéme jour apres la naissance
d'un thymus intact d’une souris adulte. Ce résultat avec ceux d’études ultérieures[92—94] montre
gu’un sous-ensemble de cellules T générées dans le thymus des souris aprés trois jours de vie peut
prévenir l'auto-immunité. Gershon et Kondo[95] ont proposé I'existence de cellules dérivées du
thymus et qui assurent une fonction de tolérance. Ces deux chercheurs ont utilisé des souris

adultes qui ont subi une thymectomie et qui ont été irradiées pour ensuite recevoir un transfert
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de cellules de la moelle osseuse qui étaient associées ou non a un transfert de thymocytes. Des
globules rouges de mouton (SRBC) ont été injectés aprés un certain délai, et seules les souris qui
avaient recu les thymocytes étaient capables de tolérer les globules rouges. L'interprétation de ces
données les a amenés a proposer que l'induction de la tolérance était dépendante des cellules

thymiques (Fig. 9).
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Figure 9. Approche expérimentale suivie par Gershon et Kondo.

La publication de I'article "cellules T suppressives" par Gershon et collegues en 1972 nomme pour
la premiere fois une population de cellules T capables d’interférer avec les fonctions d’autres

cellules T[96].

La difficulté de I'étude de cette population de cellules suppressives reposait dans I'absence d’un

marqueur spécifique permettant de la définir et de la caractériser.
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II. 5. a. Identification des Treg CD4'CD25"

Deux décennies plus tard en 1995, les efforts visant a trouver un marqueur spécifique des cellules
suppressives ont été récompensés quand Sakaguchi et ses colléegues ont montré que CD25 (la
chaine a du récepteur de I'lL-2) pouvait étre un marqueur possible[97]. Leur travail démontre que
le transfert de cellules T dépourvues de la fraction CD25" produit en effet un ensemble de
maladies auto-immunes chez les souris nues (dépourvues de thymus) receveuses, tandis que le
transfert dans les mémes souris de cellules CD25" CD4" inhibe, de facon dose-dépendante, le
développement de I'auto-immunité. De plus les souris nues reconstituées avec la fraction CD25
développent des réponses immunitaires plus fortes aux alloantigenes (greffe de peau) et
xénoantigénes (immunisation avec des protéines) par rapport aux souris ayant recu la fraction
totale de LT. Les auteurs concluent que les cellules CD4'CD25" contribuent au maintien de la
tolérance en limitant les réponses immunitaires aux Ag du soi mais aussi aux Ag du non-soi par un
mécanisme qui est cependant indépendant de la spécificité antigénique et proposent que des
anomalies dans ce mécanisme de tolérance peuvent étre a I'origine de certaines maladies auto-
immunes. Cette étude a représenté un tournant dans la compréhension de la tolérance dominante
et a permis, par l'identification d’'un marqueur, la définition phénotypique des LT CD4 régulateurs
(Treg) et leur caractérisation, qui se poursuit depuis. Par la suite il a été montré que ces cellules
jouent un réle dans la limitation de la réponse immunitaire anti-tumorale et dans le contréle des
allergies et qu’elles contribuent a la tolérance des greffons[98], du microbiote[99] et du
foetus[100]. En 2001 plusieurs publications décrivaient les Treg humains et montraient qu’ils
étaient présents dans la circulation, les ganglions lymphatiques, le thymus et le sang du cordon

ombilical[101]. La population représente environ 5% des LT CD4 dans la circulation.

Les travaux réalisés chez la souris et chez 'homme durant les 20 années écoulées depuis la
caractérisation phénotypique des Treg ont permis d’élucider la complexité de la population, ses
mécanismes d’action, son ontogénie, ses roles physiologiques dans la réponse immunitaire ainsi
gue sa participation a divers états pathologiques liés a I'immunité. Malgré leur complexité, les
Treg ont certaines caractéristiques fondamentales communes, notamment |’expression de CD25
et du facteur de transcription FOXP3, I'anergie et la capacité a supprimer la proliferation des LT

ainsi que certaines fonctions de LT et d’autres cellules de I'immunité (ex. : APC, NK, LB).
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Il. 5. b. Mécanismes de suppression

Un marqueur central des cellules Treg est le facteur de transcription FOXP3 (Forkhead Box P3),
membre d’une famille de protéines caractérisées par leur domaine de liaison a I'ADN
dit "Forkhead" sous forme d'homo- ou d’hétéro-dimeéres. FOXP3, est crucial pour le
développement et les fonctions inhibitrices des cellules T régulatrices car il permet I'acquisition de
la fonction suppressive et la stabilité phénotypique[102]. Il peut agir soit comme un répresseur
soit comme un activateur de la transcription en fonction de ses interactions avec d'autres facteurs

de transcription et avec des histones acétylases ou désacétylases.

Le gene codant pour Foxp3 a d'abord été identifié comme géne défectueux dans la souche de
souris Scurfy[103]. Cette souche est caractérisée par une mutation récessive de ce gene liée a I'X,
qui conduit a une hyper activation des LT et a la surproduction de cytokines pro
inflammatoires[103]. Chez 'homme, les mutations du géne FOXP3 ont été montrées comme étant
la cause de la maladie génétique IPEX (Déreglement Immunitaire, Polyendocrinopathie,
Entéropathie, liés a 1'X)[104,105]. Deux années aprés la mise en évidence du lien entre les
mutations FOXP3 et les syndromes Scurfy et IPEX il a été monté que I'auto-immunité dans ces
maladies résulte d’une perte des Treg et non d’un role intrinséque de la protéine dans les LT CD25"
[102]. Cette étude a permis chez la souris de démontrer que FOXP3 est un régulateur central du
développement et des fonctions des Treg. L'expression spécifique de FOXP3 dans les Treg humains
a également été montrée[106]. Cependant, contrairement a la souris, une expression transitoire
de FOXP3 dans les LT CD4" humains aprés activation a été également décrite dans cette étude et
dans d’autres[107,108] comme conduisant a l'acquisition de certaines propriétés suppressives
transitoires[106] sans pour autant conduire a un phénotype régulateur stable[107,108]. Chez
'homme, méme si I'expression de FOXP3 est essentiellement détectée dans les Treg,
I'identification formelle des Treg repose sur I'état de méthylation de séquences précises dans le
promoteur du gene FOXP3. En effet, il a été montré que I'expression stable de FOXP3 dans les Treg
est régulée au niveau épigénétique[109] et est liée, chez 'homme et chez la souris, a un état de
déméthylation du promoteur, qui reste par contre méthylé dans les LT CD4 humains non Treg
activés et qui expriment FOXP3[110]. Cependant, une caractéristique phénotypique des Treg
humains permet, en conjonction avec I'expression de CD25 et de FOXP3 leur identification non
équivoque. Il s’agit de I'expression faible de CD127[111], la chaine a du récepteur de I' IL-7, qui

est, au contraire, exprimé a des niveaux élevés dans les LT CD4 conventionnels.
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Les modeles in vitro ont identifié plusieurs molécules et mécanismes qui contribuent aux activités
suppressives des cellules Treg. Une analyse détaillée de la fonction des cellules Treg est
compliquée par le grand nombre de types cellulaires différents qui peuvent étre directement
influencés par les Treg. En fait, les Treg peuvent cibler les cellules répondeuses (mode d’action
direct), les APC (mode d’action indirect), ou les deux[112]. La consommation de I'lL-2 semble étre
le principal mécanisme d'action suppressive directe, parmi ceux qui existent (Fig. 8). Les cellules
régulatrices sont caractérisées par I'expression constitutive de CD25, qui est un composant du
récepteur de haute affinité pour I'lL-2. Ainsi ces cellules, qui sont aussi anergiques et donc
dépendantes de I'lL-2 exogéne pour leur croissance, exercent la suppression par compétition pour
I'IL-2 avec les lymphocytes cibles, privant ces derniers de la cytokine essentielle a leur prolifération
et survie et les conduisant a une forme d’apoptose qui a été décrite comme pouvant dépendre du
facteur pro-apoptotique Bim[113]. La cytolyse des cellules cibles par les voies granzymes et
perforines a également été proposée comme un des mécanismes de suppression contact-

dépendants et directs des Treg[114,115](Fig. 10).
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Figure 10. Mécanismes directs de suppression. Les cellules Treg peuvent sécréter des cytokines suppressives qui peuvent
inhiber directement la fonction des lymphocytes T répondeurs et des cellules myéloides. Les cellules Treg expriment hautement
CD25, la chaine a du récepteur dell-2, et ont la capacité de rivaliser avec les cellules effectrices T pour I'lL-2 entrainant la privation
de cette cytokine des cellules effectrices et I'apoptose médiée par Bim. Les cellules FOXP3" Treg activées peuvent fonctionner
comme des cellules cytotoxiques et tuer directement les cellules effectrices d'une maniére similaire & des cellules CD8"
cytotoxiques. Les Treg activées peuvent exprimer des molécules connues (par exemple, la galectine-1) ou inconnues a leur surface
cellulaire qui peuvent interagir avec des récepteurs sur les lymphocytes T effecteurs conduisant a I'arrét du cycle cellulaire. Tous
ces mécanismes peuvent également étre utilisés par les cellules Treg pour inhiber la fonction des cellules présentatrices
d'antigenes ou d'autres cellules du systéme immunitaire inné.
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La libération de cytokines suppressives est un autre mécanisme d'action des cellules T régulatrices
qui produisent I'IL-10, le TGF-B et I'lL-35[116] pour inhiber les cellules cibles. Cependant chez

I’'homme, certaines études ont remis en question le réle de I'lL-35[117,118].

L'inactivation catalytique de I'ATP extracellulaire par CD39 est un des modes de suppression
indirects par les Treg. L'ATP extracellulaire, provenant des cellules endommagées, est un
indicateur de mort cellulaire et de dommage tissulaire et a des fonctions pro-inflammatoires.
CD39 est I'ecto-enzyme dominante dans le systeme immunitaire qui hydrolyse I'ATP ou I'ADP en
AMP résultant, entre autres, dans une inhibition de la maturation de DC[119]. Les Treg peuvent
également entraver les fonctions des APC par I'intermédiaire de CTLA4 (Cytotoxique Lymphocyte T
antigéne 4), qu’ils expriment, contrairement au LT conventionnels, de facon constitutive. CLTA4
réduit la capacité co-stimulatrice des APC en interagissant avec les molécules CD80 et CD86
exprimées sur ces dernieres. Cette interaction entre en compétition avec la liaison de ces
molécules a CD28 et réduit ainsi le signal de co-stimulation dans les LT. Un mécanisme de trans-
endocytose a également été décrit comme conduisant a la baisse d’expression de CD80/86 a la
surface des APC suite a leur interaction avec des cellules CTLA4'[120]. Il a également été suggéré
que linteraction CTLA4/CD80/86 conduit, par une signalisation dans les APC a travers CD80/86, a
une augmentation du catabolisme du tryptophane par I'enzyme immunosuppressive IDO
(indoléamine 2,3- dioxygénase)[121,122], générant des métabolites pro-apoptotiques qui

entrainent l'inhibition des LT effecteurs (Fig. 11).
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Figure 11. Interaction CTLA-4 et CD80/86 et induction d’IDO. CTLA-4 sur les cellules Treg peut déclencher la signalisation
par CD80 et/ou CD86 sur les CPA. En plus de moduler directement ou indirectement I'expression de CD80 et de CD86, ces signaux
peuvent activer I'indoleamine -2,3- dioxygénase (IDO), qui génere le médiateur immunosuppressif kynurénine.

Il. 5. c. Treg naturels et induits : ontogénie, marqueurs et fonctions

Pour exercer de maniére optimale leur fonction dans le maintien de la tolérance au «soi» et dans
la limitation des réponses immunitaires excessives, les lymphocytes T régulateurs FOXP3*
comprennent au moins deux sous-populations[123—125]. La premiere comprend les Treg dit
naturels (nTregs) qui se différencient dans le thymus au cours de la sélection des LT CD4" et est
supposée étre enrichie en cellules spécifiques du «soi». La deuxieme comprend les Treg dit induits
(iTregs) qui sont générés dans la périphérie a partir de LT CD4" conventionnels (CD25).
Notamment, on retrouve les Tregs induits dans certains sites, tels que l'intestin[126], ou ils
peuvent reconnaitre des Ags dérivés des microorganismes commensaux.

Lors de la différenciation des Tregs naturels, I'interaction de leur TCR avec les complexes auto-
antigénes/MHC des cellules du stroma thymique représente une étape clé. Dans le thymus, apres
la sélection positive, les thymocytes ayant une trop grande affinité pour les auto-antigenes
subissent une étape de sélection négative et sont éliminés. C'est précisément a ce moment que
des thymocytes évitent la sélection négative et s’engagent dans la voie Treg. Notamment
I'intensité du signal TCR (avidité fonctionnelle) qui résulte de I'interaction des TCR des thymocytes
CD4" avec les complexes MHC/auto-antigénes des APC thymiques médullaires (surtout les
MTEC[127]) mais aussi les DC thymiques ou d’origine périphérique), détermine le destin des
thymocytes CD4" et la différenciation des Tregs (Fig. 12). Lorsque ce signal est fort, la majorité des
thymocytes CD4" subissent une sélection négative (apoptose) tandis qu’une partie minoritaire
peut survivre et devenir Treg; les thymocytes qui recoivent des signaux d'intensité intermédiaire
de leur TCR sont en mesure d'éviter la sélection négative et sont probablement la population qui
contribue majoritairement au pool de Treg; enfin, la majorité des thymocytes recevant des signaux
de faible intensité par le TCR sont sélectionnés et constituent la population de LT conventionnels.
Ce processus de sélection conduit au pool de Treg qui ont une affinité pour les antigénes du soi

plus élevée que celle des LT CD4" conventionnels.
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Figure 12. Uintensité du signal TCR détermine le destin des thymocytes CD4" et la différenciation des Treg. La force
du signal TCR détermine le sort de thymocytes CD4" et la différenciation des cellules T régulatrices. Les thymocytes CD4 positifs (SP)
immatures recoivent des signaux du TCR de force variée par l'intermédiaire d’interactions avec le complexe peptide-MHC sur les
cellules présentatrices d’antigéne. La force des signaux des TCR et leur durée déterminent le sort de thymocytes CD4 SP. Lors de la
réception d'un signal fort du TCR, la plupart des thymocytes CD4 SP subissent la mort cellulaire programmeée. Un certain nombre de
thymocytes CD4 SP recevant des signaux TCR de force intermédiaire est en mesure d'échapper a la suppression et s’enrichit en
cellules qui vont instruites a se différencier en cellules FOXP3" Treg.

Au niveau moléculaire, la signalisation forte par le TCR produit un pool de précurseurs de Treg qui
sont encore FOXP3™ mais qui sont sensibles aux cytokines, surtout I'lL-2 mais un rdle pour I'lL-7 et
I'IL-15 a été évoqué. Sous I'effet des cytokines, FOXP3 sera exprimé et va stabiliser le phénotype
Treg[127,128]. CD28 a été décrit comme étant important dans le développement des précurseurs

de Treg[129].

La différenciation des cellules Tregs naturelles dans le thymus est favorisée par I'affinité des
interactions avec les complexes auto-antigenes/CMH, alors que la différenciation des Treg
périphériques ou induits (iTreg) se produit probablement en réponse a des antigenes autres que
les antigénes du soi, tels que les allergenes, les antigénes alimentaires et les commensaux. Le
concept actuel de la différenciation des iTreg est basé sur une premiéere étude qui a montré que la
stimulation in vitro des LT CD4" CD25 naifs en présence d'IL-2 et de TGF-B conduit a I'induction de
I’expression de FOXP3 et donc a l'acquisition de la capacité suppressive[130]. Il a été également
mis en évidence le fait que les iTreg peuvent étre générés dans un environnement fortement
tolérogéne, tel que l'intestin, suite a l'activation de LT CD4" conventionnels avec certaines APC. A
ce propos Coombes et collegues ont montré qu’une population de DC intestinales, caractérisées

par 'expression de CD103, conduit a l'induction de Treg FOXP3®, aprés reconnaissance de
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I'antigene, qui est dépendante du TGF-B et de I'acide rétinoique [131]. La génération de cellules
iTreg a été aussi observée dans des contextes inflammatoires, dans divers modeles de maladies
inflammatoires telles que I'asthme, I'arthrite, la colite, le diabéete et I'EAE, et aussi dans I'allo

transplantation afin d’inhiber les réponses effectrices excessives[132].

La spécialisation des iTreg et nTreg soutenant un réle non redondant pour les deux populations est
corroborée par les fonctions distinctes de 2 des 3 séquences d’ADN non-codant conservées (CNS)
présentes dans le géne codant pour FOXP3. En effet, la CNS3 régule I'expression de FOXP3 lors de
la différenciation des Treg dans le thymus et dans la périphérie. En revanche, la CNS1, qui lie le
complexe TGF-B-NFAT, a été montré comme n’étant pas nécessaire pour le développement des
nTreg et jouant un r6le majeur dans la différentiation périphérique des iTreg[133]. De facon
intéressante, il a été montré que la CNS1 est apparue au cours de |'évolution chez les mammiféres
placentaires et il a été suggéré que cette évolution a pu étre nécessaire pour permettre la
tolérance aux allo-antigenes paternels et a été exploitée secondairement pour participer a la

tolérance aux microorganismes commensaux[134].

Bien qu’il soit aujourd’hui admis que ces deux populations de Treg ont des fonctions
physiologiques spécialisées, leurs spécificités antigéniques qui permettraient de mieux
comprendre leurs réles respectifs et de concevoir des stratégies thérapeutiques permettant de les
manipuler, commencent seulement a étre explorées. Des travaux qui ont été réalisés dans des
souris transgéniques afin d’explorer le répertoire TCR des Treg intestinaux, acteurs principaux de
la tolérance du microbiote, ont donné des résultats contrastant avec certains montrant un
chevauchement important avec celui des Treg thymiques[135] et d’autres, au contraire, soutenant
leur origine périphérique[126]. Plus récemment, un role direct du microbiote intestinal, et en
particulier du butyrate, un acide gras a chaine courte (SCFA: short chain fatty acid) produit par la
fermentation de 'amidon par des bactéries intestinales, dans la différenciation colique des Treg a
été mis en évidence[136,137]. En appui a cette hypothése, il a été montré que l'induction de
FOXP3 en présence du butyrate était dépendante de la CNS1[137] par acétylation de I’histone H3
au niveau de cet élément grace a l'activité d’inhibiteur d’histone déacétylase (iHDAC) du
butyrate[136]. Ces études ont cependant montré que le butyrate seul ne suffisait pas a induire la
différentiation des iTreg dans les souris germ free (GF) ou traitées par des antibiotiques et la
présence de bactéries, probablement comme source d’antigénes, était donc indispensable. En

particulier les souches commensales de Clostridia ont été identifiées comme importantes dans
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I'induction des Treg coliques, lorsqu’elles sont introduites dans des souris GF. Certaines de ces
souches sont capables de produire du butyrate mais les mécanismes impliqués dans I'induction
des Treg apres colonisation et la spécificité des Treg induits n’ont pas été explorés. Alors que
I'ensemble de ces études suggéere fortement une implication primordiale du microbiote dans le
développement des iTreg, la spécificité antigénique de ces derniérs reste aujourd’hui inconnue

chez ’lhomme et chez la souris.

Une des difficultés majeures dans I'étude des iTreg et nTreg est la quasi-identité phénotypique des
2 populations définies toutes 2 par I'expression de CD25 et de FOXP3 et, chez ’'homme, par le
niveau faible d’expression de CD127[111]. Chez la souris, le récepteur de NRP- 1 de surface
(Neuropiline-1) est exprimé par les nTregs mais pas par les iTregs[138,139]. Cependant, des études
ultérieures ont montré que ce récepteur chez I'homme est exprimé seulement faiblement, et aux
mémes niveaux que dans les cellules conventionnelles, empéchant ainsi son utilisation en tant que
marqueur pour distinguer ces deux populations[140]. Cependant, Helios, un facteur de
transcription de la famille lkaros, a été proposé en 2010 comme un marqueur spécifique des
nTreg[141]. Ce concept a été remis en question par des études montrant que les Treg induits
pouvaient exprimer Helios[142] a des niveaux qui sont cependant inférieurs a ceux détectés ex
vivo dans les Treg. Cependant, mon équipe d’accueil a montré que les Treg du cordon ombilical,
supposés étre d’origine thymique, étaient tous Helios*[143] et que les Treg Helios™ circulants
mémoires chez I'"homme, qu'elle a pu séparer grace a la définition d’une combinaison de
marqueurs de surface[144], expriment Aiolos, un membre de la famille Ikaros impliqué dans la
différentiation des iTreg[145]. De plus, des proportions significatives des Treg mémoires Helios
produisent des cytokines, notamment I'IL-10, I'lL-17 et I'IFN-y, en réponse a la stimulation[144].

L'ensemble de ces travaux soutient I’'hypothese de I'expression spécifique d’Helios dans les nTreg.
Il. 5. d. Treg humains naifs et mémoires

Lors de I'identification de la population Treg, celle-ci a été décrite comme étant composée, dans la
circulation, de cellules mémoires. En analysant les marqueurs de différenciation cellulaire
exprimés par les Treg chez 'homme, notre laboratoire a montré en 2005 que la population de
Treg humains est composée de cellules ayant un phénotype naif (NTreg ; CD45RA'CCR7°CD62L") et
de cellules mémoires (MTreg; CDA45RACD56RO'CCR7*)[146]. En plus de la définition
phénotypique indicatrice de leur statut de cellules naives, les NTreg ont des télomeéres qui ont une

longueur comparable a celle des télomeres des LT CD4 naifs CD25 et ont également un contenu
48



de TREC (T cell receptor excision circles) comparable a celui de ces dernieres[146]. Les NTreg,
comme les MTreg, sont anergiques et suppresseurs mais ils ont une capacité plus importante a se
diviser in vitro lorsqu’ils sont stimulés par le TCR en présence d’IL-2 exogéne[146]. La population a
été mise en évidence ultérieurement par d’autres laboratoires[147—-149] et sa capacité a proliférer
in vitro est exploitée afin de générer des populations Treg qui sont actuellement utilisées dans le
cadre d’essais cliniques de transfert adoptif dans le but de contréler la réaction du greffon contre
I’"hote lors de la greffe[150]. Lors de I'identification des NTreg, notre laboratoire a proposé qu’ils
correspondent a la population de Treg naturels (nTreg) sélectionnés dans le thymus et qui
représentent un réservoir périphérique qui acquiert un phénotype mémoire au cours de son

engagement dans différentes situations inflammatoires[146].

La capacité de cette population a se diviser in vitro a permis la mise en évidence de son auto-
réactivité, c’est dire sa capacité, contrairement aux LT CD4 naifs conventionnels, a se diviser en
réponse a la stimulation par de DC autologues ce qui appuyait son origine thymique. De plus, la
population NTreg représente la totalité des Treg dans le sang du cordon alors les MTreg
représentent la quasi-totalité des Treg dans les sites de I'inflammation comme les tumeurs[151].
La disponibilité des Ac monoclonaux anti-Helios a permis I’évaluation de son expression dans les
NTreg et a révélé que 30% parmi eux sont Helios[152]. Les auteurs de cette étude, en prenant
comme postulat I'origine forcément thymique des NTreg, ont interprété les données comme une
remise en question de Helios en tant que marqueur des nTreg. Cependant, notre laboratoire a
montré par la suite que les NTreg du sang du cordon sont composés exclusivement de cellules
Helios® ce qui suggére qu’a ce stade précoce aprés leur sélection dans le thymus les nTreg
expriment Helios[143]. La question de I'origine, thymique ou périphérique, de la population NTreg
Helios™ reste cependant ouverte et difficile a investiguer chez ’homme puisque les NTreg, qu’ils
soient Helios™ ou Helios’, ne produisent pas de cytokines. La population MTreg, quant a elle, est
composée de 30% de cellules Helios™ parmi lesquelles se trouvent, comme décrit dans le chapitre

précédent, les iTreg capables de produire des cytokines (Fig. 13).
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Figure 13. Tregs humains naifs et mémoires. La population de Treg humains est composée de cellules ayant un phénotype
naif et de cellules mémoires. Les Treg naifs (NTreg) pourraient correspondre a la population de Treg naturels (nTreg) sélectionnés
dans le thymus et qui représentent un réservoir périphérique qui acquiert un phénotype mémoire au cours son engagement dans
différentes situations inflammatoires. Les Treg mémoires (Mtreg) incluent les iTreg ou treg induits qui se développent a partir de
cellules Naives dans la périphérie.

Il. 6. Plasticité des Ty17 : relations avec les Treg et les Tyl
Il. 6. a. T417 et Treg

L'implication du TGF-B comme cytokine centrale dans les voies de différenciation des iTreg anti-
inflammatoires et des Tyl7 pro-inflammatoires, a partir de précurseurs naifs, a suscité
I'investigation des relations potentielles entre ces deux populations cellulaires. En effet, des la
mise en évidence de I'importance du TGF-B dans la différenciation des Ty17 murins un lien a été
supposé avec les iTreg dans la différenciation desquels le rble de cette cytokine était déja
apprécié[153]. Cette premiere étude montrait que le TGF-B seul induisait la différenciation des
Treg et qu’en présence d’une cytokine inflammatoire, I'lL-6, le TGF- n’induisait pas I'expression
de FOXP3, cette combinaison conduisant au développement de cellules produisant I'lL-17. De plus,
il a été montré que FOXP3 antagonise les fonctions de RORyt et que, réciproquement, STAT3
activé par les cytokines inflammatoires impliquées dans la différenciation des Tyl7, régule
négativement I'expression de FOXP3[154,155]. Ces études proposaient une dichotomie et une

réciprocité dans le développement de ces deux populations. Ce concept a été renforcé par des
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études montrant que dans les tumeurs humaines et murines la fréquence des deux populations
pouvait étre régulée de fagon réciproque par I'lL-2 qui favorise la croissance des Treg et limite
celle des Ty17[156]. Sans pour autant questionner ces résultats, des études ultérieures ont enrichi
notre vision des relations entre ces deux populations qui se sont avérées plus complexes,
notamment avec la mise en évidence de populations de LT CD4" exprimant a la fois FOXP3 et

RORyt.

Une premiére étude a montré qu’une fraction des cellules RORyt" chez la souris exprime
FOXP3[157]. Les cellules exprimant les deux facteurs de transcription produisent de I'lL-10 ainsi
gue la chimiokine CCL20 et sont suppressives. Celles qui expriment uniguement RORyt produisent
I'lL-17 et expriment CCR6. La fréquence relative des deux populations ne variait pas méme au
cours de [linflammation mais les variations dans le milieu cytokinique influengaient
réciproquement leur capacité a produire les cytokines IL-10 et IL-17. Du fait que CCL20 est un
ligand de CCR6, exprimé dans les Ty17, les auteurs ont suggéré que sa production par les cellules
RORyt'FOXP3" pouvait servir a attirer spécifiquement les Ty17 afin d’inhiber leur activité. Chez
I’'homme, une population Treg FOXP3"RORyt" a été mise en évidence par mon laboratoire d’accueil
et par d’autres investigateurs[158,159]. Une proportion de ces cellules, contrairement a celles
identifiées chez la souris, produit de I'lL-17 tout en exercant des fonctions suppressives. Les Treg
IL-17" sont contenus dans la fraction Helios™ et correspond donc a des iTreg[141,144]. De plus, en
conditions inflammatoires, avec un role central pour I'lL-1p, les Treg mémoires humains peuvent
se convertir en cellules FOXP3™ qui produisent de I'lL-17[160,161]. Le lien étroit entre Treg et Ty17
a également été renforcé par une étude de notre laboratoire montrant que la différenciation des
Ty17 humains in vitro était plus importante lorsque la population naive de départ était composée

de Treg plutét que de LT CD4'CD25 conventionnels[162].

Certaines maladies auto-immunes résultent d'un déséquilibre entre les proportions de Treg et de
Ty1l7 et un débat a surgi autour du réle potentiel de la plasticité des Treg dans I'apparition de la
maladie. Les fonctions suppressives des Treg sont régulées par FOXP3 dont I'expression, chez
I'homme et chez la souris, est régulée par I'lIL-2 a travers STAT3 et STAT5[163,164]. Chez la souris il

a été montré que les cellules FOXP3" sont constitués d’une fraction majoritaire CD25"€" avec une

low

expression stable de FOXP3, et une population CD25™", moins importante en proportion,
caractérisée par une expression instable de FOXP3 et qui peut se convertir en cellules Ty[165]. Plus

récemment, dans un modele murin d’arthrite, la conversion des cellules FOXP3*CD25"°" en T,17
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sous l'influence de I'lL-6 produite par les fibroblastes synoviaux a été proposée comme ayant un
role dans la maladie in vivo[166]. Ces cellules Tyl17/exFOXP3 avaient une activité
ostéoclastogénique plus importante que celle des Ty17 différenciés a partir de précurseurs naifs.
Le méme groupe a mis en évidence une population de cellules FOXP3*IL-17" dans le liquide
synovial de patients ayant une polyarthrite rhumatoide active et a suggéré que cette population

pouvait jouer un rdle dans cette pathologie chez ’homme[166].

En plus de la régulation des voies Ty17 et Treg par les cytokines présentent au moment de la
différenciation ou au cours des différentes situations inflammatoires, il a été montré que HIF-1
(hypoxia-inducible factor 1), le facteur de transcription qui régule la réponse cellulaire a I’hypoxie
avec un passage vers un métabolisme dominé par la glycolyse, pouvait réguler I'équilibre entre
Treg et Tyl7. Au niveau des Tyl7, HIF-1a augmente la transcription du géne RORC et, en
coopération avec RORyt, active la transcription de I'lL-17. De plus, au niveau des Treg |'expression
de HIF-1a augment la dégradation de la protéine FOXP3 en I'adressant vers le protéasome[167].
Suite a l'activation par I'antigene les besoins énergétiques des lymphocytes T augmentent et
pourraient étre assurés par une augmentation de la glycolyse. De facon intéressante, il a été
montré que les conditions de différenciation des Ty17, mais pas celles de la différenciation des
Treg, augmentent la glycolyse et que les Ty17 expriment HIF-1a[168]. Dans ces deux études, il a
été montré que l'altération de la balance Ty17/Treg en défaveur des Tyl7 dans des souris
déficientes en HIF-1la conduit a une sévérité moindre de I'encéphalomyélite auto-immune

expérimentale in vivo.

Dans le but d’explorer la possibilité d’exploiter la plasticité des Ty17 a des fins thérapeutiques, des
investigateurs ont étudié les conditions qui pourraient conduire a leur conversion, en sens inverse,
en cellules ayant des propriétés anti-inflammatoires. En utilisant un modele murin de tracage
cellulaire (ou fate-mapping) in vivo, ils ont montré qu’au début de la résolution de la réponse
inflammatoire des cellules qui exprimaient précédemment I'lL-17 se convertissaient en cellules
dotées d’une activité régulatrice et d’une signature transcriptionnelle en accord avec cette
propriété nouvelle[169]. Cette « trans-différenciation » est dépendante du TGF-B et de I’AhR (aryl
hydrocarbon receptor). Les auteurs ont proposé que la plasticité dans ce cas peut contribuer a la
résolution de l'inflammation et pourrait étre exploitée pour concevoir des interventions

thérapeutiques dans les maladies inflammatoires.
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.6.b. Tyl7 et Tyl

Une étude qui visait a mieux caractériser les cellules Ty17 chez ’'homme a conduit a I'observation
de la présence d’une sous-population de cellules qui coproduisent I'lL-17 et I'IFN-y. Ces cellules
étaient caractérisées par |'expression simultanée de CCR6 (typiquement exprimé par les Ty17) et
de CXCR3 (typiquement exprimé par les Tyl) et étaient spécifiques de Mycobacterium
tuberculosis. En revanche les cellules productrices d’IL-17, enrichies dans la fraction qui exprime
CCR6 et CCR4 mais n’exprime pas CXCR3, proliféreraient en réponse a Candida albicans. Cette
étude suggere que des contextes inflammatoires différent (Mycobaterium tubercolosis versus
Candida albicans) peuvent conduire a des réponses Tyl7 ayant des profiles de production de
cytokines et des capacités migratoires distincts[79]. Une autre série d’études a proposé une
origine différente des cellules Ty17 qui produisent I'[FN-y. Ces travaux ont montré que les deux
populations de cellules, T417 et Tyl7/Tyl (coproductrices d’IFN-y), étaient présentes a des
proportions élevées dans les intestins de patients atteints de maladie de Crohn[170]. Des clones
dérivés de ces deux populations exprimaient le récepteur de I'lL-12 et répondaient a IL-12 par une
diminution de I'expression de RORyt et de I'IL-17 et par l'induction ou lI'augmentation de
production de I'IFN-y. Ces résultats suggéraient donc une plasticité des Ty17 vers la voie Tyl
pouvant conduire a un phénotype pathogénique impliqué dans des maladies auto-immunes.
Récemment, il a été montré que les cellules T417 mémoires humaines sont enrichies dans la
fraction de LT CD4'CD161°[171,172]. Dans le fluide synovial des enfants atteints d’arthrite juvénile
idiopathique, la proportion de cellules CD4°CD161" ayant un profil T417/Tyl ou Tul, plutdt que
Tu17, est plus élevée que dans le sang périphérique. La fréquence des cellules CD4*CD161" avec un
profil Ty17/Tu1 dans le fluide corréle positivement avec les signes biologiques d’inflammation. De
plus I'analyse des clonotypes des cellules CD161" au niveau du fluide synovial a montré une
similarité du répertoire VB du TCR entre les cellules Ty17 et Tyl d’'un méme patient. Ces résultats
suggéraient fortement que la conversion des Ty17 en Tyl pouvait bien avoir lieu in vivo. Ces
résultats étaient appuyés par le fait que les cellules T417 des fluides synoviaux se convertissaient
rapidement in vitro en cellules T41 méme en I'absence d’apport cytokinique exogene. Ces résultats
appuient le réle des cellules T417/Th1 dans cette maladie auto-immune[173]. Une étude conduite
par mon laboratoire d’accueil a montré comme la conversion des cellules primées comme Ty17
vers un profil Tyl pouvait également avoir lieu in vivo lors des réponses immunitaires aux

antigenes des tumeurs[174]. Dans cette étude une réponse mixte Ty17 et Tyl contre I'antigéne
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MAGE-A3 a été détectée chez un patient atteint d’'un cancer bronchique non a petites cellules.
L’analyse de la spécificité fine de la réponse ainsi que du répertoire VB du TCR a montré qu’il y
avait chez ce patient deux réponses initiées d’emblé comme Tyl (CCR6 CXCR3") et Tyl7
(CCR6'CCR4CXCR3’) et qui reconnaissaient des parties différentes de I'antigéne. Cependant, les
clonotypes Tyl7 se retrouvaient, a un stade plus avancé de différenciation, dans la fraction
CCR6'CXCR3" et, dans ce cas, ces cellules spécifiques produisaient de I'lL-17 et de I'lFN-y ou de
I"IFN-y uniguement. La question de I'origine des cellules T417/Ty1 (coproductrices d’IL-17 et d’IFN-
y) ainsi que des cellules Tyl exprimant CCR6 en plus de CXCR3 (appelées Ty1*, ex-Ty17 ou Txl-like
selon les études) reste encore débattue dans la littérature[51,175]. Elle est probablement mixte
dans certains cas primée en tant que telle en réponse a certaines infections et dans d’autres

résultant de la conversion des Ty17 dans certaines conditions inflammatoires (Fig. 14).
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Figure 14. Devenir et plasticité des cellules. Les lymphocytes T naifs activés par le TCR et des signaux de co-stimulation sont
exposés a différents indices de polarisation qui induisent I'expression de facteurs de transcription distincts de la lignée spécifiant et
se traduisent par la génération de sous-ensembles de cellules T helper ayant des propriétés fonctionnelles distinctes, telles que la
production de cytokines et I'expression de récepteurs de chimiokines.

Le caractere pathogénique de la plasticité des Tyl7 a été également mis en évidence dans les
maladies chroniques inflammatoires de l'intestin par une étude dans un modeéle murin de colite ou
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la transition des cellules Ty17 a T417/Ty1 était nécessaire a I'apparition de la maladie et dépendait
de I'expression de T-bet et dans une moindre mesure de STAT4[176]. Cette étude excluait
cependant exclu un réle pour I'lFN-y ou I'lL-12 dans cette transition. Les auteurs proposaient que
cette voie réconcilie les données obtenues chez I'homme et chez la souris montrant a la fois un
réle majeur pour I'lL-23 et la signature Ty17 dans ces maladies qui restent cependant associées a
I'accumulation dans les Iésions inflammatoires, en plus des T417, de cellules ayant une signature
Tyl. Chez la souris, les termes Tyl7 pathogéniques et non-pathogéniques ont été associés
respectivement aux cellules dérivées in vitro en présence d’IL-1B, IL-6 et IL-23 et qui induisent une
auto-immunité sévere lorsqu’elles sont transférées in vivo et a celles dérivées en présence de TGF-
B et IL-6 qui n’induisent pas de maladie[77,177]. Plus récemment, en analysant le profile
d’expression génique au niveau des cellules isolées (single-cell-RNA-Seq) obtenues des ganglions
lymphoides drainant et du systeme nerveux central aux cours de la phase aiglie de
I'encéphalomyélite expérimentale, des cellules ayant des profils Ty17 pathogéniques et non-
pathogéniques ont été retrouvées[178]. Cette étude a permis d’identifier des voies de régulation
et des facteurs qui pourraient permettre de mettre au point des stratégies thérapeutiques visant a

cibler de fagon différentielle I'une ou 'autre de ces populations.

Malgré I'implication claire des T417 dans les maladies autoimmunes et leurs modeéles murins, les
souris déficientes en IL-17, contrairement a celles déficientes en IL-23, ne sont pas résistantes a
I'induction de I'encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE). Plusieurs études ont montré
gue la pathogénicité des lymphocytes T CD4 dans le modele EAE est due a la production du GM-

CSF qui est responsable a son tour du recrutement des cellules myéloides[179,180].

Ces études ont montré que la production de GM-CSF est induite par I'lL-23 et par RORyt. Ces
résultats sont en accord avec les études citées ci-dessous et qui impliquent I'lL-23 dans le
développement des Ty17 pathogéniques. Plus récemment, il a été montré que I'lL-1 est également
impliquée dans la différenciation des cellules T,17 GM-CSF'[181]. Le réle du GM-CSF produit par
les lymphocytes T CD4 dans la sclérose en plagques a récemment était suggéré par I'étude de
clones de lymphocytes T mémoires obtenus de patients et qui montre une plus forte proportion
de cellules qui produisent du GM-CSF, de I'lL-17 ou de I'l[FN-y chez les patients en comparaison aux
donneurs sains[182]. Une autre étude explorant les populations lymphocytaires T CD4 chez
I’'hnomme a cependant montré que la production de GM-CSF semble liée a I'axe IL-12/T-bet/Ty1

plutdt qu’a I'axe 1L-23/RORyt/Ty17[183]. Dans cette méme étude une population GM-CSF' qui
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n’exprime ni les facteurs de transcription ni les cytokines des Tyl, Th2 ou Tyl7 a de plus été

identifiée.

1.7. Les autres populations de LT CD4
Il. 7. a. Les autres populations de LT CD4" auxiliaires

Mis a part les principales populations de LT CD4 effecteurs, d’autres sous-populations effectrices
sont importantes dans [l'activité de I'immunité adaptative. Parmi celles-ci les Ty9 sont
caractéristiques pour la production de I'lL-9. Les premieres évidences concernant cette population
sont apparues en cultivant des Ty2 complétement différenciées en présence de TGF-§3; apres
culture une population de cellules productrices d'IL- 9 était mise en évidence [184]. Une autre
étude a ensuite montré que la méme combinaison de cytokines peut générer des LT CD4 qui
produisent I'IlL-9 a partir de lymphocytes T naifs et que la signalisation de I'lL- 4 conduit a la
différenciation de cellules T49 en partie par la suppression de I’habilité du TGF-f3 dans I'induction
du FOXP3[185]. De plus, il a été montré les T49 expriment de maniére exclusive le facteur de
transcription PU-1, ce qui suggere que ces cellules pourraient étre considérées comme une sous-

population distincte et unique[186].

Une autre sous-population de LT CD4" produit IL-22 mais pas IL-17 ni IFN-y[187,188]. Ces cellules,
nommées Ty22, seraient générées a partir de LT CD4" aprés stimulation avec IL-6 et TNF, et en
conséquence de leur expression de récepteurs des chimiokines comme CCR4, 6 et 10 pourraient
jouer un réle dans la défense immunitaire au niveau de la peau, des voies respiratoire et de

I'intestin.

Les lymphocytes T aukxiliaires folliculaires (Tgy) ont été trouvés dans la périphérie a l'intérieur des
follicules de cellules B d'organes lymphoides secondaires tels que les ganglions lymphatiques, la
rate et les plaques de Peyer, et sont identifiés par leur expression constitutive du récepteur de
« homing » aux follicules des lymphocytes B CXCR5[19]. Lors de l'interaction cellulaire avec les
cellules B folliculaires (Fo B), les cellules Try déclenchent la formation et le maintien des centres
germinatifs a travers I'expression du ligand de CD40 (CD40L) et la sécrétion d'IL-21[189] et IL-

4[190]. Dans les centres germinatifs, les cellules Tgy jouent un role critique dans la médiation de la

56



sélection et la survie des cellules B qui continuent a se différencier soit en cellules plasmatiques
spécifiques capables de produire des anticorps d'affinité élevée contre un antigéne étranger, soit
en cellules B a mémoire capables de réactivation immunitaire rapide, si le méme antigéene est a
nouveau rencontré. Le facteur de transcription essentiel a la différentiation des Try qui a été mis

en évidence est BCL-6[191].

Il. 7. b. Les autres populations de LT CD4" suppressive

Comme pour les cellules effectrices, parmi les cellules régulatrices qui classiquement sont définies
par I'expression de FOXP3*, des sous-populations régulatrices de LT CD4" FOXP3™ avec une activité
suppressive, ont été identifiées. En particulier les lymphocytes T régulateurs de type 1 (T,1)
exercent leur activité suppressive a travers la sécrétion d’IL-10, TGF-f et I’expression de CTLA-4 ou
la production de granzymes et perforines. En effet, il a été montré que ces cellules n’expriment
pas FOXP3[192], et que dans le cadre du syndrome IPEX, les T,1 étaient présents dans la périphérie
des patients mais insuffisantes pour maintenir la tolérance au soi[193]. En outre, il a été montré
qgue le facteur de transcription AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), induite par I'IlL- 27, a son tour
produite par le cellules dendritiques tolérogénes, agit en synergie avec c-Maf pour promouvoir le

développement des cellules Tr1[194].

Une autre sous-population caractérisée par de propriétés régulatrices est représentée par les Ty3.
Ces cellules se localisent au niveau des tissus lymphatiques associés aux muqueuses et produisent
IL-4, IL-10 et TGF-B[195,196]. Le TGF-B stimule la production des IgA a partir des lymphocytes B et
en méme temps a une fonction suppressive vis-a-vis des Tyl en inhibent les processus
inflammatoires et auto-immunes médiés par ces derniéres, suggérent I'implication des T3 dans la

tolérance orale.

Un autre type de population régulatrice, nommée iT,35 (IL-35 dependent induced Treg) secréete la

cytokine immuno-régulatrice IL-35 et se développe suite a I'activation en présence d’IL-35[197].

Finalement, une population de Treg qui n’expriment pas FOXP3 mais qui exprime le facteur de
transcription FoxAl a été décrite et appelée FoxAl" Treg[198]. Ces cellules se développent en
réponse a l'inflammation incontrélée dans le systeme nerveux. FoxAl dans ces cellules induit
I’expression de PD-L1 (programmed cell death ligand 1) qui a été impliqué dans leur capacité a
induire la mort des lymphocytes T activés (PD-1%). Dans cette méme étude il a été montré que le
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développement de ces cellules est dépendant de I'IFN-B. Les patients atteints de sclérose en
plaques et qui répondent favorablement au traitement par I'lFN-B semblent avoir des proportions
augmentées de cellules circulantes FoxAl® aprés traitement en comaraison aux patients non

répondeurs ou aux préléevements obtenus avant traitement.

lll. Les enzymes immunosuppressives

Mis a part les 10 acides aminés qui peuvent étre synthétisés de novo par les voies métaboliques de
I'organisme, les autres acides aminés sont apportés par I'alimentation et pour cela sont nommés
« essentiels ». Pour exercer leurs fonctions et proliférer, les cellules de mammiféres acquiérent les
acides aminés via le milieu extracellulaire. Par conséquent, la disponibilité des acides aminés, et
surtout des acides aminés essentiels, a travers un approvisionnement constant, tout comme
I'activité des enzymes qui les dégradent, sont d’une importance primordiale pour le

fonctionnement de nos cellules, y compris les cellules de I'immunité.

Le catabolisme des acides aminés est assuré par différentes voies de dégradation, chacune
caractérisée par une enzyme particuliere et des activités immunosuppressives ont été mises en
évidence pour quatre d’entre elles impliquées dans le métabolisme d’acides aminés essentiels ou
semi-essentiels. Notamment, le catabolisme de I'acide aminé semi-essentiel arginine est
caractérisé par l'activité des enzymes arginase | (Arg-l) et la synthétase inductible de I'oxyde
nitrique (iNOS) tandis que les acides aminés essentiels tryptophane et phénylalanine sont
catabolisés par I'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) et une phénylalanine oxidase codé par le gene
1 induit par l'IL-4 (/L411), respectivement. Par ailleurs d’autres acides aminés comme Ila
cystine/cystéine, la glutamine et I'histidine et les enzymes impliquées dans leur dégradation

pourraient également exercer un réle immunosuppresseur.

L’activité de ces enzymes donne lieu a un mécanisme immunosuppresseur commun par la
privation d'acides aminés du milieu extracellulaire. Ce manque d’acides aminés et les
perturbations dans la synthése protéique qui s’en suivent jouent un réle négatif sur I'immunité
innée[199] et adaptative[200]. Notamment cet effet est la conséquence de I'action de la protéine
kinase GCN2 (General Control Nonderepressible 2), qui contient un domaine kinase et un domaine
allostérique qui répond a la présence des ARNt lorsqu’ils ne sont pas chargés avec des acides

aminés. Ainsi, la carence d'un ou de plusieurs acides aminés ainsi active la kinase GCN2 qui conduit
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a la phosphorylation de la cible elF-2a (facteur d’initiation eucaryote 2 alpha) qui a son tour
bloque la traduction ribosomale d'un grand nombre d'ARNm et, de maniere sélective, augmente la
traduction de certains transcrits. En plus des signaux négatifs transmis par la privation en acides
aminés, les catabolites résultant de leur dégradation par les différentes enzymes peuvent
également jouer des rbéles immunosuppresseurs, notamment par l'inhibition des fonctions des
cellules T et par l'induction de leur apoptose[201]. L'importance de 'homéostasie des acides
aminés a également été mise en évidence dans I'immunité intestinale épithéliale et ’'homéostasie
du microbiote intestinal. L'enzyme 2 de conversion de I'angiotensine | (ACE2 ; Angiotensine |
Converting Enzyme 2) contrdle I'expression intestinale du transporteur d’acides aminés neutres
(incluant le tryptophane) BOAT1. Dans un modele de souris déficientes pour I’ACE2, le traitement
par l'irritant intestinal DSS (dextran sodium sulphate) entrainait une colite sévere qui pouvait étre
inversée par I'administration de I'acide aminé essentiel tryptophane[202]. Un régime alimentaire
sans protéines chez les souris WT (wildtype) pouvait également conduire a une colite sévére
induite par le DSS comparable a celle des souris ACE2 mutantes. De plus, la transplantation du
microbiote modifié des souris mutantes ACE2 dans des souris GF (germfree) transférait la

propension de ces dernieres a développer une colite sévere.

Dans les prochains paragraphes seront résumées les voies métaboliques des trois acides aminés
dont le catabolisme est lié a 'immunosuppression ainsi que les principales conséquences de ces

voies sur les cellules immunitaires.
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lll. 1. Métabolisme de I’arginine (Arg-l et iNOS)

L’arginase catalyse la derniére étape du cycle de I'urée, notamment la conversion de la L-arginine

en L-ornithine et urée (Fig. 15).
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Figure 15. Réaction catalysée par I’arginase. L’arginase fait partie du cycle de I'urée. En particulier, elle catalyse la réaction qui
conduit a la production de L-Ornithine accompagnée de formation d’urée a partir de L-Arginine et H,0.

Chez les mammiferes, I'arginase existe sous deux isoformes, arginase | et Il avec une identité de
séquence en acides aminés de 60%. Ces deux enzymes sont codées par deux genes distincts et
different par leur localisation cellulaire, leur distribution tissulaire et la régulation de leur
expression. Arg-1, I'isoforme la mieux caractérisée, est localisée au niveau du cytosol et est
exprimée dans le foie comme |'une des enzymes du cycle de l'urée qui détoxifie I'ammoniac chez
les mammiféres. Cette protéine est composée de 322 acides aminés chez ’lhomme dont le gene
est localisé dans le chromosome 6g23[203]. Arg-ll chez 'homme, qui est codée par un géne
localisé sur le chromosome 14q24.1-24.3[204] et est exprimée sous forme d’une protéine
mitochondriale dans une variété de tissues périphériques chez les mammiferes, le plus souvent

dans les reins, la prostate, l'intestin gréle et la glande mammaire pendant la lactation.

Une premiere évidence de l'effet de l'activité de I'arginase sur la réponse immunitaire chez la
souris a été publiée en 1985, montrant que les macrophages activés peuvent étre amenés a
exprimer l'arginase provoquant |'épuisement de la L-arginine dans [’environnement
extracellulaire[205]. Plus tard, chez I’'homme, I'expression de Arg-l n’a pas retrouvée dans les

monocytes, les macrophages et les DC mais a été mise en évidence dans les polynucléaires
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neutrophiles[206]. Des études ultérieures ont montré une régulation fine de I'expression de Arg-I.
En effet chez la souris, les régions bordant la séquence codante du géne de I’Arg-I contiennent des
éléments qui contrdlent la transcription en réponse a I'lL-4, a I'lL-13, a ’AMP cyclique, au TGF-B et
au LPS. Le principal facteur de transcription de Arg-l murine est STAT6[207] situé en aval de la
transduction du signal par les récepteurs de I'lL-4 et de I'lL-13, tandis que, chez I'homme,

I’expression de Arg-l n’est pas modulée par ces cytokines T2[206].

L'arginine est également le substrat d’'une autre famille d’enzymes, les NOS, qui dégradent la L-
arginine en oxyde nitrique (NO) et L-citrulline. Cette famille inclut trois isoenzymes: NOS inductible
(iNOS, type Il NOS ou NOS2), NOS neuronale (nNOS, type | NOS ou NOS1), et NOS endothéliale
(eNOS, type lll NOS ou NOS3), toutes codées par des geénes distincts. Ces trois isoformes chez
I’'homme partagent environ 57% d’homologie[208] et different les unes des autres par leur
régulation, leur localisation et leurs propriétés catalytiques. Concernant le profil d’expression,
eNOS et nNOS sont exprimées de fagcon constitutive et synthétisent du NO en réponse a
I’augmentation de Ca2" intracellulaire[209]. Chez la souris, |'expression d’iNOS et la production de
NO ont été décrites au niveau des éosinophiles, des macrophages, des neutrophiles, des DC et des
cellules NK[210]. L’induction de son expression est contrélée par des stimuli pro-inflammatoires
comme le LPS bactérien et des cytokines comme I'lIFN-y, I'IL-1, le TNFa et les IFN de type |, par
I'intermédiaire des facteurs de transcription NFkB, AP1 (activator protein 1), IRF-1 (IFN regulatory
factor 1) et STAT1[211]. Il a été également montré chez la souris que certains composants
importants pour l'induction d’iNOS, comme I'lIFN-y et le LPS, peuvent avoir un effet synergique sur
son expression dans le macrophages[212]. De plus, le NO lui-méme exerce un effet sur sa
transcription: en effet, une faible concentration de NO active le NF- kB et régulent positivement
I'expression d’iNOS, tandis que des concentrations élevées ont |'effet inverse, ce qui peut aider a
prévenir la surproduction de NO[213]. Plusieurs études chez I’homme ont montré que I'induction

de I'expression de la protéine iNOS fonctionnellement active est bien plus sélective et variable.

L'importance des enzymes immunosuppressives est dlie a leur capacité a influencer le systeme
immunitaire lors des réponses immunitaires physiologiques et pathologiques. Parmi leurs effets
sur le systeme immunitaire, 'utilisation de la L-arginine extracellulaire et I'épuisement de cet
acide aminé qui s’en suit provoque une perte de la chaine ¢ du CD3 associé au TCR conduisant a
une capacité réduite des cellules T a répondre a la stimulation antigénique que ce soit par la

prolifération ou par la production de cytokines[214,215]. La chaine T est une protéine
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transmembranaire indispensable pour la transduction du signal et la prolifération des cellules T, en
tant que partie du complexe TCR, des cellules NK, dans le cadre des récepteurs activateurs NKp30,
NKp46 et des récepteurs du fragment Fc des IgG (Fig. 16). Elle est souvent régulée a la baisse dans
plusieurs pathologies corrélées a une altération de la fonction des cellules T comme les infections

chroniques, I'auto-immunité et le cancer[216].
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Figure 16. Structure de la chaine { dans les cellules T et les cellules NK. Dans les cellules T, la chaine zé&ta est un homo
dimére qui fait partie du complexe multimérique TCR. Dans les cellules tueuses naturelles (NK), la chaine zéta forme un
homodimére ou un hétérodimere avec la chaine gamma du récepteur des IgE. Celui-ci s’associe aux récepteurs activateurs NKp46
et NKp30, ainsi qu’avec le récepteur Fc a faible affinité pour les 1gG (FcgyRIll ou CD16), qui medie la cytotoxicité. La chaine zéta

contient trois ITAM (immunorécepteurs avec motifs d'activation a base de tyrosine), qui subissent la phosphorylation de la tyrosine
et ainsi jouent un role important dans le processus d'activation des cellules T et les cellules NK.

Le blocage de la prolifération des lymphocytes T dans un contexte de faible concentration en
arginine est probablement d{i non seulement a la régulation a la baisse de la chaine { du CD3, mais
aussi a un effet direct sur le cycle cellulaire avec un arrét en phase GO-G1 qui dépend de
I'incapacité des cellules T a réguler a la hausse la cycline D3[217]. L'étude de I'implication des
enzymes immunosuppressives dans les différentes pathologies est a la fois pertinente pour la
compréhension de ces situations mais également pour le ciblage thérapeutique potentiel des ces
voies. Au cours des dernieres années, les arginases ont été mises en évidence pour leur
implication dans diverses pathologies comme les maladies infectieuses (ex.: VIH), les maladies
vasculaires, les dysfonctions des cellules du systeme immunitaire ou le cancer[218—220]. Dans le

cadre des tumeurs, une étude a montré une forte activité d’Arg-l dans les cellules myéloides
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infiltrant la tumeur chez des patients atteints de différents types de cancer incluant les cancers du
poumon, du colon, de I'estomac et du sein[221]. Plusieurs études ont décrit une augmentation
d’Arg-ll dans différents types de tumeur et en particulier une étude sur le cancer des poumons a
petites cellules a montré qu’Arg-1l était exprimée par les cellules tumorales des patients mais sans

influence sur la suppression des cellules immunitaires et sur la progression tumorale.

Des travaux ont mis en évidence la présence d’iNOS et de NO dans plusieurs tumeurs humaines,
soit au niveau des cellules tumorales soit au niveau des cellules d’origine myéloide[222,223]. Dans
le cas du carcinome de la prostate, par exemple, I'activité d’iNOS a été décrite comme étant
augmentée[224], ce qui pourrait permettre son utilisation comme marqueur pour l'identification
de ce type de cancer. Les mécanismes par lesquels I'exposition a une forte concentration de NO
pourrait faciliter I'’échappement tumoral comprendraient l'augmentation de la sous-unité
catalytiqgue des protéines kinases dépendantes de I'ADN (DNA-PKcs) requises pour réparer les
cassures double brin de I'ADN ce qui protége les cellules tumorales des dommages de I'ADN
comme ceux induits par certaines chimio- et radio-thérapies[225]. L'exposition des tumeurs au NO
pourrait aussi favoriser la néo-angiogenese, notamment en induisant la surexpression du facteur
de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF)[226] et le développement tumoral en inhibant
les lymphocytes T anti-tumoraux. Ce dernier mécanisme a été décrit dans une étude réalisée chez
des souris présentant un carcinome mammaire, dans lesquelles une perte d’expression des
facteurs de transcription STAT5a/b dans les lymphocytes B et T a été mise en évidence suite a la

libération continue de NO par les MDSC[227].

Ill. 2. Métabolisme du tryptophane (IDO)

Le tryptophane est un des 9 acides aminés essentiels et un des 22 acides aminés protéinogénes. Il
est aussi le précurseur métabolique de la sérotonine et de la mélatonine ainsi que celui de la voie
métabolique qui conduit a la production d'une variété de métabolites appelés collectivement les
kynurénines. Chez I'homme, il est le substrat de trois enzymes qui sont la tryptophane 2,3
dioxygénase (TDO), I'indoléamine 2,3 dioxygénase 1 (IDO1) et 2 (IDO2) qui agissent en clivant la
double liaison en position 2,3 de I’hétérocycle indole du tryptophane et qui sont caractérisées par
des mécanismes d’action et des profils d'expression distincts. En particulier, ces trois enzymes sont
impliquées dans la premiere étape de la dégradation du tryptophane, qui est aussi I'étape

limitante de la réaction qui conduit a la formation de la formylkynurénine (Fig. 17).
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Figure 17. Catabolisme du tryptophane. Cascade des réactions du catabolisme du tryptophane.

Parmi ces enzymes, TDO, isolée en premier par Kotake et Masayama en 1936 et appelée pendant
des années tryptophane pyrrolase, a été trouvée comme étant exprimée exclusivement dans le
foie, surtout apres administration de tryptophane[228]. Quelque années plus tard, en 1963,
Hayaishi et collégues ont isolé une autre enzyme, IDO, responsable de la méme réaction mais qui,
au contraire de TDO, n’était pas exprimée exclusivement dans le foie mais de maniére plus large
au niveau de plusieurs organes et tissus et, a des niveaux importants, dans les poumons et le
placenta[229]. Contrairement a TDO qui est induite par le tryptophane, IDO est induite en réponse
au LPS, a I'lFN-y et au TNF[230-232]. L'expression d’IDO a été mise en évidence au niveau du
placenta a linterface materno-foetale[233] et en dehors du placenta, son expression a été
rapportée chez la souris dans le thymus, les ganglions, les poumons, la rate mais aussi au niveau

de l'iléon distal, du colon et de I'épididyme[234].

Récemment chez 'homme, le gene paralogue d’/DO1 IDO2, a été identifié. En effet, les protéines
IDO1 et IDO2 sont codées par des génes adjacents, localisés dans le chromosome 8 chez ’lhomme
et la souris, ce qui suggere que ces deux génes sont le résultat d'une duplication génique. Chez les
vertébrés inférieurs comme le poisson zebre et la grenouille il existe des protéines similaires a
IDO2 et des recherches génomiques ont révélé |'existence d’'une protéine unique semblable a
IDO2 des mammiferes. Ceci suggére que le géne IDO ancestral est similaire a IDO2 et que chez les

mammiféres une duplication génique a ensuite donné lieu a IDO1[235]. En effet IDO2 posséde des
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motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) incomplets et donc inactifs. Lors
de la duplication d’un géne, une des copies acquiert de nouvelles fonctions. IDO pourrait donc
avoir évolué avec l'acquisition d’'un motif ITIM complet donnant a la protéine, en plus de son
activité enzymatique, une fonction de transduction du signal. En effet, l'interaction de I'ITIM
phosphorylé d’IDO, en conditions inflammatoires, avec SOCS3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3)
induite par I'lL-6 conduit a la dégradation d’IDO par le protéasome et a été proposée comme un
mécanisme d’arrét de la tolérance médiée par I'lL-6. En présence de TGF-B en revanche, la
signalisation par IDO permet l'instauration d’un phénotype régulateur au niveau des cellules qui

I’'expriment[236].

Différents types d’APC (DC, macrophages et cellules B) peuvent exprimer IDO méme si I'expression
semble limitée a certains types d’APC caractérisées par une régulation positive rapide d’IDO en
réponse a des stimuli inflammatoires. L’activité immunosuppressive d’IDO est exercée par
différents mécanismes qui peuvent étre dépendants ou non de la production de la kynurénine

(Fig. 18).
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Figure 18. Mécanismes de I'activité immunosuppressive de IDO. La libération de la kynurénine et la consommation du
tryptophane par des cellules exprimant IDO générent des signaux via AhR et des capteurs d'acides aminés (GCN2, mTOR),

respectivement, qui ont des effets profonds sur les cellules T et les réponses Treg aux signaux inflammatoires et antigéniques.
L’activité de IDO améliore également la différenciation Treg a partir T CD4 naifs via ces voies métaboliques.

La kynurénine est le ligand naturel d’AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor). Ce dernier est un facteur

de transcription activé par le ligand qui a un effet immunosuppresseur car il conduit, une fois
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activé, a la différenciation des cellules FOXP3 Treg[237], a la suppression des réponses
antitumorales[238] et a la réduction de 'immunogénicité des cellules dendritiques[238]. L’activité
d’IDO, qui conduit aussi a I'utilisation rapide du tryptophane présent localement, active la protéine
kinase GCN2 et de fagon concomitante, inhibe la voie de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)
qui conduisent ensemble au maintien d’un milieu immunosuppresseur. De plus, comme indiqué ci-
dessous, grace a l'acquisition des motifs ITIM fonctionnels, IDO peut agir comme protéine de

transduction du signal (Fig. 19).
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Figure 19. IDO comme protéine de transduction du signal. La fonction IDO est déterminée par des cytokines. L’IFN-y
engendre une intense activité catalytique de IDO, entrainant la consommation du tryptophane et la production de kynurénines,
pouvant favoriser I'expansion de cellules Treg. Les Treg induites utilisent le TGF- B pour maintenir un environnement régulateur
dépendant de IDO, IDO fonctionnant comme une molécule de signalisation. Les deux mécanismes sont interrompus par I'lL-6, qui
entraine la dégradation de IDO comme un stimulus inflammatoire. En effet, en cas d’inflammation, les ITIM sont phosphorylés au
niveau de I'enzyme et interagissent avec la protéine SOCS3 qui conduit a la dégradation protéasomale de I'enzyme.

En effet, en cas d’inflammation, les ITIM sont phosphorylés au niveau de I'’enzyme et interagissent
avec la protéine SOCS3 qui conduit a la dégradation protéasomale de I'enzyme[239]. Notamment
en présence de la cytokine pro-inflammatoire IL-6, chez la souris et I’'hnomme, IDO se dégrade ; ce
phénoméne peut étre expliqué a travers un mécanisme d’interruption de la tolérance dans les
fortes réponses aux signaux de danger. En revanche, dans un milieu fortement tolérogene dominé
par le TGF-B, la phosphorylation d’IDO active une série d’effecteurs qui maintiennent la

production de TGF- et donc un milieu immunosuppresseur.
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L'expression de IDO a été montrée au niveau des sites tumoraux, ou elle est exprimée par les
cellules tumorales mais également par les DC infiltrant la tumeur, au niveau du stroma péri-
tumoral et des ganglions drainants[240,241]. IDO est exprimée a des niveaux variables dans de
nombreux types de cancer. Une étude a montré I'expression d’une protéine IDO active dans 100%
des carcinomes colorectaux, pancréatiques et cervicaux et dans 60% des cas de mésothéliomes
étudiés[242,243]. De facon intéressante, le role des Treg a été évoqué dans la fonction pro-
tumorale d’IDO. Chez 'homme, I'examen de 25 cas de mélanomes métastatiques a révélé une
forte corrélation entre une diminution de la survie, un niveau élevé d’expression d’IDO et le
nombre de Treg[242]. De telles corrélations ont également été retrouvées dans les
adénocarcinomes pancréatiques[244], les carcinomes de I'utérus[245] et les leucémies myéloides.
Dans des modeles animaux de croissance tumorale, |'utilisation d’inhibiteurs d’IDO comme I'1-MT
afin d’augmenter [l'efficacité de vaccins anti-tumoraux correle avec la perte de lactivité
suppressive des lymphocytes Treg et la conversion dépendante de I'lL-6 de ces lymphocytes en

Ty17 dans les ganglions drainant la tumeur[246].

lll. 3. Métabolisme de la phénylalanine (IL411)

L’enzyme immunosuppressive IL411 appartient a la famille des oxydases des L-acides aminés (L-
Amino Acid Oxidases, LAAO). Cette famille catalyse la désamination oxydative stéréospécifique
d’un acide aminé L en présence d’oxygéne qui, via un intermédiaire imino-acide, aboutit a I'a-

keto-acide correspondant, 'ammoniac et le peroxyde d’hydrogene (H,0,) (Fig. 20).
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Figure 20. Modeéle réactionnel des oxydases sur les L amino-acides. Dans une premiére étape, I'enzyme réduit le FAD en
FADH,. Celui-ci est ensuite régénéré par oxydation en FAD avec réduction de I'0, en H,0,. La déamination oxydative du L-aa,
conduit a la formation d’un imino acide intermédiaire dont I'hydrolyse conduira a la formation de I'alpha-keto acide correspondant.

Les LAAO sont largement présentes chez les bactéries, les champignons, les algues et, également,
les mammiferes. Leur présence a été décrite dans les venins d’insectes et de serpents ou elles
peuvent représenter jusqu’a 30% des protéines totales[247]. Les LAAO du venin participent a
I'inhibition de I'agrégation plaquettaire[248] et a linduction de I'apoptose des cellules
endothéliales et vasculaires humaines. Par |'effet toxique du H,0,, elles peuvent également
induire I'apoptose de lignées tumorales humaines ou murines in vitro. Des protéines présentant
une activité LAAO ont également été décrites chez les poissons. Notamment le maquereau
espagnol (Scomber japonicus), suite a I'infection par le nématode Anisakis, exprime la protéine AIP
(Apoptosis-Inducing Protein), une LAAO spécifique de la L-lysine, qui joue un role dans le contréle
de la prolifération du parasite[249]. Plus récemment, une LAAO avec un role antibactérien pour la
prévention de l'infection de la glande mammaire[250] a été mise en évidence dans le lait des

eme

souris a partir du 18" jour de gestation. Cette protéine présente environ 53% d’homologie avec
I'apoxine-l, une LAAO du venin de serpent[251]. La recherche de protéines homologues a une
LAAO de venin de serpent en 1998 a montré que la protéine connue ayant la plus grande
homologie (37% d’identité) était en fait la protéine murine Figl exprimée dans les cellules B et

induite par I'lL-4[252].

Le gene /1411 a été initialement découvert chez la souris parmi les genes qui sont induits de fagon
précoce par I'IL-4 dans les lymphocytes B[253] et appelé Figl. Il a par la suite été mis en évidence
chez ’'homme[254]. Chez I'homme, le géne codant pour I'lL411 est constitué de 8 exons (Fig. 21),
dont le deuxieme comprend le codon d’initiation de la traduction. Il est localisé dans le
chromosome 19 chez I'homme (locus 19g13.-q13.4) et dans le chromosome 7 chez la souris (locus
H46) dans une zone de susceptibilité au lupus érythémateux systémique[253,254]. Une étude
récente a mis en évidence un polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP, Single-Nucleotide
Polymorphism) au niveau du quatriéeme exon, qui contient le domaine fondamental pour I'activité
enzymatique (NAD binding Rossmann fold homology domain) qui conduit a une augmentation de

Iactivité de I'IL411[255].
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Figure 21. Structure du géne humain IL4l1. Représentation schématique de la structure du géne humain IL411 (en bas) avec la
protéine correspondante (en haut). Les boites représentent les exons et les domaines protéiques correspondants. L'astérisque
indique I'exon dans lequel se trouve e SNP qui conduit a une augmentation de I'activité de I'lL4I1.

L'épissage alternatif de 'ARNm transcrit a partir de ce géne produit deux isoformes: une isoforme
courte, ou l'isoforme 1, de 567 acide aminés et une isoforme plus longue, I'isoforme 2, de 589
acides aminés qui se distinguent par leur portion N-terminale. De plus, I'isoforme 2 utilise le
promoteur d’un autre géne, NUP62 (qui code pour une protéine faisant partie de la famille des
nucléoporines) et contient les deux premiers exons de celui-ci. L’expression de |'isoforme 2 est
restreinte aux cellules de Sertoli dans les testicules, aux cellules de Purkinje et aux cellules de
I’hippocampe dans le cerveau et aux cellules mitrales dans le bulbe olfactif[254,256]. Elle est
également exprimée au niveau de la téte des spermatozoides avec un roOle supposé dans
I'interaction spermatozoide/ovocyte[237-239]. L'expression de l'isoforme 1 de [I'IL4l11 est
principalement retrouvée dans les organes lymphoides (rate et thymus) ainsi que dans le placenta
et les poumons et est la seule isoforme a étre biochimiquement caractérisée. L'isoforme 1 est la
seule a avoir été décrite comme jouant un réle dans le systeme immunitaire, elle fait I'objet de Ia
premiere partie de mon travail expérimental et le terme IL4l1 dans le reste du manuscrit se

réferera toujours a cette isoforme.

L’IL411 est constituée d’un peptide signal situé dans la partie N-terminale (acides aminés 1 a 21) lui
permettant d’étre sécrétée, d’un large domaine central fortement homologue a un domaine LAAO
et d’'une partie C-terminale[253,254,257]. La protéine IL411 murine (mIL4I1) est significativement
plus longue que la protéine humaine (hIL411) ; elles sont en effet constituées de 630 et de 567
acides aminés, respectivement. Au niveau de I’homologie de séquence, elles présentent 79%
d’identité dans leur partie N-terminale mais difféerent au niveau de la région C-terminale avec
seulement 11% d’homologie. Cependant, I'activité enzymatique de I'lL4l11 semble comparable

dans les deux espéeces[253,254,257].
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L'activité enzymatique LAAO de I'lL4l1 est spécifique des acides aminés aromatiques avec une
préférence pour I'acide aminé essentiel phénylalanine. Son activité conduit a la désamination de la
phénylalanine en phénylpyruvate et produit, comme c’est le cas pour toutes les LAAO, de
I’'ammoniac (NH3) et du peroxyde d’hydrogene (H,0,). Ainsi, en plus d’engendrer des composés

toxiques, I'activité de I'lL411 prive le milieu extracellulaire d’un acide aminé essentiel.

L'intérét pour I'lL41 a été suscité par la premiére étude décrivant son expression dans le
lymphome B primitif du médiastin[258]. Les mémes auteurs ont mieux caractérisé son activité
dans une étude ultérieure[257]. lls ont montré que les protéines IL411 murine et humaine étaient
sécrétées aprés transfection de cellules HEK 293 et que la protéine humaine était également
sécrétée par une lignée de lymphome B meédiastinal qui I'exprimait naturellement. Ils ont
également démontré sa préférence pour la L-phényalanine comme substrat. De facon importante,
grace a des marquages immunohistochimiques, ils ont démontré que la protéine était exprimée
dans les macrophages et les cellules myéloides inflammatoires des centres germinatifs des
ganglions lymphatiques. In vitro, ils ont observé que l'activité enzymatique de I'lL4l1 était plus
forte dans les DC matures ce qui les a amenés a émettre I’hypothése que I'enzyme pouvait
influencer I'interaction DC/LT. Cette hypothése a été étayée in vitro ou la co-culture de cellules
HEK 293 transfectées IL411" avec des LT, CD4 et CDS, inhibait la prolifération de ces derniers et
cela méme lorsque les deux populations étaient séparées sur des « transwells ». Cet effet dd a
I’'H,0,, était plus important au niveau des populations de LT mémoires et était associé a une baisse
transitoire de I'expression de la chaine T du complexe CD3/TCR[257]. En effet, des études plus
anciennes avaient montré le role du stress oxydatif et notamment de la production d’H,0, par les
macrophages dérivés des tumeurs ou par les granulocytes dans l'inhibition des réponses T et NK
par la modulation de I'expression de la chaine {[259-261]. Cet effet est observé aprés une
exposition courte a I’H,0, et une exposition plus longue (6 a 8 heures) peut également conduire a
I'apoptose des LT, notamment les LT CD8 mémoires[262]. Plus spécifiquement par rapport aux
produits de I'activité enzymatique de I'lL411, I'hypothése que I'effet observé sur les LT était di a
I’'H,0, plutdt qu’au phénylpyruvate est appuyé par le fait que les doses efficaces pour I’'H,0, sont
de l'ordre du micro-molaire alors qu’elles sont de l'ordre du milli-molaire pour le

phénylpyruvate[257].

En plus de l'effet de I’'H,0,, I'appauvrissement de I'environnement cellulaire en acides aminés
essentiels a été impliqué dans I'induction de nombreux mécanismes immunosuppresseurs incluant

I'arrét de prolifération des lymphocytes T et I'induction de lymphocytes T régulateurs. La réponse
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cellulaire a la privation en acides aminés peut entrainer I’'augmentation intracellulaire d’ARNt non
chargés qui peuvent se fixer a la protéine kinase GCN2 et ainsi I'activer induisant I'arrét du cycle
cellulaire[263,264]. De plus, la consommation d’acides aminés essentiels est déterminante dans
I’expansion de cellules suppressives. En effet I’élimination de certains acides aminés essentiels du
milieu extracellulaire (dont la phénylalanine) conduit a I'inhibition de la voie mTOR qui, dans les
cellules T effectrices, peut induire I’expression du facteur de transcription FOXP3[265]. Concernant
spécifiguement I'lL411, une étude récente a montré que son activité conduit a la différenciation de

cellules FOXP3 Treg a partir de lymphocytes naifs chez I’homme et chez la souris, in vitro[266].

Apreés la caractérisation de I'’enzyme, plusieurs études ont investigué ses roles physiologiques qui
ont pu étre démontrés a la fois dans les tumeurs mais également et de facon intéressante dans le

développement physiologique des LT Ty17.

Dans le cadre de I'expression de I'lL411 dans les tumeurs, une grande quantité d’ARNm a été
retrouvé dans les lymphomes B primitifs du médiastin comme indiqué précédemment. Il est
intéressant de noter que cette expression a été liée a I'activation constitutive de STAT6 dans cette
tumeur et non a une activation de STAT6 sous I'effet d’'une signalisation par I'lL-4[267]. L'enzyme
est également exprimée par d’autres lymphomes notamment les lymphomes folliculaires, les
lymphomes de Hodgkin et les lymphomes a petits lymphocytes, tous dérivés du centre
germinatif[268]. L'expression dans les cellules tumorales des tumeurs solides a été détectée dans
de rares cas de méthéliomes[268]. Cependant, dans les tumeurs hématologiques et solides I'lL411
est fortement exprimée au niveau des TAM (Tumor Associated Macrophages)[268]. L'expression
de I'lL411 dans les cellules tumorales et sa présence dans l'infiltrat inflammatoire ne semblaient
donc pas liées et cela a été confirmé dans une étude qui a montré, au contraire, que lorsque
I’enzyme était exprimée dans les cellules tumorales des lymphomes Hodgkiniens elle était absente
de l'infiltrat et inversement, les TAM étaient IL411" dans les cas ol la tumeur était négative[268].
Alors que la protéine est enzymatiquement active, son expression dans les lymphomes folliculaire
a été liée a une meilleure survie des patients. Dans ce cas, I'importance des Ty pour la survie de la
tumeur a été évoquée pour expliquer cette corrélation favorable[268]. Son expression dans le
microenvironnement des tumeurs solides a cependant été liée a un mauvais pronostic compatible

avec son activité inhibitrice des LT[269,270].

71



Dans le cadre de maladies inflammatoires chez I’'homme, I'lL4l1 a été décrite comme impliquée
pour endiguer le potentiel pathologique des cellules T417 que nous savons étre fondamentales
dans la pathogenése des maladies inflammatoires chroniques. En effet, d’apres I'observation de la
rareté de cellules T417 dans les sites inflammatoires, une étude en particulier a démontré que les
cellules Ty17 humaines présentent une faible capacité a proliférer et a produire du facteur de
croissance des cellules T, l'interleukine-2 (IL-2) en réponse a la stimulation avec CD3 combiné a
CD28. Cela était d( a I'expression régulée a la hausse du mARN de I'lL411. En effet, la réaction
catalysée par cette enzyme conduit a la production de sous-produits comme le peroxyde
d’hydrogéne qui a un effet négatif sur I'expression de la chaine { du CD3 avec de conséquentes
anomalies dans la voie moléculaire qui permet la production de I'lL-2 et ainsi la prolifération
cellulaire[88] (Fig. 22). Il a aussi été montré que cette surexpression de I’ mARN de I'lL4l1, est
strictement dépendante de l'activité du facteur de transcription spécifique de cellules T417, RORC.
Ce dernier est également responsable de la régulation positive dans les cellules T417 de CD28 dont

la stimulation permet la production d'IL-17A méme en |'absence du signal principal du TCR.
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Figure 22. Autorégulation des cellules Ty17. La régulation positive de IL411 dans les cellules Ty17, qui est sous contrdle RORC,
réduit I'expression de la chaine { CD3 du TCR, ce qui conduit a une réduction de la phosphorylation de ZAP70 et SLP76 et a une
altération de la signalisation de la voie qui est nécessaire pour l'activation du promoteur IL-2 (notamment par une activité réduite
de Jun, Fos et NFAT).
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De plus, il a été mis en évidence que I'lL411 maintient également des niveaux élevés de TOB1, un
membre du Tb / BTG (géene de translocation des lymphocytes B) de la famille de la protéine anti-
proliférative, ce qui empéche la progression du cycle cellulaire médiée par la stimulation du

TCR[89] (Fig. 23).
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Figure 23. Mécanismes d’action des IL4I1 et TOB1. La régulation positive de IL4l1 dans les cellules Ty17, qui est sous
controle RORC, réduit I'expression de la chaines { CD3 du TCR, ce qui conduit a une réduction de la phosphorylation de ZAP70 et
SLP76 et a un’ altération de la signalisation par la voie qui est nécessaire pour l'activation du promoteur IL-2 (en notamment par
une activité réduite de Jun, Fos et NFAT). La signalisation réduite du TCR permet une expression élevée de TOB1 qui, a son tour,
inhibe la prolifération cellulaire par au moins trois mécanismes différents: (i) le blocage du début du cycle cellulaire en ciblant les
cyclines A, B, D et E et Cdk2; (ii) la réduction de la production d'IL-2 par interférence avec I'activation du promoteur du géne /L-2;
(iii) I'inhibition de la voie classique de la signalisation de co-stimulation CD28. Une expression élevée TOB1 est également favorisée

par les niveaux réduits de Skp2 trouvés dans les cellules T,;17, ce qui, d'autre part, peut permettre |'effet inhibiteur de FOXO1 sur la
prolifération et la survie cellulaire.

IV. Le microbiote

Tous les animaux supérieurs sont associés a une communauté microbienne qui est principalement
composée de bactéries mais qui comprend également archées, virus, champignons et
protozoaires. Les microorganismes couvrent pratiquement toutes les surfaces de la muqueuse de

I'hote, mais la plupart résident dans le tractus gastro-intestinal.

La colonisation des nouveaux-nés arrive au moment du passage a travers le canal de naissance par
des microorganismes environnementaux (par exemple, du vagin ou de la peau de la mére) et

pendant l'allaitement par des microorganismes présents dans le lait[271]. En raison de
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I'environnement oxydant du tractus gastro-intestinal des nouveaux-nés, les colonisateurs
primaires sont les bactéries anaérobies facultatives, tolérantes a lI'oxygéne, telles que des
protéobactéries, pour ajuster les conditions d'environnement en diminuant la concentration
d'oxygene et ainsi permettre la colonisation successive par des microorganismes anaérobies tels
gue les membres des genres Bacteroides, Actinobacteria et Firmicutes. Au cours de la premiére
année de vie, la composition du microbiote intestinal est simple et varie considérablement entre
les individus et au fil du temps ; les signatures microbiennes se stabilisent et commencent a

ressembler a « |'état adulte » lorsque I'enfant atteint 1-2 ans[272].

Le microbiote intestinal « normal » est dominé par les bactéries anaérobies, qui sont de 100 a
1000 fois plus nombreuses que les bactéries aérobies et anaérobies facultatives[273]. Les études
de métagénomique du microbiote intestinal réalisées chez 124 individus européens ont permis
d’identifier 1000 a 1150 espéces bactériennes prévalentes dans la cohorte avec au moins 160
espéces par individu dont une partie est partagée par plusieurs individus[274]. Les phyla les plus
abondants dans l'intestin humain sont Firmicutes et Bacteriodetes, mais d'autres espéces
présentes sont des membres des phyla Proteobacteria, Verrumicrobia, Actinobacteria,

Fusobacteria et Cyanobacteria[274,275)].

Les microorganismes du tractus gastro-intestinal sont distribués selon un gradient de propagation
qui va de I'extrémité proximale a I'extrémité distale de I'intestin avec un enrichissement croissant
(Ex. : 10" et 10 cellules microbiennes/gramme de contenu dans |'estomac et le colon,
respectivement)[276]. Ce gradient est influencé par les acides gastriques et biliaires, aux effets
bactéricides, qui limitent la croissance des bactéries dans la partie proximale. De plus, dans ce
méme axe de distribution la diversité bactérienne augmente avec la densité croissante[272]. La
localisation des espéces dans le tube digestif est également corrélée a la présence de certains
types de nutriments. En effet, le petit intestin est riche en mono- et disaccharides ainsi qu’en
acides aminés ce qui permet la croissance, notamment, des bactéries du genre Lactobacillus. Dans
le colon, les sucres ayant été absorbés par les entérocytes, les sources d’énergie restantes (fibres
végétales, mucines) ne sont plus les mémes et les populations bactériennes présentes sont
différentes, ces derniéres (Bacteroides et Clostridiales) étant capables de dégrader ces composés.
La colonisation microbienne varie également selon I'axe tissu-lumen avec peu de microbes

adhérents au tissu ou au mucus et un nombre plus important présent dans le lumen[272]. (Fig. 24)
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Dominant gut phyla:
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Figure 24. Biogéographie intestinale du microbiote bactérien. Les phyla bactériennes dominantes dans l'intestin sont
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobactéries, Proteobacteria et Verrucomicrobia. Les familles bactériennes dominantes de l'intestin
gréle et du colon refletent des différences physiologiques sur la longueur de l'intestin. Par exemple, un gradient d'oxygéne, de
peptides antimicrobiens (y compris les acides biliaires sécrétés par les voies biliaires) et de pH limite la densité des bactéries dans
I'intestin gréle, tandis que le colon transporte des charges bactériennes élevées. Dans l'intestin gréle, les familles Lactobacillaceae
et entérobactéries dominent, alors que le cblon est caractérisé par la présence d'espéces des familles Bacteroidaceae,
Prevotellaceae, Rikenellaceae, Lachnospiraceae et Ruminococcaceae. Une coupe transversale du c6lon montre le digesta, qui est
dominé par Bacteroidaceae, Prevotellaceae et Rikenellaceae, et les régions inter-pliage du lumen, qui sont dominées par
Lachnospiraceae et Ruminococcaceae.

Dans l'intestin adulte le nombre de bactéries a été estimé a environ 10 cellules, représentant
ainsi une population dix fois supérieure a celle des cellules humaines dans le corps[277].
Récemment cependant, ces nombres ont été révisés et un ratio de 1:1 a été proposé[278].
L’ensemble des génomes microbiens combinés (connu sous le nom de microbiome) contient plus
de 5 millions de génes, dépassant ainsi le génome de I'hote de deux ordres de grandeur. Cette
grande diversité génétique offre une gamme variée d'activités biochimiques et métaboliques pour
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compléter la physiologie de I'h6te de sorte que le microbiote intestinal peut donc étre considéré
comme un organe supplémentaire. La présence de ces bactéries influence plusieurs aspects de la
biologie de I'h6te. Par exemple elles facilitent le métabolisme des polysaccharides non digestibles,
ils produisent des vitamines essentielles, sont nécessaires au développement et a Ia
différenciation de |'épithélium intestinal de I'hote et de son systeme immunitaire, et conferent
une protection contre l'invasion par des pathogenes opportunistes[279]. Le microbiote bénéficie
également de cette association qui peut étre considérée mutualiste, étant donné que l'intestin des
mammiféres est un environnement riche en nutriments qui est maintenu a une température

constante.

Cependant, il s’agit également d’un habitat dynamique qui subit des changements constants et
rapides dans ses parametres physiologiques en raison de variations dans, par exemple,
I'alimentation de I'h6te, son mode de vie, son hygiene ou ['utilisation d'antibiotiques, lesquels
affectent la composition microbienne de l'intestin. Ainsi, contrairement au génome de I'héte, le
microbiome peut changer rapidement en raison de modifications de la composition de la
communauté microbienne ou des génomes microbiens individuels, résultant dans des
transcriptomes, protéomes et profils métaboliques modifiés. En conséquence, la mise en place et
la préservation des interactions bénéfiques entre I'hdte et ses microorganismes intestinaux
associés sont des exigences clés pour la physiologie de I’h6te ainsi que pour son état de santé. Le
systeme immunitaire de I’h6éte joue un réle actif et central dans le maintien de cette homéostasie
bénéfique avec des mécanismes de tolérance du microbiote permettant en méme temps d’éviter

une inflammation chronique qui serait néfaste a I’'h6te.

IV.1. Impact sur la physiologie de I’h6te et implication dans les états pathologiques

Le microbiote influence un large éventail de processus essentiels a la physiologie de I’hote tels que
le développement des organes et la morphogeneése, la prolifération cellulaire, la masse osseuse,
I'adiposité et méme le comportement. Chez Drosophila melanogaster, il a été montré qu’au dela
de leur influence sur le développement des tissus immunitaires, les microorganismes affectent le
développement et la morphogenése des autres organes et structures du corps[280]. Chez
I'homme et chez d’autres mammiféres des études ont montré un effet considérable de la flore
microbienne intestinale sur le développement du tractus gastro-intestinal[281]. De fagon

intéressante, des travaux récents ont montré I'implication du microbiote intestinal aussi bien dans
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la promotion de la morphogenése des voies gastro-intestinales que dans le remodelage du
systeme vasculaire intestinal[282,283].

Comme déja mentionné ci-dessus, la grande diversité génétique du microbiote apporte une
gamme variée d'activités biochimiques et métaboliques, agissant comme un «organe
métabolique» qui interagit avec I'hote et remplit des fonctions essentielles pour compléter la
physiologie de I'h6te et contribuer a maintenir son état de santé[284]. Les fonctions métaboliques
du microbiote intestinal permettent I'utilisation de nombreuses sources énergétiques complexes,
et ses activités biochimiques participent a la production des vitamines, a la synthese d’acides
aminés et a la biotransformation des acides biliaires[285-287]. Des études effectuées sur les
profils métaboliques chez 'homme et la souris ont montré que |'absorption, le stockage et le
métabolisme des lipides alimentaires peuvent étre spécifiguement modulés par le
microbiote[288].

De méme, la production des SCFAs (Shorty Chain Fatty Acids) est une "fonction du microbiote"
trés importante. Les SCFAs, principalement |'acétate, le propionate et le butyrate ont une
influence positive sur la prolifération des cellules épithéliales de l'intestin et sur leur
différenciation[289]. Le butyrate est utilisé en tant que substrat énergétique par les colonocytes. Il
peut aussi renforcer la barriere de défense du célon en induisant la sécrétion de mucine, des
facteurs en trefle (trefoil factors), et des peptides antimicrobiens. En outre, le butyrate exerce de
multiples effets, tels que l'inhibition du cycle cellulaire, l'induction de la mort cellulaire
programmée et la différenciation cellulaire, dans une variété de types cellulaires[290,291].
Récemment, il a été également montré que le butyrate est capable de modifier la réponse des
cellules dendritiques a des antigénes bactériens avec, selon le modéle expérimental, une
régulation a la hausse de la production de I'lL-23 et en conséquence de la voie Ty17[292] ou une
modification du profil cytokinique favorisant le développement des Treg et des cellules T
productrices d’IL-10[293]. Des données récentes montrent que les SCFAs sont essentiels au
développement des Treg par un effet épigénétique direct sur I’expression de FOXP3[136].

Dans I'ensemble, ces résultats mettent en lumiére la relation entre le microbiote et son hote et
fournissent les bases pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques capables de
promouvoir ou de rétablir I'hnoméostasie et la santé intestinale et, au dela, la santé de I'h6te[294—-
296].

En effet, un corollaire a la participation du microbiote dans des processus physiologiques est son

implication, lorsqu’il est perturbé, dans des états pathologiques. Lors d’'une perturbation dans
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I’équilibre de I’écosysteme microbien on parle de dysbiose, une condition qui a été liée a des états
pathologiques humains importants, comme les maladies auto-immunes et les troubles
inflammatoires, telles que les allergies et les maladies inflammatoires de l'intestin, ainsi que les
cancers et I'obésité. Parmi les hypothéses nombreuses sur I'origine des dysbioses, le mode de vie
semble avoir une influence forte. Dans les pays occidentaux, ou les maladies chroniques affectent
plus de 50% de la population adulte, I'alimentation basée sur la consommation élevée de viande
rouge, de graisses animales et de sucre, ainsi que I'utilisation thérapeutique des antibiotiques et
un mode de vie sédentaire, peuvent jouer un réle central dans |'élaboration de la microflore de
I'intestin humain. Il a en effet été démontré que le régime alimentaire occidental induit une
dysbiose et contribue a I'endotoxémie, tres probablement causée par une altération dans la
perméabilité intestinale et dans la fonction de barriére pour lesquels le microbiote est essentiel
[294-296]. Une étude récente a révélé qu’a l'inverse, le régime d'inspiration méditerranéenne

semble avoir un avantage chez les patients atteints de la maladie de Crohn[297,298] (Fig. 25).
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Figure 25. Les facteurs qui ont une influence sur le microbiote intestinal.
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Une hypothese émergente est que la dysbiose intestinale peut étre impliquée dans la
pathogenese des maladies inflammatoires de l'intestin (IBD, Inflammatory Bowel Disease) qui
incluent la maladie de Crohn (CD, Chron’s disease) et la colite ulcéreuse (CU). Les IBDs sont des
troubles a médiation immunitaire qui proviennent d'une dégradation de la symbiose normale
entre le systéme immunitaire de la muqueuse et le microbiote commensal. Ceci conduit a une
réactivité contre des antigénes aberrants intraluminaux, a une dérégulation de I'immunité innée et
adaptative et a des lésions tissulaires subséquentes. Plusieurs facteurs pourraient contribuer a la
perte de tolérance envers une partie du microbiote indigene chez les patients atteints d’IBD, y
compris une susceptibilité génétique[299], des défauts dans la fonction de la barriére
muqueuse[300] et un déséquilibre dans la composition du microbiote intestinal[301].

Un déséquilibre dans I'homéostasie cellulaire microbienne peut aussi jouer un role crucial dans
I'initiation et la progression du cancer en modulant notamment le métabolisme de I’'héte et les
réponses inflammatoires[301]. Dans la littérature de nombreux travaux réalisés chez des souris

axéniques ont appuyé le réle de la flore intestinale dans la carcinogénése[302].

L’'un des principaux exemples ou le microbiote intestinal semble jouer un réle dans le soutien de la
progression tumorale est le cancer colorectal (CRC)[303]. Notamment il a été montré que les
patients souffrant d’un cancer colorectal ont un microbiote caractérisé par une diminution de
I’'abondance des producteurs de butyrate et une augmentation des pathogéenes opportunistes tels
qgue Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis et Streptococcus gallolyticus ainsi que le genre
Prevotella[304]. Cet enrichissement est associé a une signature IL-17 pro-inflammatoire
augmentée chez les malades. Les cancers colorectaux peuvent se développer des suites de colites
inflammatoires et sont soutenus par les médiateurs de linflammation (IL-23, TNF, IL-17,
ROS)[305]. Cela donne a penser que certains groupes de bactéries promeuvent tandis que d'autres
protegent du cancer du célon. Par conséquent, la manipulation sélective de la flore intestinale
pourrait fournir de nouvelles voies pour empécher la carcinogenese[306]. De fagon intéressante, il
a été montré que la dysbiose intestinale peut aussi affecter la carcinogénése ainsi que I’évolution
des tumeurs éloignées du tube digestif et ceci dans des modéles murins et chez 'homme,

possiblement par des mécanismes liés a I'inflammation, a I'immunité et au métabolisme[307].

Plusieurs études ont en effet suggéré que le microbiote intestinal avait un réle dans l'incidence et
la progression des cancers mammaires et des carcinomes hépatocellulaires[308]. Certaines études

proposent que cet effet pro-tumoral pourrait découler d’'une compromission de l'intégrité de la
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barriere intestinale causée par l'inflammation associée a la dysbiose résultant dans la distribution

systémique des bactéries et des métabolites ou toxines bactériens.

IV.2. Le microbiote et le systéme immunitaire : immunité innée, Treg et Ty17

La muqueuse intestinale est constituée de plusieurs couches protectrices qui empéchent la
translocation des pathogénes ainsi que celle des microbes indigénes. En particulier, au niveau de
I'épithélium intestinal, le mucus composé de glycoprotéines et mucines synthétisées et sécrétées
par les cellules caliciformes, crée une barriéere stricte qui empéche la mise en contact direct des
cellules épithéliales avec les grandes particules, dont la plupart bactéries[309]. De plus,
I'épithélium intestinal est renforcé par des jonctions serrées et des jonctions adhésives sous-
jacentes, qui jouent un role essentiel dans la prévention de l'invasion par des microbes[310].
L’épithélium du petit intestin contient les cellules de Paneth qui contribuent a I'immunité innée en
sécrétant un répertoire diversifié de protéines antimicrobiennes et, sous I'épithélium, la lamina
propria (LP) contient les DCs qui étendent leurs dendrites entre les cellules épithéliales pour
surveiller en permanence le lumen intestinal et activer les lymphocytes de la LP[311,312]. En effet
le bon fonctionnement de la barriere épithéliale et I’'homéostasie h6te-commensaux dépendent
de lI'inflammation constitutive et physiologique induite par les microbes commensaux reconnus

par les récepteurs PRR (Fig. 26).
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Figure 26. Le barriere épithéliale. La couche de cellules épithéliales intestinales (IEC) fournit une barriére physique qui sépare
les bactéries commensales dans le lumen intestinale de la lamina propria sous-jacente. Les cellules souches épithéliales proliferent
en produisant des cellules filles qui se différencient en entérocytes des villosités ou coliques, qui absorbent les nutriments (intestin
gréle) et I'eau (colon). De plus, les cellules souches IEC se différencient en cellules qui sécrétent des hormones intestinales et en
cellules de Paneth a la base des cryptes intestinales. Sous les IEC, la lamina propria est constituée de cellules stromales (les

myofibroblastes), de cellules B (en particulier les cellules productrices d'IgA du plasma), de lymphocytes T, macrophages et cellules
dendritiques. Certains sous-ensembles de cellules T et les cellules dendritiques se localisent entre les IEC.

IV.2. a. Activation des PRR

Le role des TLR dans la fonction de barriére intestinale a été proposé par une étude qui a montré
qgue des souris conservées dans des conditions SPF (Specific Pathogen Free) traitées avec des
antibiotiques a large spectre, devenaient sensibles a l'inflammation intestinale induite par le DSS
(Dextran Sulfate Sodium), un composé doté d’une toxicité directe vis a vis de I"épithélium
colique[300]. Ceci est, au moins en partie, di a la réduction de la signalisation constitutive par les
TLRs en réponse a la flore microbienne qui, dans ce systeme expérimental, est éliminée ou réduite
par le traitement antibiotique. L'administration orale de lipopolysaccharide (LPS, un ligand de
TLR4) ou d’acide lipotéichoique (LTA, un ligand TLR2) protége les animaux traités par antibiotiques

des conséquences des lésions coliques induites par le DSS[300] (Fig. 27).
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Figure 27. Role des TLR dans la fonction de la barriere intestinale.

En appui a cette hypothese, il a été montré que les souris dépourvues de TLR2, -4, -9 ou de
Myd88, la protéine adaptatrice commune a la majorité des TLR, sont particulierement sensibles
aux colites[300,313]. Les TLR jouent de multiples roles dans l'inflammation et I'immunité
intestinales. lls induisent la production de protéines antimicrobiennes, comme les lectines de type
C, par les cellules intra-épithéliales (IECs) ainsi que la production constitutive des IgA. A ce propos,
il a été montré que les souris GF et les souris déficientes en signalisation TLR ont des quantités
faibles d’IgA dans le lumen.

Les TLR jouent de multiples réles dans la production des IgA dans l'intestin. La stimulation des TLR
par le LPS peut se substituer a la voie CD40/CD40L et agir directement sur les lymphocytes B avec
le TGF-B pour amorcer la commutation de classe vers l'isotype IgA de fagon indépendante des
lymphocytes T[314]. Les ligands microbiens peuvent également participer a la commutation de
class indépendante des cellules T par I'induction d’iNOS dans les CDs intestinales. La voie iNOS
ainsi activée augmente la production par les CDs d’APRIL (A Proliferation-Inducing Ligand) et de
BAFF (B-cell-Activating Factor of the Tumour Necrosis Factor (TNF) Family) qui participent, aprés
liaison a leurs récepteurs sur les lymphocytes B, a la commutation de classe IgA[315]. Un autre

mécanisme impliqué dans la production d’IgA intestinales est dépendant de TLR5. En effet, Ia
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stimulation de TLR5 par la flagelline induit la production d’acide rétinoique spécifiguement par les
CDs CD11b"8"cD11c™e" de la LP de I'intestin gréle, mais pas par exemple par les CDs spléniques.
L’acide rétinoique favorise la différenciation des lymphocytes B naifs en plasmocytes producteurs

d'lgA[316].

Il est important de noter que la production d’IgA par la voie dépendante des lymphocytes T a
également été décrite dans l'intestin notamment contre des bactéries capables de s’attacher a
I’épithélium comme les bactéries filamenteuses segmentées[317]. Contrairement au cas des IgA
produites de fagon indépendante des lymphocytes T, les lymphocytes B dépendant des
lymphocytes T ont une durée de vie plus longue, peuvent migrer vers les centres germinatifs et y

subir I’hyper-mutation somatique et produisent des IgA de haute affinité[318].

Parmi les PRRs, certains membres de la famille NLR (NOD-like receptors), notamment les protéines
NOD (Nucleotid-binding Oligomerization Domain) 1 et NOD2 jouent un réle important dans la
réponse au microbiote. Les motifs du peptidoglycane (PGN) reconnus par NOD2 sont exprimés par
les bactéries a Gram positif et négatif alors que ceux reconnus par NOD1 sont préférentiellement
présents dans les bactéries a Gram négatif[319]. L’activation des protéines NOD est impliquée
dans la production des cytokines pro-inflammatoires aprés activation de NF-kB. NOD2 est exprimé
dans les monocytes et les cellules de Paneth et est nécessaire pour |'expression des protéines
antimicrobiennes dans les cellules de Paneth[320]. Contrairement a I'expression cellulaire
restreinte de NOD2, NOD1 est exprimé de facon plus générale, y compris dans les IEC. Par
conséquent, il a été proposé que NOD1 et NOD2 jouent des roles différents dans le systeme

immunitaire intestinal.

IV.2. b T417 et microbiote

En conditions physiologiques les cellules T417 sont présentes en grand nombre dans la LP (lamina
propria) intestinale de souris, en particulier dans l'intestin gréle[321,322]. En revanche, dans les
sites extra-intestinaux, seul un faible pourcentage de cellules CD4" TCRa} expriment normalement

I'lL-17[322]. En appui de cette évidence, il a été montré que chez les souris GF ou traités avec des
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antibiotiques, le pourcentage de cellules T417 dans la LP est nettement réduit[321,322] suggérant
que le développement des cellules Ty1l7 dépend de la stimulation constitutive par la flore
microbienne intestinale. Notamment, les souris déficientes pour TLR9 ont un nombre diminué de
cellules Ty17 de la LP[323]. De plus, la différenciation in vitro de cellules Ty17 intestinale est
améliorée par l'addition de la flagelline, un ligand de TLR5[315] et de linflammasome
NLRC4[324,325]. Egalement, les IEC apoptotiques infectées par des bactéries fournissent des
ligands de TLR qui déclenchent la production d’IL-6 et TGF-B par les CDs, résultant dans la
promotion de la différenciation Ty17[326]. En plus des effets liés a I'expression de PAMPs,
I'adénosine extracellulaire 5'-triphosphate (ATP) dérivé de la flore microbienne peut induire des
cellules Ty17[321]. En effet, en activant les récepteurs purinergiques P2X (et P2Y) exprimés sur les
cellules CD70"8"cD11c* de la LP, 'ATP induit I’expression de I'lL-6, de I'lL-23p19 et des intégrines
aV et 38 activatrices de TGF-3, favorisant ainsi la différenciation des T;17[321].

De plus, certains membres du microbiote jouent des rbles particulierement importants dans le
développement des Tyl7 intestinales. Notamment, I'observation que les souris élevées en
conditions SPF mais provenant de sources (animaleries) distinctes avaient des différences
marquées dans la fréquence de Tyl7 dans la LP[322] a conduit a l'identification des bactéries
filamenteuses segmentées (SFB) comme membres du microbiote indigéne responsable en grande
partie de l'accumulation intestinale de cellules T417[327]. Le rble de ces bactéries dans le
développement des Ty17 a été simultanément identifié par une étude systématique dans laquelle
I'incapacité de mélanges complexes de bactéries a mimer I'induction des Ty17 intestinale obtenue
par un microbiote complet a conduit les auteurs a conclure que cette fonction était dévolue a un
nombre restreint de membres du microbiote et a attribuer ainsi ce réle aux SFB[328]. De plus,
cette étude a montré que la colonisation par les SFB peut également influencer I'accumulation de

cellules productrices d'IFN-y dans la LP[329].

La différenciation des Ty17 médiée par SFB se produit par un mécanisme indépendant des TLRs, de
NOD, ou de la signalisation de I'ATP. Notamment, il a été proposé que la fixation de la SFB dans
I’épithélium induit des changements morphologiques dans les IEC tels que I'accumulation d'actine

autour du site de fixation[330,331] (Fig. 28).
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Figure 28. Altérations structurales fines de cellules épithéliales iléales attachées par SFB. (A) Agrégat des mitochondries
(M) et organes de Golgi bien développés (G) (bar, 1 pm; grossissement, x 9000). (B) Grossissement supérieur de la surface
cytoplasmique de I’'h6te dense aux électrons autour du segment crampon de bactéries (grandes fleches) et des membranes SFB
(petites fleches) se prolongeant plus profondément vers les mitochondries (M) (bar, 0,5 um; grossissement x 45000) .

Aussi, la colonisation par SFB induit I'expression des genes associés a l'inflammation, tels que ceux
codant pour la protéine amyloide sérique A (SAA), les protéines du CMH de classe Il, la 2
fucosyltransférase (FUT2), et les défensines dans les 1EC[327,332,333]. L'ajout de SAA
recombinante aux co-cultures de cellules naives T CD4" et CDs de la LP induit la différenciation des
cellules Tyl7 in vitro. Par conséquent, un modeéle plausible est que I'attachement de SFB induit
une cascade inflammatoire, qui comprend la production de SAA qui agit sur les DCs de la LP pour
stimuler la différenciation des cellules T417.

La colonisation par SFB et l'induction consécutive de cellules Ty17 a une fonction de protection de
la muqueuse intestinale contre les bactéries pathogénes, telles que C. rodentium[327]. Mais les
parameétres qui déterminent si les cellules Ty17 intestinales jouent un role bénéfique ou nuisible
pour I'h6te ne sont pas pleinement compris. L'IL-23 et I'IL-1B8 sont des candidats importants
possibles pour déterminer le destin des Tyl7 vers des fonctions plutdét pathogéniques ou
protectrices. De facon intéressante, les cellules Ty17 proinflammatoires peuvent étre redirigées et
contrblées dans le petit intestin[334]. Au cours de la réponse immunitaire qui induit de préférence
la différenciation des cellules Ty17 dans le duodénum il y a expression de CCL20. Cette derniere

recrute au duodénum les cellules Tyl7 qui expriment CCR6, ou elles sont éliminées ou
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reprogrammeées pour acquérir des propriétés immunosuppressives et régulatrices, y compris
I’expression d’IL-10 (ce point a été discuté de fagon plus approfondie précédemment dans le
paragraphe Il.4.a. T417 et Treg).

La spécificité antigénique des cellules Tyl7 intestinales reste pour le moment également non
complétement élucidée (nous reviendrons sur ce point dans le chapitre consacré aux SFB).
Considérant que les cellules Ty17 induites par SFB peuvent contribuer a I'arthrite auto-immune
dans le modeéle de souris K/BxN[335] et a la résistance de I'h6te a des bactéries pathogéniques
comme C. rodentium, les cellules Tyl7 présentes dans l'intestin pourraient avoir un large
répertoire de TCR et ne pas étre spécifique a un seul microbe. Alternativement, les Ty17
spécifiques de SFB ou d’autres bactéries intestinales pourraient jouer un réle auxiliaire ou
adjuvant dans le développement d’autres effecteurs de I'immunité, comme les anticorps, dont la
souris transgéniques exprimant un seul TCR il a été montré que les cellules T417 intestinales
peuvent étre générées en absence de I'antigéne dont le TCR est spécifique[336]. Des plus, il a été
montré qu’une population de cellules T417 pouvaient se développer dans le thymus et, par
analogie au Treg naturels, elles ont été appelées Tyl7 naturelles (nTy17)[337]. De facon
intéressante, ces cellules expriment les integrines a4p1 et a4B7 et le récepteur de chimiokines
CCR6 suggérant qu’elles migrent préférentiellement vers les muqueuses, en particulier la
muqueuse intestinale. Ces cellules ont un répertoire TCR biaisé (utilisation préférentielle du TCR

VB3) et sont potentiellement auto -reactives[337].

IV. 2. c. Treg FOXP3" et microbiote

Les lymphocytes FOXP3" Treg proviennent de deux sources: les Treg naturels (nTreg) qui se
développent dans le thymus et les Treg induits (iTreg) qui ont un développement post-thymique
dans la périphérie. Les Treg sont présents pratiguement dans tous les organes et leur fréguence
est typiquement d'environ 5-10% des cellules T CD4" totales. En revanche, la fréquence des Treg
FOXP3" dans la LP est significativement plus élevée, particulierement dans la LP du célon (>
30%)[338], ol au méme la quantité de microorganismes commensaux est la plus élevée. En effet,
I'intestin représente un défi majeur pour le systéme immunitaire qui doit étre capable de
contréler les microorganismes pathogéniques tout en assurant une tolérance vis a vis des
antigenes alimentaires et, de facon importante, vis a vis du microbiote. Comme nous I'avons

évoqué dans le chapitre « Il.3.c. Treg naturels et induits : ontogénie, marqueurs et fonctions » (P.
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42), I'origine des Treg intestinaux reste débattue[126]. Cependant, in vivo, la différenciation
périphérique des cellules T CD4" FOXP3  naives en Tregs FOXP3* peut étre observée
expérimentalement dans la LP intestinale et le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) apres
exposition par voie orale a un antigéne et grace a I'’environnement intestinal riche en TGF-B et en
acide rétinoique[131,339,340]. De facon intéressante, les Treg Helios, donc en principe iTreg
comme discuté précédemment, sont particulierement abondants dans la LP
intestinale[126,338,341], suggérant que l'intestin est un site majeur de développement des Treg
dans la périphérie. Une série d’études indépendantes permet d’appuyer le role majeur du
microbiote dans le développement des iTreg intestinaux, notamment coliques. Les Lactobacilles et
les Bifidobactéries ont été impliqués dans l'induction de Treg chez la souris mais les effets directs
de ces souches probiotiques sur l'induction des Treg ne sont pas bien établis. L'effet observé
pourrait découler de leur influence sur I'écologie microbienne dans I'intestin, plutot que d’un réle
direct dans l'induction des Treg.

Le commensal B. fragilis humain, en revanche, facilite la maturation fonctionnelle des cellules Treg
chez la souris[342] et la monocolonization avec B. fragilis stimule la production d'IL-10 dans les
cellules Treg du colon, mais |'effet sur le nombre de Treg reste marginal. L'induction de I'lL-10 dans
les cellules Treg par B. fragilis a été attribuée au polysaccharide A (PSA), un polysaccharide de
surface unique de B. fragilis. En particulier, la PSA se lie 8 TLR2 sur les T CD4" pour induire la
production d'IL-10[342] qui conduit, a son tour, a la suppression des réponses cellulaires Ty17.
B. fragilis est cependant un commensal humain plutoét que murin et donc ses effets chez la souris
pourraient ne pas refléter les fonctions de ce commensal évolutivement sélectionné. Des études
plus récentes ont démontré que, parmi les bactéries formant le microbiote indigéne de la souris,
les bactéries sporulantes, en particulier celles des groupes XIVa et IV du genre Clostridium, sont
des inductrices de cellules Treg colique[338]. En effet, les Clostridium spp. colonisent
préférentiellement le caecum et le c6lon, forment une couche épaisse et favorisent la production
des métalloprotéinases matricielles (MMP) par les IECs. Les MMP sont impliquées dans la
conversion du TGF-B de la forme latente a la forme active[343]. Par ailleurs, la colonisation par les
Clostridia augmente I'expression d’IDO, qui a également été impliquée dans l'induction de cellules
Treg[344]. Comme chez les souris avec un microbiote normal, les cellules Treg dans le c6lon des
souris colonisées par les Clostridia se composent d'un grand nombre de cellules Helios'[338]. De
plus, un grand sous-ensemble de Treg induits par les Clostridia exprime des niveaux élevés d'IL-10

et de CTLA-4. Par conséquent, les Clostridia pourraient affecter non seulement le développement
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des Treg coliques mais également leur fonctionnalité. Il est intéressant de noter que certaines
souches de Clostridia impliquées dans I'induction des Treg produisent du butyrate dont le role
direct dans la différenciation des Treg coliques a été mis en évidence comme nous I’avons discuté
dans le chapitre « 11.3.c. Treg naturels et induits: ontogénie, marqueurs et fonctions ».

Une étude récente de notre laboratoire a suggéré que le butyrate pourrait jouer également un
réle dans la phase effectrice de la réponse régulatrice. En effet, la production d’IL-10 par les
lymphocytes T double producteurs d’IL-10 et d’IL-17, dont la fréquence est élevée dans
I'intestin[157], est favorisée lorsque les cellules sont stimulées en présence de butyrate et cela

qu’elles soient FOXP3" ou FOXP37[345].

IV.3. Role du microbiota dans la pathogenése des maladies autoimmunes

Plus de 80 pathologies humaines regroupées sous la dénomination de maladies autoimmunes
(MAI) sont définies par une rupture de la tolérance au soi et par le développement d’une réponse
immunitaire adaptative, humorale et/ou cellulaire, contre les antigénes du soi. Méme si les
autoantigenes reconnus ne sont pas systématiquement identifiés et méme si les dommages
tissulaires observés dans ces maladies ne sont pas toujours directement causés par les effecteurs
de I'immunité adaptative mais plutot de I'inflammation chronique qui s’en suit, 'autoimmunité
peut étre transférée par les anticorps autoréactifs, durant la grossesse par exemple et dans des
modéeles murins, ou par les lymphocytes T autoréactifs dans des modeles murins. La recherche
dans ce domaine s’est longtemps focalisée, et continue de I'étre, sur les mécanismes qui sous-
tendent la rupture de la tolérance au soi. En dehors des MAI monogéniques rares liées a des
mutations qui abolissent les fonctions de génes essentiels impliqués dans la tolérance comme
FOXP3 (syndrome IPEX, Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked) ou
AIRE (APS-1, Autoimmune polyendocrine syndrome type 1), la majorité des MAI sont
multifactorielles. Des signatures géniques, le plus souvent liées a la réponse immunitaire,
commencent a émerger grace au développement des techniques de séquencage de I’ADN et de
I’ARN a large échelle. Il s’agit cependant de signatures globales qui ne sont pas forcément liée a
une augmentation importante du risque relatif de développement de la maladie. Plusieurs MAI
sont également associées a certains alléles HLA comme HLA-B27 dans la spondylarthrite (AS,
ankylosing spondylitis) et le rhumatisme psoriasique (PsA, psoriatic arthritis) et HLA-DR4 dans la

polyarthrite rhumatoide (RA, rheumatoid arthritis) qui sont associés a une augmentation du risque
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relatif de développer la maladie. Les prédispositions génétiques n’étant pas systématiquement
liées au développement de la maladie, le réle de I'environnement dans le déclenchement de la
maladie s’est imposé comme facteur additionnel. L'implication de facteurs environnementaux au
sens large est soutenue par la prévalence plus importante des MAI dans les pays développés. Le
lien possible entre immunité antimicrobienne et MAI a été suggéré depuis de nombreuses années
et a été envisagé sous différents aspects[346]. Les infections par des pathogenes ont été
proposées comme événements déclencheurs possibles et cela soit par une rupture de la tolérance
aux autoantigenes présentés dans le contexte inflammatoire de I'infection soit par I'induction de
réponses adaptatives contre des épitopes du pathogéne qui reconnaissent aussi les antigénes du
soi a cause d’'un mimétisme moléculaire entre les deux catégories d’antigénes. Le role de
I'immunité antimicrobienne a été également évoqué afin d’expliquer les différences dans la
prévalence de ces maladies entre les pays développés et ceux en voie de développement. Dans ce
cas, un fonctionnement moins optimal du systeme immunitaire a cause d’une exposition moins
importante aux pathogénes dans les pays développés a été proposé comme facteur potentiel du
déclenchement des MAI. Les développements récents des techniques a haut débit de séquencage
de 'ADN qui ont permis le séquencage du microbiome humain ainsi que la compréhension
croissante du réle du microbiote, notamment intestinal, dans I'homéostasie de la réponse
immunitaire (Fig. 29) ont suscité un nombre, qui ne cessent de croitre, d’études qui investiguent le
lien potentiel entre microbiote et MAI. Le réle du microbiote est investigué dans des modeles
murins et chez ’homme dans des MAI de l'intestin, dans d’autres MAI a distance de l'intestin
comme les diabéte de type 1 (T1D) et dans des MAI systémiques comme la RA, I'AS et les maladies

lides a cette derniere[347-349].

Plusieurs maladies autoimmunes ont une incidence plus élevée chez la femme ; pour certaines de
ces maladies >85% des patients sont des femmes[350]. Alors que le sexe peut influencer la
réponse immunitaire par différents mécanismes impliquant directement I'action des hormones
sexuelles sur des populations cellulaires de I'immunité, plus récemment il a été proposé que les
hormones peuvent influencer le développement des maladies autoimmunes par I'intermédiaire de
leur effet sur le microbiote[350]. Par exemple, dans le modele de développement spontané de
T1D NOD (nonobese diabetic), la tendance supérieure des souris femelles a développer la maladie
est réduite lorsque ces souris sont axéniques[351]. De plus, dans ce méme travail une différence
dans la composition du microbiote entre les souris males et femelles a été mise en évidence et

cette différence a pu étre réduite par castration. Chez ’homme l'influence des hormones sur la
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composition du microbiote a été suggérée par des études chez des jumeaux monozygotes[352]. Le
degré de proximité dans la composition du microbiote entre les jumeaux durant I’enfance était le
méme qu’ils soient du méme sexe ou pas. A la puberté, le degré de proximité était plus important

entre les jumeaux du méme sexe qu’entre ceux de sexes Opposés.
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Figure 29. Homéostasie du microbiote intestinal dans I’état physiologique.

Les maladies inflammatoires de l'intestin (IBD, inflammatory bowel diseases) incluent la maladie
de Crohn (CD, Crohn’s disease) et la colite ulcéreuse (UC, ulcerative colitis), qui touchent ensemble
plus de 3,6 millions personnes[353]. Le lien entre ces maladies et la flore intestinale est étudié
depuis de nombreuses années, probablement a cause de leur localisation dans un organe en
proximité directe du microbiote. Dans ces maladies, des anticorps sériques spécifiques de
différents microbes ont été mis en évidence[354]. Cependant, les études divergent quant a
I'interprétation du réle des perturbations de I'immunité au microbiote observées dans les IBD.
Certaines études proposent que celles-ci sont une conséquence de I'inflammation chronique dans
ces maladies et d’autres, au contraire, proposent que ces perturbations ainsi que la rupture de la
barriere épithéliale participent a I'enclenchement de la maladie[355]. Les études récentes de

métagénomique montrent un déséquilibre structurel, ou dysbiose, qui se produit et une tendance
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générale a la réduction de la biodiversité, en particulier une diminution de la représentation de
plusieurs taxons dans le phylum  Firmicutes, et une augmentation des
Gammaproteobacteria[356,357]. Certains bactéries peuvent au contraire étre enrichies, comme
une souche de E. coli particulierement adhérente et invasive, qui a été isolée de l'iléon des

patients atteints de CD[358] et qui est aussi retrouvée chez les patients souffrant d’UC[359].

Un deuxiéme groupe de bactéries adhérentes et invasives est constitué par les Fusobacteria.
Fusobacterium spp. a été trouvé abondant dans la muqueuse colique des patients atteints d'UC
par rapport aux individus contréle[360,361]. Dans le diabéte de type 1, une MAI spécifique
d’organe mais dont la cible, le pancréas, n’est pas directement en lien avec le microbiote,
plusieurs études réalisées chez 'homme ont suggéré une association entre le microbiote intestinal
et le risque de développer la maladie[362]. En particulier, il a été montré que les enfants affectés
de T1D ont une faible représentativité en bactéries productrices de butyrate[363]. De plus, les
enfants avec une propension au diabéte ont un déséquilibre, avec une augmentation des
Bacteriodetes et une réduction des Firmicutes, qui s’installe au fil du temps dans la petite enfance.
Cette composition du microbiote est opposée a celle observée dans les sujets contréles[363—365].
Cependant, il ne semble pas qu'il ait une seule espece de la communauté microbienne intestinale
qui puisse étre identifiée comme agent causal de la maladie. Au contraire, chez les individus
génétiquement prédisposés, des preuves émergentes indiquent qu’une dysbiose dans le
microbiote intestinal et l'interruption de la colonisation microbienne tét dans la vie, méme dés la
naissance ou dans la période néonatale, serait associée a I'émergence et a la progression du T1D.
En appui a cette hypothése, les bébés nés par césarienne ont un risque accru de développer un
T1D[366,367]. La spéculation est que l'accouchement par césarienne est associé a un manque
d'exposition a un certain type de microbiote résultant en un risque d'autoimmunité future chez les

individus génétiquement prédisposés.

Le microbiote a également été incriminé dans la physiopathologie de MAI systémiques comme les
spondylarthropathies et la polyarthrite rhumatoide[349]. La spondylarthrite ankylosante (AS) et le
rhumatisme psoriasique (PsA) ont des manifestations cliniques hétérogénes rendant le diagnostic
difficile, ont HLA-B27 comme facteur génétique de prédisposition et sont parmi les MAI ou les
Tyl7 et leur cytokine pro-inflammatoire principale, I'IL-17, jouent un réle important. Ces deux
maladies peuvent aussi apparaitre en association avec I'IBD. Le r6le du microbiote dans ces

maladies a été proposé dans des modeéles expérimentaux chez I'animal. Dans les modeéles de rats
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transgéniques qui expriment HLA-B27 et la B2-microglobuline humaine une maladie équivalente a
I’AS se développe spontanément[368]. Cependant, le maintien de ces mémes animaux en
conditions GF abolie le développement de la maladie[369]. La colonisation de ces animaux par
différentes especes de Bacteroides suffit a enclencher la maladie[370]. Une étude
particulierement intéressante a montré que I'expression d’HLA-B27 chez le rat altere Ia
composition du microbiote, avec une augmentation des espéces Prevotella et une diminution de
Rikenellaceae et Akkermansia, méme avant l'apparition des signes de la maladie. Cette étude
suggere donc que le facteur génétique prédisposant a la maladie altere la composition du

microbiote[371].

A ce jour, il y a eu peu d'études exhaustives du lien entre le microbiome et ces maladies chez
I'homme. Klebsiella pneumoniae, Bacteroides vulgatus, et les bactéries réductrices de sulfate (SRB,
sulfate reducing bacteria), par exemple Desulfovibrio desulfuricans, ont été impliquées dans la
pathogenese de I'AS et de la rectocolite hémorragique. Les SRB sont retrouvées en plus grand
nombre dans les matieres fécales de patients atteints d’AS[372] et dans les cOlons des patients
atteints d’IBD[373], et il a été postulé que le sulfure d'hydrogene produit par les SRB initie des

|ésions de la muqueuse résultant dans une augmentation de la perméabilité de l'intestin[372,373].

Méme si l'augmentation de la colonisation intestinale avec des espéces de Klebsiella a été
rapportée par plusieurs études[374], d’autres ont échoué a démontrer une augmentation fécale
de la bactérie ou une augmentation des réponses immunitaires cellulaires ou humorales a

Klebsiella.

La polyarthrite rhumatoide (RA) est une MAI systémique chronique caractérisée par une
inflammation synoviale et une érosion de l'os et du cartilage, progressant vers une invalidité
fonctionnelle[375,376]. Les signes biologiques de I'autoimmunité dans la PR sont détectables des
années avant que l'apparition des manifestations cliniques. Les auto-anticorps circulants contre les
peptides cycliques citrullinés (ACPA, Anti-citrullinated protein antibodies) et le facteur rhumatoide
(RF, rheumatoid factor) sont détectables jusqu'a une décennie avant I'apparition clinique de la
maladie[377]. La littérature récente soutient I'association entre la PR et la dysbiose, avec un
intérét particulier dans les études les plus anciennes dans le microbiote parodontal. Les modeéles
animaux indiquent que les pathobiontes parodontaux comme Porphyromonas gingivalis et
Porphyromonas nigrescans augmentent considérablement la gravité de l'arthrite induite par le

collagene (CIA), un modele murin de PR, avec une corrélation entre I'induction d'IL-17 par les
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bactéries et l'intensité de [I'érosion osseuse[378]. De plus, chez I'homme, les patients
nouvellement diagnostiqués ont une prévalence plus élevée de parodontite sévere malgré leur
jeune age, la rareté d’antécédents de tabagisme et une routine normale d'hygiene buccale[379].
De plus, les patients atteints de PR souffrent de parodontites[380] et la sévérité de la maladie
parodontale est corrélée avec I'activité de la PR[381]. Au contraire, les patients qui regoivent un
traitement pour la PR montrent des améliorations parodontales avec une diminution
concomitante des ACPA, des anticorps anti-P. gingivalis[382] et des cytokines pro-inflammatoires

telles que le TNF-a[383].

Cependant, il reste encore a déterminer si la maladie parodontale précéde le développement de la
PR, ou si la parodontite est une caractéristique extra-articulaire de la PR, et dans ce cas, les tissus
parodontaux et les articulations sont des cibles préférentielles des mémes effecteurs auto-
immuns. Pour explorer cette relation, Marchesan et al. ont utilisé le modeéle de souris CIA et ils ont
montré qu’une infection par P. gingivalis augmente la gravité des manifestations articulaires et est

associée a un profil de cytokines pro-inflammatoires liées notamment a la voie T;17[384].

Un point particulierement intéressant dans le cas de P. gingivalis est |la présence d’un gene codant
pour une peptidylarginine déiminase nécessaire a la conversion des résidus arginine en citrulline
et qui n'a pas été décrit pour le moment dans d’autres procaryotes. Ainsi, P. gingivalis pourrait
étre impliquée dans la pathogenése de I'auto-immunité en facilitant la génération de protéines
citrullinées qui peuvent favoriser la perte de la tolérance immunitaire et la production d’ACPA.
L’hypothése émise suite a ces travaux propose que P. gingivalis pourrait contribuer a l'initiation de
la maladie chez des personnes ayant par ailleurs d’autres facteurs de prédisposition, par exemples
génétiques. D’autres études, plus récentes, ont lié la PR a une dysbiose cette fois intestinale.
Vaahtovuo et al. ont identifié une dysbiose du microbiote fécal, caractérisée par une diminution
des Bifidobactéries et des Bacteroidetes, chez les patients atteints de PR nouvellement
diagnostiqués par rapport aux témoins[385]. De méme, le séquencage des genes codant pour
I’ARN 16s dans les prélévements fécaux a montré que les patients atteints de RA portent un
entérotype distinctif de microbiote intestinal caractérisé par une abondance de Prevotella copri et
un mangque relatif de Bacteroides[386]. P. copri corréle avec la sévérité de la maladie mais son réle

dans l'initiation ou la progression de l'auto-immunité reste largement inexploré (Fig. 30).
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Figure 30 : Effets proposés de la dysbiose dans des MAI systémiques.

Alors que dans leur ensemble ces études suggerent un lien entre le microbiote et des MAI
spécifiques d’organe et systémiques, I'exploration du réle de ces perturbations en terme de
mécanismes immunitaires impliqués n’est qu’a ses débuts. De plus, il sera nécessaire de
comprendre si ces perturbations sont causales de la maladie, si elles en sont une conséquence qui
influence tout de méme les réponses immunitaires et/ou I'inflammation chronique associée, ou si

ces différents effets peuvent coexister.

IV.4. Les bactéries segmentées filamenteuses et le systéme immunitaire

Le terme « bactéries segmentées filamenteuses » (SFB, segmented filamentous bacteria) a été
utilisé pour décrire des bactéries de forme filamenteuse fixées a la muqueuse épithéliale digestive
d’un nombre d'invertébrés et de vertébrés observées par microscopie[387-389]. La forme de ces

94



bactéries était a la base du nom qui leur a été attribué afin de les classifier, "Candidatus
Arthromitus" (du grec "fil articulé"). L'amplification des génes codant pour I’ARN ribosomique
(ARNTr) 16S des filaments bactériens prélevés de l'intestin de termites a permis de les classifier
dans une lignée distincte dans la famille des Lachnospiraceae, qui fait partie de l'ordre des
Clostridiale[390]. Le séquencage du génome complet des SFB colonisant I'intestin de souris et de
rat a permis de confirmer leur phylogénie comme groupe unique parmi les Clostridia[391-393].
Des études récentes sur les fonctions de ces bactéries ont permis de démontrer qu’elles jouent un
réle unique dans le développement du systeme immunitaire intestinal qui ne pouvait pas étre
récapitulé par un microbiote complet dépourvu de SFB[389]. Ces observations ont inspiré une
proposition de changement de leur nom vers Arthromitus immunis[392], qui permettrait de
refléter leur importance dans I'immunité.

Les SFB des vertébrés partagent un degré élevé des similitudes morphologiques[394-396]. Les
études de microscopie ont montré que ces bactéries possedent une structure unique qui assure
leur attachement aux cellules de I’'h6te (cellules épithéliales et cellules couvrant les plaques de
Peyer, y compris les cellules M)[394,397].

Les SFB murines colonisent de facon prédominante l'iléon terminal et le caecum, la colonisation
baisse en direction de l'intestin gréle proximal et n'a pas été observée dans le gros intestin,
excepté chez les souris mono-associées[398]. Au niveau temporel, cette colonisation intervient au
moment de 'allaitement chez la souris et les nombres de bactéries commencent a baisser apres
guelgues semaines[398]. Les études de microscopie électronique réalisées durant les années
1970s ainsi que des études fonctionnelles et génomiques réalisées plus tardivement ont permis de
proposer un schéma possible du cycle de vie de ces bactéries qui ne semblent pas suivre un
schéma classique de reproduction par fission binaire[389,399] (Fig. 31). Les spores transmises aux
nouveau-nés germent dans l'intestin et produisent des bactéries unicellulaires dont la forme est
apparentée a celle d’'une larme et qui ont été qualifiées de descendants intracellulaires (IO,
intracellular offsprings)[394,395,399]. Les |0 libérés lors de la germination peuvent utiliser la
motilité d’un flagelle pour atteindre la surface de I'épithélium de I'intestin gréle[391].

Elles vont ensuite s’attacher aux cellules intestinales, par la structure qui fonctionne comme un
« crampon », et induire des réarrangements d'actine au niveau de la cellule cible. Cette fixation,
permet ensuite la croissance des bactéries et leur division qui commence par la formation d’une
cloison transversale. Les filaments continuent de croitre a partir de leur extrémité libre. Une

deuxieme série de segmentation commence alors a partir de |'extrémité libre en divisant chaque
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segment primaire en deux. Intervient ensuite une étape de différenciation avec une division des
segments secondaires en deux cellules de taille inégale avec une cellule mere qui engloutit la
cellule fille plus petite. Les cellules filles se divisent a I'intérieure des cellules meres et forment
deux Ol. Dans des conditions de croissance continue dans l'intestin, les septa des cellules méres
qui séparent les compartiments individuels des 10 dégénérent pour former un tube creux duquel
les 10 sont libérés a I'extrémité distale terminant ainsi le cycle de vie au sein de I'h6te avec les 10
ainsi libérés qui vont pouvoir s’attacher aux cellules intestinales et démarrer un nouveau cycle de
filamentation et de différenciation[387,394,396]. En conditions de stresse, chaque deux IO au sein
de la cellules méres poursuivent leur développement en spores qui seront libérées et qui

permettront la transmission a un nouvel hote aprés passage par les matieres fécales[394,400,401].
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Figure 31 : Cycle de vie proposé des SFB dans I'intestin de I’h6te.

Ce cycle et notamment la nécessité de s’attacher aux cellules intestinales semblent étre en lien
avec plusieurs particularités des SFB. L’attachement aux cellules intestinales semble conférer une
spécificité bactérie-hote. Il a été en effet observé que les SFB de souris sont incapables de
coloniser l'intestin de rat et vice versa[402]. Cette spécificité suggere que |'attachement implique
des interactions spécifiques type ligand-récepteur. De plus, il semblerait que cet attachement
implique également une réaction spécifique et active des cellules de I’'h6te avec une condensation

de I'actine au point d’ancrage. De tels événements sont censés représenter un signal de danger
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pour le systeme immunitaire de I'hote. Et en effet, il a été récemment montré que ce mode
d’attachement avait des conséquences sur I'immunogénicité de ces bactéries[403,404].

De maniere générale, I'adhésion a la muqueuse intestinale est une caractéristique typique des
agents pathogenes, mais un trait inhabituel pour des commensaux. Cependant, la colonisation par
SFB ne provoque pas une inflammation pathologique mais est plutét associée a une meilleure
protection contre les agents pathogenes intestinaux et a un réle central dans la maturation
postnatale de la barriére immunitaire intestinale.

L’analyse récente des génomes complets des SFB associées a I'intestin de souris et de rat a révélé
gu’il s’agit de génomes de taille réduite en comparaison a ceux d’autres commensaux[391-393].
Les analyses de génomique fonctionnelle ont révélé que ce génome réduit résulte dans une
auxotrophie de ces bactéries que ce soit au niveau de la synthése d’acides aminés, de vitamines,
de cofacteurs ou d’acides nucléiques[391—-393,405]. Ces résultats suggerent leur dépendance
nutritionnelle de I'h6te, de son alimentation ou d’autres microorganismes commensaux qui
cohabitent avec les SFB dans I'intestin. Basé sur ces caractéristiques, il a été proposé que les SFB
se placeraient entre le statut de symbiote obligatoire et celui de symbiote facultatif[389].

La réponse immunitaire stimulée par les SFB a surtout été étudiée chez la souris. Les SFB sont
capables d’induire une réponse humorale a dominance IgA, elles activent les lymphocytes T intra-
épithéliaux et elles stimulent une réponse T CDA4. La colonisation par les SFB augmente le nombre
plasmocytes sécréteurs d’IgA au niveau de l'intestin et de la rate ainsi que le taux d’IgA dans les
sécrétions intestinales et dans le sérum[406]. Cette activation de la réponse immunitaire humorale
est en accord avec I'activation importante, mais transitoire, des centres germinatifs an niveau des
plagues de Peyer[407]. L'étude de la spécificité antigénique des IgA induite par la colonisation des
souris par des SFB a montré qu’une petite fraction des IgA était spécifique de la bactérie[408].
Méme si les IgA spécifiques représentent une minorité des IgA induites par AFB, I'étude des IgA
qui couvrent ces bactéries dans l'intestin a révélé cependant qu’a I'inverse des IgA qui couvrent la
majorité des commensaux qui sont pour la plupart indépendantes des lymphocytes T, les IgA qui
couvrent les SFB semblent dépendantes des lymphocytes T[409].

L'ensemble de ces résultats semble donc compatible avec une induction d’une réponse
lymphocytaire T CD4 spécifique de la bactérie et qui fournirait les fonctions auxiliaires nécessaires
au développement de la réponse humorale spécifique. Deux études pionniéres ont permis de
mettre en évidence les role majeur des SFB dans I'induction des réponses T CD4 notamment de

type Tyl17[327,329]. Les Ty17, contrairement aux autres populations de lymphocytes T CD4, ne
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sont pas détectables dans l'intestin de souris axéniques. Cette population est importante pour
I'homéostasie intestinale et représente environ 2-5% des cellules T CD4" de la LP & I'état
d'équilibre, une fréquence largement superieure a celle observée dans la circulation. Dans ces
deux études initiales les SFB ont été identifiées comme des bactéries ayant la capacité d’induire
des fréquences de cellules T417 intestinales apres colonisation des souris axéniques qui étaient
équivalentes a celles observés dans les souris SPF[327,329]. De facon remarquable, Gaboriau-
Routhiau et collegues ont montré que ces niveaux ne pouvaient étre atteint par une colonisation
des souris axéniques avec un microbiote complet dépourvu de SFB[329]. Cette méme étude a
également montré que l'effet de la colonisation par les SFB ne se limitait pas aux Tyl7 mais
influengait également les niveaux de lymphocytes T CD4 producteurs d’IFN-y et d’IL-10 ainsi que

ceux des lymphocytes FOXP3" (Fig. 32).
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Figure 32 : Induction des réponses T CD4 suite a ’'adhérence des SFB aux cellules intestinales

Une étude plus récente a montré que les SFB sont capables d’induire une population de
lymphocytes Treg Helios™ intestinaux caractérisés par I’expression, en plus de FOXP3, de RORyt le
facteur de transcription des T417[410]. Les bases mécanistiques du lien entre la colonisation par
les SFB et la fréquence élevée de cellules T CD4 IL-17" au niveau de l'intestin ont été récemment
investiguées. Sano et collégues ont montré que la colonisation par les SFB induit la différenciation

des Tyl7 au niveau des ganglions lymphatiques mésentériques. Ils ont montré de plus que la
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capacité des cellules T417 a produire de I'lL-17 était particulierement accrue au niveau de l'iléon,
ou le contacte direct des SFB avec les cellules épithéliales induit la production des protéines
amyloides sériques 1 et 2 qui a leur tour augmentent la production d’IL-17 par les cellules
RORYt*[403]. Une deuxiéme étude a montré que la réponse Ty17 était dépendante pour les SFB,
comme pour certaines bactéries pathogéniques, de leur capacité a s’attacher aux cellules
épithéliales intestinales[404]. Finalement, alors que les deux études initiales avaient déja montré
la spécificité pour les SFB des lymphocytes T CD4 induits par la colonisation des souris axéniques
par ces bactéries[327,329], une étude ultérieure a permis de renforcer ces données en identifiant
les protéines immunogéniques des SFB murines ainsi que les épitopes reconnus par les clonotypes
Tw17 majeurs induits apres colonisation[411]. Les SFB sont également impliquées dans I'induction
d’autres populations de lymphocytes T. Notamment, la colonisation des souris axéniques par les
SFB induit un doublement des lymphocytes Ty6 intra-épithéliaux et une augmentation massive (x
15) des lymphocytes T CD8 TCRap intra-épithéliaux[332,412]. Cependant, le taux lymphocytes T
CD8 TCRaf intra-épithéliaux dans les souris mono-colonisées SFB était inférieur a celui observé
dans les souris colonisées par un microbiote murin complet[413].

Une question majeure est bien slr celle du ou des role(s) physiologique(s) joué(s) par les réponses
immunitaires coordonnées stimulées par les SFB. Plusieurs lignes d’évidence indiquent que ces
réponses ont pour rble de limiter la colonisation par les SFB sans pour autant éliminer
complétement ce commensal. Des mécanismes dépendants de l'immunité innée ont été
incriminés dans controle des SFB. En effet, un déficit dans la lectine antimicrobienne sécrétée
Reg3y (souris Reg3y'/'), dont I'activité microbicide est spécifique in vitro aux bactéries a Gram
positif, est associé a une augmentation des bactéries a Gram positif dans I'intestin incluant les
SFB[414]. En appui de ce r6le dans le cadre de la colonisation SFB, il a été montré que ces
bactéries augmentent la production de Reg3y[327,329,415]. De plus, une des cytokines impliquée
dans I'induction de Reg3y et d’autres molécules microbicides est I'lL-22[416]. Hors, dans les souris
Ahr” qui sont dépourvues de cellules innées lymphoides (ILC, innate lymphoid cells) de type 3 qui
font partie des cellules produisant I'lL-22 dans l'intestin, une prolifération importante de SFB est
observée. Cette proliferation peut cependant étre corrigée par I'administration d’IL-22[417,418].
Le réle de I'IL-22 dépasse probablement l'induction de Reg3y mais reste non complétement
élucidé. L'IL-22 sécrétée par les ILC3 en réponse au SFB a été récemment impliqué dans la
sécrétion par les cellules épithéliales intestinales des protéines amyloides sériques 1 et 2 qui,
comme indiqué ci-dessus, augmentent la production d’IL-17 par les cellules RORyt"[403].
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Ce role de I'lL-22 pourrait faire le lien entre la réponse immunitaire innée et la réponse adaptative
stimulées par les SFB. Cette derniére a également été impliquée dans le contréle des SFB puisque
dans les souris nues (athymiques) ou SCID la prolifération des SFB est prolongée dans le
temps[398,419]. Le role des réponses lymphocytaires T pourrait étre direct, méme si des données
soutenant un tel réle n’ont pas été publiées. Le role des réponses T pourrait étre indirect a travers
I'aide a la production d’IgA spécifiques dont le role dans le controle de la croissance des bactéries
ou leur attachement a I’épithélium a été montré[420].

Un effet protecteur des SFB contre la colite induite par des bactéries pathogéniques a été
montré[327]. A l'inverse, la colonisation par les SFB dans des modéles murins d’autoimmunité
permet d’induire les symptomes de la maladie et récapitulent I'effet d’un microbiote
SPF[335,421]. Dans le modele d’arthrite auto-immune le r6le des SFB dans le développement de la
maladie a été assigné aux lymphocytes T IL-17". Il a été proposé que I'lL-17 contribue a la
formation des centres germinatifs spléniques et a la production d’auto-anticorps[335]. En appui du
role systémique de cellules Tyl7 spécifiques des SFB qui se différencient dans les ganglions
lymphatiques mésentériques, ces cellules sont détectés, par des tetrameres spécifiques, dans le
cOlon de souris colonisées[411]. De plus, apres transfert adoptif de lymphocytes T CD4 naifs
transgéniques qui expriment un TCR spécifique d’un épitope SFB, ces cellules sont détectées au
niveau du colon et de la rate ou elles ont un phénotype mémoire avec une partie d’entre elles
(80% dans le colon et 40% dans la rate) exprimant RORYyt[411]. Une étude plus récente réalisée
dans le modele d’arthrite auto-immune propose que l'augmentation des auto-anticorps apres
colonisation par les SFB est due au développement d’une réponse Ty dans les plaques de Peyer
[422]. Dans un autre modéle de maladie autoimmune, celui de I'encéphalomyélite auto-immune
induite par vaccination avec ['épitope immunodominant de la glycoprotéine myéline
oligodendrocyte dans de I'adjuvant complet de Freund, la mono-colonisation par SFB aggrave la
maladie avec une augmentation au niveau de la moelle épiniere de lymphocytes T CD4 produisant
de I'lL-17, de I'IFN-y ou les deux ainsi que de certains Treg. Dans ce modele les SFB récapitulent les
effets d'un microbiote SPF mais avec moins d'intensité[421]. Dans leur ensemble ces études
suggerent fortement que les réponses immunitaires adaptatives induites par les SFB pourraient
avoir un role systémique qui dépasse donc le cadre strict de I'immunité intestinale.

Les SFB représentent pour le moment un exemple qui reste unique d’une bactérie capable de
stimuler une réponse immunitaire innée et adaptative qui semble essentiel pour le

développement postnatal du systéme immunitaire intestinal. Cette méme réponse contréle la
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prolifération de ces bactéries sans pour autant les éliminer complétement. Lorsque ces réponses
sont exagérées, elles pourraient jouer un role pathogénique systémique comme le suggérent les
modéles de maladies auto-immunes cités ci-dessus.

L'importance des SFB pour le développement de I'immunité intestinale chez la souris ensemble
avec la présence de ces bactéries dans plusieurs especes a travers le régne animal a suscité la
recherche de preuves de leur présence dans l'intestin chez ’'homme et I'investigation des réles
gu’elles pourraient jouer dans le développement de I'immunité intestinale ou dans la pathologie
notamment auto-immune[423]. Les études de microscopie réalisées au début des années 1990s et
ayant identifié les structures filamenteuses segmentées caractéristiques de ces bactéries chez
plusieurs especes animales les avaient aussi retrouvé chez ’'homme[388]. Des densités élevées de
structures SFB-like ont été identifiées plus récemment dans des échantillons de valves iléo-
caecales de patients souffrant de colite ulcérative mais pas chez des patients atteints de la maladie
de Crohn ou chez des patients ne présentant pas de signes d’inflammation intestinale[424].
L’analyse par PCR des genes codant pour les ARNr 16S du contenu intestinal a indiqué dans une
étude la présence de SFB dans l'intestin chez ’'homme dans les premiéres années de vie entre
I’age de 2 et 3 ans avec un déclin chez les sujets plus agés[425]. Dans une autre étude cependant,
les génes des ARNr 16S de SFB étaient détectables dans les échantillons intra-muraux de colon de
patients souffrant de maladie inflammatoire de I'intestin (IBD, inflammatory bowel disease) mais
pas dans les échantillons prélevés au niveau de la surface[426]. Alors que ces différentes études
apportent une indication d’une possible colonisation de l'intestin humain par des SFB ou des
bactéries apparentées, la présence des SFB chez ’'homme a été remise en question puisque la
recherche de séquences homologues a celles du génome des SFB murines dans les données de

métagénomique du microbiote humain n’a pas permis d’identifier d’homologies[393].
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Objectifs de la these et approche expérimentale
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Afin d’assurer leurs roles dans le maintien de la tolérance au soi et la modulation des réponses
immunitaires permettant ainsi de protéger les tissus normaux au cours de ces réponses, deux
populations de Treg, les nTreg et les iTreg, se sont spécialisées par leur ontogénie et spécificité
antigénique. La compréhension des roles respectifs des deux populations a I'état physiologique,
dans la tolérance au soi, la tolérance du microbiote et la régulation des réponses aux pathogeénes,
ainsi que dans les pathologies ou elles sont impliquées, comme le cancer ou les maladies
autoimmunes, est rendue difficile par leur quasi-identité phénotypique. Ceci est particulierement
vrai chez I'homme ou il n’est pas possible de réaliser les manipulations génétiques permettant
d’affecter le développement ou les fonctions de I'une ou de I'autre des deux populations afin d’en
investiguer les conséquences physiologiques et pathologiques. La population de iTreg est de plus
liée a celle des cellules Ty17 qui ont, a I'inverse des Treg, des fonctions pro-inflammatoires (Fig.
33). De facon intéressante, les populations iTreg et T417 sont particulierement abondantes dans
les muqueuses, notamment la muqueuse intestinale, et sont toutes les deux liées au microbiote

qgui semble, chez la souris, jouer un réle majeur dans leur ontogénie.

Inflammatory response Suppression of T effectors
Role in autoimmune disease Self tolerance

(Ayyoub M. et al, PNAS 2009)
(Raffin C. et al, J Immunol. 2013)
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Figure 33. Equilibre entre lymphocytes effecteurs et regulateurs. L'équilibre entre les populations de cellules pro- et anti-
inflammatoires T CD4 est un facteur déterminant dans la capacité de notre systeme immunitaire a nous défendre contre les agents
pathogénes, tout en évitant d'attaquer les tissus normaux. Deux populations importantes pour le maintien de cet équilibre sont les
T417, qui produisent la cytokine pro-inflammatoire IL-17 et sont impliquées dans la pathogenése des maladies autoimmunes, et les
cellules Treg FOXP3", qui contrdlent les réponses immunitaires et participent & maintenir la tolérance au soi. En dépit de leurs
fonctions apparemment opposées, Treg et Ty17 sont étroitement liées.
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Les populations iTreg et nTreg sont toutes deux définies par I'expression de CD25 et de FOXP3 et
par le manque d’expression de CD127. L'expression du facteur de transcription Helios caractérise
les nTreg, méme si le lien strict entre Helios et nTreg n’est pas nécessairement complétement
accepté. En plus de cette identité phénotypique des deux populations, aujourd’hui la spécificité
antigénique des deux populations reste inconnue. Il est accepté, surtout grace a des données
obtenues dans les modeles murins, que les nTreg ont une affinité élevée pour les antigénes du soi
et que les iTreg se développent en grande partie dans lintestin en réponse au microbiote.
Cependant, les antigénes cibles des iTreg restent inconnus méme si les expériences réalisées chez

la souris suggérent qu’il s’agit d’antigénes dérivés du microbiote.

Avec I'objectif de contribuer a la compréhension des réles respectifs des populations de nTreg et
iTreg humaines, dans le travail expérimental de ma these j’ai abordé deux questions relatives a ces
populations. Dans la premiere partie j’avais comme objectif I'identification de mécanismes ou de
voies permettant de cibler de facon différentielle ces deux populations. Dans la deuxieme partie
du travail, j’ai étudié la réponse immunitaire au SFB dans le but d’investiguer le réle du microbiote
dans le développement et la spécificité des iTreg. Dans les deux parties du travail, j’ai abordé Ila

population de iTreg en prenant en compte ses liens étroits avec la population T17.

V. 1. a. Partie |: Etude de I’expression de I’enzyme immunosuppressive IL411 dans les TH17 et les
lymphocytes T régulateurs.
Dans la premiere partie de la thése je me suis intéressée a l'identification de voies pouvant

permettre de cibler de facon différentielle les deux populations de Treg, naturelles et induites.

Afin d’identifier des voies ou des mécanismes qui interviennent spécifiquement dans la
physiologie des iTreg, je me suis basée sur les liens étroits entre les populations de iTreg et de
Ty17. En effet, mon équipe d’accueil a etudié la relation entre ces deux populations chez I’homme.
Notamment, rapidement aprés la mise en évidence du role primordial du TGF-B dans la
différenciation des Ty17, I’équipe s’est basée sur I'importance de cette méme cytokine pour le
développement des Treg pour explorer le lien entre les deux populations. lls ont dans un premier
temps montré que les cellules Treg humaines mémoires pouvaient se convertir en cellules FOXP3~
qui produisent de I'lL-17 et cela lorsqu’elles sont stimulées en conditions inflammatoires,

notamment en présence d’IL-13[160]. Ils ont ensuite montré la relevance de ce lien in vivo en
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montrant qu’une sous-population de Treg mémoires exprimait ex vivo le facteur de transcription
des Ty17, RORyt, et sécrétait de I'lL-17 tout en ayant des fonctions suppressives[158]. Ce lien était
renforcé par les données de I'équipe montrant que la différenciation des Ty17 in vitro avait
préférentiellement lieu a partir de la population de Treg naives en comparaison aux cellules T CD4
conventionnelles CD257(162]. L'identification de Helios comme marqueur potentiel des
nTreg[141], a fourni la possibilité d’affiner I'exploration du lien entre Treg et Ty17. Mon équipe
d’accueil a montré que la population de cellules FOXP3" qui sécrétent I'lL-17 ex vivo était des iTreg
Helios' [144]. Dans une étude précédente et se basant sur le role spécifique de I'lL-1 dans la
conversion des Treg en Ty17, ils avaient montré que le récepteur de type | de I'lL-1 (IL-1RI) était
plus fortement exprimé dans les Treg par rapport aux lymphocytes T conventionnels CD25" et, de
facon importante, que les cellules FOXP3*IL-17" étaient contenues dans la fraction de Treg IL-
1RI*[427]. En combinant ces deux observations, ils ont mis au point un marquage basé sur I'IL-1RI
et d’autres marqueurs de surface et qui permettait de séparer des populations viables de Treg
Helios™ et Helios™ et de les caractériser (Fig. 34)[144]. Un des résultats marquant de cette étude
était la démonstration que les Treg Helios™ exprimaient Aiolos, un autre membre de la famille de
facteurs de transcription lkaros, qui avait été associé dans des modeéles murins avec le
développement des Ty17 et des iTreg[145,428]. Cette étude a permis de conforter I’'hypothese de
I’expression spécifique de Helios dans les nTreg, au moins en conditions « steady state » et de
fournir une stratégie expérimentale permettant de séparer et d’étudier les deux populations de
Treg. Dans cette partie de mon travail expérimental, j’ai utilisé cette stratégie pour séparer ces

deux populations cellulaires.

105



A Total memory MTreg Mconv
w: | 20.8]77.7
1.3]0.2

Il Il’ LWL l
010> 10°

103 104
10°

0.6]1.1
97.3|1.0

102

youd 1

102
Juood voud vl o

FOXP3
FOXP3

Helios Helios

75

% [ MTreg

.z 50 [ IL-1RI* CM Treg
g - [ IL-1RI"CM Treg
=5 B IL-1RI"EM Treg
P

0
C CM conv IL-1RI* CM Treg IL-1RI"CM Treg IL-1RI" EM Treg

1.1]0.7 6.5]89.6
41, Tzl 10

T ||"|| T : m
010 10°

FOXP3

Helios

Raffin C,, Ji, 2013

Figure 34: L’expression de I'IL-1RI permet de distinguer les populations Helios* et Helios de Treg humaines. A) Des cellules T CD4 +
ont été marquées avec des anticorps anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127, -LA-1RI, -FOXP3 et -Helios, et analysées par cytométrie de
flux. L’expression de CD25 et CD127 dans les cellules mémoires (CD45RA-) T CD4" définit les MTregs (CD25" CD127'°W) et les cellules
mémoires conventionnelles (Mconv; CD25’). L’expression de FOXP3 et de Helios est montrée pour les MTregs et les Mconv. (B) Le
graphique montre I'expression de I'lL-1RI et CCR7 dans les cellules mémoire Tregs (CD45RA'CD25+CD127'°W) pour un donneur
représentatif. L’expression de Helios a été évaluée dans les MTreg, les cellules Treg IL-1RI* CM (CD45RA™ CCR7"), IL-1RI" CM Treg, et
IL-1RI" EM (CD45RA'CCR7’) Treg. Les proportions de cellules Helios” dans chaque population sont récapitulées (n = 5). (C) Les
cellules T CD4" ont été marquées avec anticorps anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127 et -the-1RI et triées par cytométrie en flux en
populations CM conv (CD45RA'CCR7" CD257), CM Treg IL-1RI", CM Treg IL -1RI" et EM Treg IL-1RI". Aliquotes de populations triées
ont été marquées avec des anticorps anti-FOXP3 et -Helios, et analysées par cytométrie de flux. L’expression de Helios et FOXP3
dans les populations triées est montrée pour un représentant sur trois donneurs.

Les Treg assurent leurs fonctions suppressives a travers de multiples mécanismes qui sont résumés
dans l'introduction de ce manuscrit. Les activités de certaines enzymes participent, pour certaines
populations de Treg, a leur activité suppressive. Par exemple, |'ectonucléotidase CD39 est
exprimée par les Treg et pourrait participer a leur activité suppressive par la modulation de
I’adénosine dans le milieu extracellulaire[119]. De facon intéressante, CD39 en association a une
autre ectonucléotidase, CD73, est exprimée par les Tyl7 murines générées in vitro et il a été
proposé que ces deux enzymes conférent des propriétés suppressives aux Tyl7 qui pourrait
expliquer le réle pro-tumoral de ces cellules dans certains modeéles murins et certaines tumeurs

humaines[429,430]. Récemment, I'enzyme immunosuppressive [L4l11, dont I'expression a été
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initialement décrite dans les lymphocytes B sous le controle de I'lL-4[253,258] et dans les cellules
dendritiques sous le controle de signaux pro-inflammatoires[431], a été identifiée comme étant
spécifiguement exprimée dans les Ty17 et absente des Ty1 chez ’lhomme[88]. Son expression dans
les T417 est dépendante de RORyt, lui méme induit par le TGF-B. Son activité enzymatique dans les
TH17 est associée a une baisse de I'expression de la chaine  du CD3 qui conduit a une modulation
a la baisse de la production d’IL-2 suite a la stimulation de ces cellules a travers leur TCR. Son
expression dans les Tyl7 est aussi associée a l'expression de Tobl qui régule négativement
I'entrée des cellules dans le cycle cellulaire[89]. Cette expression et ses conséquences
fonctionnelles ont été proposées comme mécanisme régulateur intrinseque qui limiterait le
danger des T417[88]. Les liens entre iTreg et Ty17, le role de I'lL411 dans les Tyl7 ainsi que les
fonctions immunosuppressives de I'lL411 lorsqu’elle est exprimée dans les cellules dendritiques

nous ont incités a explorer son réle dans les Treg humaines (Fig. 35).

4 N
IL41 ==

(Santarlasci V. et al., Immunity 2012)

IL411
- ' /

Figure 35. Hypothése experimentale.

V. 1. b. Partie | : Travail expérimentale et résultats.

Afin d’investiguer 'expression de I'lL4l11 dans les sous-populations de Treg nous avons dans un
premier temps mesuré les taux de 'ARNm de I'lL411 dans les lymphocytes T CD4 circulants naifs et
mémoires conventionnels ainsi que dans les Treg mémoires. Nous avons observé que I'expression
de I'lL411 était dépendante de I'activation des lymphocytes et qu’elle était observée dans les deux
populations mémoires, conventionnelle et Treg, mais pas dans les lymphocytes naifs. Nous avons
ensuite utilisé la combinaison de marqueurs définis précédemment par mon équipe d’accueil (Fig.

34) afin de séparer les Treg mémoires Helios™ et Helios” et nous avons mesuré I'expression de
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I'IL411 dans ces populations. Nous avons montré que seule la population Helios™ exprime I'lL4I1 et,
en accord avec ces résultats, nous avons observé que cette méme population exprime de fagon
différentielle RORyt, I'lL-17 ainsi que Tobl. Comme I'expression de I'lL4l1 était décrite comme
étant associée, parmi les lymphocytes T CD4, a la sous-population des T417 et comme les données
précédentes de mon équipe d’accueil montraient que les Treg pouvaient se convertir en Ty17 en
conditions inflammatoires, nous avons suivi I'expression de I'lL411 au cours de cette conversion.
Nous avons vu que lorsque les Treg mémoires sont stimulées en présence d’IL-1B et d’IL-2 elles
perdent en partie I'expression de FOXP3, une partie importante d’entre elles commencent a
produire de I'lL-17, une fraction moins importante produit aussi de I'IFN-y et, de fagon
remarquable et compatible avec ce profile inflammatoire, la proportion de cellules qui produisent
la cytokine anti-inflammatoire IL-10 est moins importante en comparaison a celle observée
lorsque les Treg sont stimulées en absence d’IL-1B. Nous avons montré que la conversion des Treg
était accompagnée par une augmentation de I'expression de [I'IL411. L'augmentation de
I’expression d’'une enzyme immunosuppressive pourrait paraitre surprenante dans une population
qui perd ses capacités suppressives et devient pro-inflammatoire. Cependant, cette expression
semble compatible avec les données de la littérature montrant sa présence dans les Ty17 et son
role dans la limitation de leur expansion. Il est donc possible que son expression dans les Treg
converties en Tyl7 ait une fonction similaire, en d’autres termes qu’elle tente de limiter les
dangers qui résultent de la conversion des Treg en Tyl7 en conditions inflammatoires qui

contribueraient autrement a I'aggravation de I'inflammation.

En résumé, nous avons montré que I'lL4l1 est exprimée, parmi les Treg, spécifiquement dans les
iTreg. Nous avons montré que son expression augmente lorsque les Treg sont stimulées en
conditions inflammatoires probablement afin de limiter le danger qui résulte de leur conversion
en Tyl7. Ces résultats renforcent ceux obtenus précédemment par mon équipe d’accueil et par
d’autres groupes concernant les liens entre les iTreg et les Ty17. De plus, comme I'IL4l1 est une
enzyme qui pourrait étre ciblée pharmacologiquement, nos résultats suggere que son ciblage

pourrait étre utilisé afin de moduler les iTreg et les T417 sans affecter les nTreg.
V. 1. c. Article

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous sous forme d’article publié dans le European

Journal of Immunology (Scarlata et al., 2015).
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IL41I1 encodes an L-phenylalanine oxidase that inhibits T-cell proliferation. It has been
recently reported that IL4I1 is expressed in Ty17 cells as part of a mechanism that limits
their pathogenicity. We have previously identified a population of human FOXP3+ Treg
cells that secrete IL-17 ex vivo; here, we addressed the expression of IL411 in that Treg-cell
population. We found that in ex vivo isolated circulating Treg cells, IL4I1 expression is
induced by activation. Moreover, IL4I1 expression is restricted to cells that do not express
Helios, a transcription factor that characterizes natural Treg cells, but that express Aiolos,
which is involved in the differentiation of Ty17 and induced Treg cells. We also showed
that conversion of Treg cells under inflammatory conditions increases IL4I1 expression,
likely as part of a regulatory loop that attempts to limit the pathogenicity resulting from
their conversion into Ty17. The specific expression of IL4I1 in Ty17 and iTreg cells may
provide insights into approaches that aim at modulating these populations in different

pathological conditions involving inflammation-mediated immunosuppression.

Keywords: FOXP3* Treg - Immune regulation - Immunosuppressive enzymes - IL4I1 - Ty17

Additional supporting information may be found in the online version of this article at the

publisher’s web-site

Introduction

The differentiation of CD4" T cells into populations with effector
or regulatory/suppressive capacity allows the immune system to
develop either protective or tolerogenic immune responses. How-
ever, conditions can rapidly change and the immune response
needs to adapt accordingly. Therefore, the immune system has
also evolved to ensure a certain degree of developmental and
functional plasticity between effector and regulatory subsets. This
paradigm is particularly well illustrated in the case of T helper 17

Dr. Maha Ayyoub
e-mail: Maha.Ayyoub@univ-nantes.fr

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(Ty17) cells, which appear closely related to FOXP3™ regulatory
T (Treg) cells. FOXP3™ Treg cells include both populations gener-
ated as such in the thymus, called natural (nTreg), and those called
induced (iTreg), that are generated in the periphery from conven-
tional CD4™" T cells, under tolerogenic conditions. Ty 17 cells have
been described as closely related to iTreg cells [1, 2]. In support
of this concept, we have previously identified a subpopulation of
human Treg cells that express the T;17-specific transcription fac-
tor RORyt and secrete IL-17 ex vivo, while simultaneously exerting
suppressor functions [3]. These Treg cells do not express Helios, a

*These authors share senior authorship.
[Correction added on 2 February after first online publication: Title has been
corrected.]
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Figure 1. IL4I1 is expressed in conventional memory CD4" T cells and MTreg cells. Human CD4" T cells were stained with anti-CD45RA, -CCR?,
-CD25, and -CD127 Ab and sorted by flow cytometry into naive conventional (Nconv), memory conventional (Mconv), and memory Treg (MTreg) cell
populations (Supporting Information Fig. 1A). (A) Aliquots of Mconv- and MTreg-cell populations were stained with anti-FOXP3 Ab and analyzed by
flow cytometry. The numbers in brackets indicate the percentage of FOXP3" Treg cells in the sorted populations. Histogram plot is representative of
three independent experiments. (B and C) Nconv-, Mconv-, and MTreg-cell populations were unstimulated (-) or stimulated (+) for 24 h using PMA
and ionomycin and IL411 mRNA expression was assessed by (B) semiquantitative PCR and (C) gPCR (n = 5). cDNA prepared from testis tissue was
used as positive control (C+) for IL4I1 expression. (B) Data are representative of five independent experiments, performed using cell populations
isolated from five donors. (C) Data are shown as mean + SEM (n = 5 donors) and are pooled from five independent experiments. *p < 0.05;

*p < 0.01; Mann-Whitney test.

transcription factor of the Ikaros family that is expressed by nTreg
cells [4], but express instead another Ikaros family member, Aio-
los, that is involved in the differentiation of Ty17 and iTreg cells
[5, 6], suggesting that they are indeed iTreg cells [7].

IL411 encodes an L-phenylalanine oxidase that inhibits T-cell
proliferation [8]. Whereas initial studies reported no significant
expression of IL4I1 in human resting T cells [8], assessment of
gene expression profiles of T-cell clonal populations has recently
revealed that IL4I1 is expressed by Ty17 [9]. Expression of IL411
in Ty17 cells was shown to be dependent on RORyt, and proposed
to be induced as part of a mechanism that limits their potential
pathogenicity [9]. Because the identification of molecules differ-
entially expressed in nTreg and iTreg cells is highly relevant to the
development of immunotherapies aimed at differentially targeting
these subsets, and based on the known relation between Ty17 and
iTreg cells, here, we investigated the expression of IL4I1 in human
circulating Treg cells.

Results and discussion

IL411 is expressed in memory Helios~ Aiolos* induced,
but not in memory Helios* natural, Treg cells

We initially isolated CD25~ conventional naive (Nconv), CD25~
conventional memory (Mconv), and CD25tCD127"°" memory
Treg (MTreg) cell populations from circulating CD4™ T cells of
healthy donors, ex vivo (Fig. 1A and Supporting Information
Fig. 1A), and assessed them by PCR using IL4I1-specific primers.
As illustrated in Fig. 1B and C, we detected low expression of
IL411 in naive populations, both unstimulated and stimulated,
as well as in unstimulated memory populations. However, we
found that expression of IL4I1 was significantly induced by stim-
ulation both in Mconv and MTreg cells. Expression of IL4I1 in
Tu17 cells has been reported to be dependent of RORyt, which

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

is, in turn, induced by TGF-B in combination with inflamma-
tory cytokines [10, 11]. We therefore reasoned that expression
of IL41I in Treg cells could be restricted to iTreg that, at variance
with nTreg, are induced by TGF-p [12-14]. nTreg- and iTreg-cell
subsets have been considered indistinguishable, until, recently,
expression of the transcription factor Helios, of the Ikaros family,
has been proposed to specifically identify nTreg cells [4]. Using
Helios-specific Ab, Helios™ and Helios™ populations are readily
distinguishable among circulating memory FOXP3* Treg cells
(Fig. 2A) [4]. The concept that expression of Helios identifies
nTreg cells was based on initial evidence that most murine FOXP3*
thymocytes, as well as most FOXP3* Treg cells in neonate mice,
are Helios™ [4]. The validity of Helios as an exclusive marker of
nTreg cells, however, has been challenged by reports of induction
of Helios in Treg generated from TCR transgenic T cells both in
vitro and after in vivo transfer, although at lower levels than those
detected ex vivo [15]. Thus, whereas it is fairly well accepted that
nTreg cells are generated as Helios™, it is presently unclear if all
Helios™ Treg are nTreg cells. With regard to Helios™ circulating
Treg cells, it has been recently reported that human naive Treg
cells include both Heliost and Helios™ populations, in propor-
tions close to those found in the memory Treg-cell compartment
[16]. We have shown, however, that Treg cells in human cord
blood are uniformly Helios™, which would argue for a periph-
eral origin of most Helios™ Treg cells in circulating lymphocytes
of adults [17]. In line with the concept that Helios~ Treg cells
are iTreg, expression of RORyt segregates with Helios™ Treg cells
(Fig. 2A).

Because Helios is nuclear, sorting of Helios™ and Helios™ sub-
populations does not allow for the isolation of cells suitable for
further mRNA analysis. However, we have recently reported that
circulating Helios™ and Helios' Treg cells can be highly enriched,
ex vivo, based on their differential expression of IL-1RI, that is
restricted to the Helios™ Treg-cell population, and CCR7, that is
enriched in the latter population (Fig. 2B and [7]). It is noteworthy
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Figure 2. IL4I1 is expressed in Helios™ iTreg but not in Helios™ nTreg cells. (A) Human CD4" T cells were stimulated with PMA and ionomycin
for 6 h, stained with anti-CD45RA, -FOXP3, -Helios, and -RORyt Ab, and analyzed by flow cytometry. (Middle panel) Expression of Helios versus
FOXP3 gated (left panel), on memory (M; CD45RA™) cells. (Right panel) The mean fluorescence intensity (MFI) of RORyt staining for naive (N;
CD45RA™), memory conventional (FOXP3~Helios~ and FOXP3~Helios "), and memory Treg (FOXP3*Helios™~ (iTreg) and FOXP3*Helios™ (nTreg)) cell
populations is shown. Data are shown as mean + SEM (n = 5 donors) assessed in five independent experiments. (B) CD4* T cells were stained with
anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127, -IL-1RI, and -Helios Ab and analyzed by flow cytometry. (Left panel) Dot plot shows the expression of CCR7
and IL-1RI gated on MTreg cells (defined as in Supporting Information Fig. 1A). (Right panel) Histogram plot shows Helios expression, gated on the
indicated MTreg-cell populations. The numbers in brackets indicate the percentage of Helios™ cells in each population. Data are representative of
three independent experiments. (C) CD4" T cells were stained with anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127, and -IL-1RI Ab and MTreg cells were sorted
by flow cytometry according to CCR7 and IL-1RI expression (Supporting Information Fig. 1B) into CCR7"IL-1RI* (enriched in Helios~ MTreg) and
CCR77IL-1RI" (enriched in Helios™ MTreg) cell populations. Sorted cells were assessed for (left panel) IL-17 production in an intracellular cytokine
staining assay following stimulation with PMA and ionomycin and for (right panel) Aiolos (IKZF3) expression by qPCR. Data are shown as mean
+ SEM (n = 3 (IL-17) or 4 (IKZF3) samples) and are pooled from 3 (IL-17) or 4 (IKZF3) independent experiments, each performed in duplicates for
IKZF3. (D-F) Nconv and MTreg cell populations, sorted from CD4" T cells following staining as in (C) and Supporting Information Figure 1B, were
assessed, following stimulation for 24 h with PMA and ionomycin, for IL411 mRNA expression by (D) semiquantitative PCR and (E) gPCR, and for
(F) Tobl mRNA expression by qPCR. (D) Data are representative of three independent experiments performed using cell populations isolated from
three donors. (E and F) Data are shown as mean + SEM (n = 3 donors) and are pooled from three independent experiments, each performed in
duplicate.”p < 0.05; *p < 0.01; Mann-Whitney test.

that IL-1RI* Helios™ Treg cells express Aiolos (Supporting Infor-  all iTreg cells or if IL4I1 expression identifies a subpopulation of
mation Fig. 1B and Fig. 2C), another Ikaros family member thatis  iTreg cells that have Ty17-cell characteristics. This last hypoth-
involved in the differentiation of Ty17 and iTreg cells [5, 6]. We  esis is the most likely, taking into account that a subpopulation
therefore used this approach to isolate highly enriched Helios~  of Helios~ iTreg cells, and not all of them, express IL-17. This
and Helios' Treg-cell populations ex vivo (Supporting Informa-  subpopulation of iTreg cells may be on the way to becoming
tion Fig. 1B) and assess IL4I1 expression. In line with our hypoth-  Ty17 cells. Indeed, we have recently proposed that IL-1RI* Treg
esis, we found that expression of IL4I1 was largely restricted to  cells, highly enriched in Helios™ cells [7], encompass an early
the enriched Helios™ Treg-cell population (Fig. 2D and E). It has  intermediate in a differentiation pathway leading from Treg to
been recently shown that IL4I1 limits the proliferative potential of = Ty17 cells [19]. Alternatively, this population could retain the
Ty 17 cells not only by blocking the molecular pathway involved in ~ potential to transition from Treg to Tyy17 and vice versa, depend-
the activation of the IL-2 promoter, but also by maintaining high  ing on conditions.
levels of the antiproliferative protein Tobl [18]. Consistent with
the restricted expression of IL4I1 in Helios™ Treg cells, we found
high expression of Tob1 in the enriched Helios™ but not in Heliost  [1.411 expression in memory Treg cells is increased by
Treg-cell populations (Fig. 2F). stimulation under inflammatory conditions

iTreg cells are likely a heterogeneous population that may
include several subpopulations. Because the phenotypic differ- FOXP3* Treg cells are anergic, i.e. do not secrete IL-2, and are
ence between these subpopulations is up to date unknown, it  unable to proliferate following TCR stimulation in the absence
is also not known, at this stage, whether IL4I1 is expressed by of exogenous 1I.-2. We and ()thers’ however’ have previously
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shown that Treg cells stimulated in the presence of inflamma-
tory cytokines and IL-2 can proliferate, downregulate FOXP3
expression, and suppressive functions and are converted into
Tul7 cells [20, 21]. We therefore asked whether stimulation
of Treg cells under inflammatory conditions would be accom-
panied by an increase in the expression of IL4I1, as a regula-
tory mechanism to limit the potential dangerousness of Ty;17 cells
derived from converted iTreg cells. To address this point, we iso-
lated Treg cells ex vivo, stimulated them in the absence or in
the presence of inflammatory cytokines and IL-2 and assessed
cytokines secretion along with expression of IL4I1. We found
that stimulation of Treg cells under these conditions resulted
in decreased expression of FOXP3 and of Helios and increased
proportions of IL-17" cells, and, to a lesser extent, IFN-y-
secreting cells (Fig. 3A and B). In contrast and notably, the
proportions of IL-10-secreting cells in the cultures were signifi-
cantly decreased. In addition, we found that the conversion was
accompanied by a significant increase in IL4I1 expression levels
(Fig. 3C and D).

Increased expression levels of IL411 following conversion may
seem at odds with decreased suppressive functions. However,
because IL4I1 is also expressed at high levels in Tyl7 cells
[9], that are not suppressive, it is likely not directly involved
in the suppressive activity of iTreg cells, but may contribute to
their inability to secrete IL-2 and to proliferate. Thus, upregu-
lation of IL4I1 expression in Ty17 derived from iTreg cells may
limit their TCR-mediated expansion following downregulation of
FOXP3.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Concluding remarks

In sum, the results of these analyses reveal that IL4I1, recently
reported to be expressed in Tyl7 cells [9], is also expressed
in human iTreg, but not in nTreg, cells. We also show that
IL4I1 expression is increased in Treg cells stimulated under
inflammatory conditions most likely to limit the danger that
results from their conversion into IL-17-secreting cells. Together,
these results support the close relationship between human
Tyl7 and iTreg cells and suggest that targeting IL4I1 could
allow to modulate these populations without affecting nTreg
cells, a finding that has potential therapeutic applications in dif-
ferent pathological conditions involving inflammation-mediated
immunosuppression.

Materials and methods

Samples, cell purification, cell sorting, and functional
assessment

Blood samples from healthy donors were obtained from the
Etablissement Francais du Sang des Pays de la Loire (Nantes,
France) upon informed consent and IRB approval. CD4" T cells
were enriched by positive selection from PBMC by magnetic
cell sorting (Miltenyi Biotec), stained with anti-CD45RA (BD
Biosciences), -CCR7 (BD Biosciences), -CD25 (Beckman Coulter),
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-CD127 (BD Biosciences), and -IL-1RI (R&D Systems) Ab, as indi-
cated, and sorted by flow cytometry (FACSAria, BD Biosciences)
into the indicated subpopulations to high purity (> 97%). In
some experiments, sorted populations were expanded in vitro by
stimulation with anti-CD3/CD28 beads (Miltenyi Biotec) in the
absence or presence of IL-1f, IL-21, and IL-23 (50, 12.5, and
50 ng/mL, respectively; R&D Systems) and in the presence of
IL-2 (100 IU/mL; Chiron). Total CD4" T cells and ex vivo-
sorted and in vitro-expanded CD4" T-cell populations were
assessed in an intracellular/intranuclear cytokines and/or tran-
scription factors staining assay, using the indicated combinations
of Ab specific for FOXP3 (eBioscience), RORyt (eBioscience),
Helios (Biolegend), IL-17 (eBioscience), IFN-y (BD Biosciences),
and IL-10 (BD Biosciences), following stimulation or not with
PMA and ionomycin (0.1 pg/mL and 1 pg/mL, respectively;
Sigma Aldrich).

Assessment of IL4I1, IKZF3, and Tobl mRNA
expression by PCR

RNA was prepared from ex vivo-sorted or in vitro-expanded CD4™
T-cell populations, following stimulation or not with PMA and
ionomycin for 24 h, using the RNeasy Micro Kit (Qiagen). Total
RNA from human testis tissue was purchased from Ambion Inc.
cDNA synthesis was performed using Promega Reverse Transcrip-
tion System A3500 (Promega). Semiquantitative PCR was per-
formed using GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega). cDNA
integrity was tested by amplification of B-actin (ACTB) mRNA,
and IL4I1 mRNA expression was assessed using the following
primers: forward, 5-CCAAGACCCCTTCGAGAAATG-3'; reverse,
5'-GCCTCGGCGAAGCTGAGATAG-3'. Quantitative PCR (qPCR)
was performed with a TagMan assay on an ABI 7000 system
using Assays-on-Demand Gene Expression probes (Applied Biosys-
tems) for IL4I1 (Hs00541746.m1), IKZF3 (Hs00232635.m1),
Tobl (Hs03986111.s1), and the house keeping genes ACTB
(Hs99999903_m1) and GAPDH (Hs02758991_g1). Relative mRNA
expression was calculated as 2.(Ct house keeping gene - Ct test gene) |
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Supporting Information Figure 1. Sorting of CD4* T cell conventional and regulatory popula-

tions. (A) CD4" T cells enriched from healthy donors PBMC by magnetic cell sorting were
stained with anti-CD45RA, -CCRY7, -CD25 and -CD127 Ab and sorted by flow cytometry into

naive conventional (Nconv; CD45RA*CCR7+CD25"), memory conventional (Mconv; CD45RA"
CCR7*/-CD25%) and memory Treg (MTreg; CD45RA"CCR7*/-CD25*CD127/0W) populations.
(B) CD4™ T cells were stained with anti-CD45RA, -CCR7, -CD25, -CD127 and -IL-1RI Ab and

MTreg, gated as in A, were sorted into CCR7*IL-1RI* and CCR7-IL-1RI" populations.



V. 2. a. Etude des la réponse T CD4 spécifique des bactéries filamenteuses segmentées (SFB)

chez les donneurs sains et les patients atteints de maladies autoimmunes.

Le travail présenté dans ce chapitre a été réalisé en collaboration avec les équipes du Dr. Nadine
Cerf-Benssussan (Laboratory of Intestinal Immunity, INSERM UMR1163, Paris) et du Prof. Xavier
Mariette (Hopitaux Universitaires Paris Sud, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Le Kremlin

Bicétre).

Mon objectif initial dans la deuxiéme partie de ma thése était d’explorer la spécificité antigénique
des iTreg chez I’homme et en particulier d’explorer si une partie de ces cellules sont spécifiques du
microbiote. En effet, bien qu’il soit aujourd’hui admis que les deux populations de Treg, iTreg et
nTreg, aient des fonctions physiologiques spécialisées, leurs spécificités antigéniques, qui
permettraient de mieux comprendre leurs rbles respectifs et de concevoir des stratégies

thérapeutiques permettant de les manipuler, commencent seulement a étre explorées.

Des travaux réalisés dans des modeles murins transgéniques explorant le répertoire TCR des Treg
intestinales, qui participent a la tolérance du microbiote, ont donné des résultats contrastant avec
certains montrant un chevauchement important avec celui des Treg thymiques[135] et d’autres,
au contraire, soutenant leur origine périphérique[126]. Plus récemment, un réle direct du
microbiote intestinal, et en particulier du butyrate, produit par la fermentation de I'amidon par
des bactéries intestinales, dans la différenciation colique des Treg a été mis en évidence[136,137].
Ces études ont cependant montré que le butyrate seul ne suffisait pas a induire la différentiation
des iTreg dans les souris axéniques (GF) ou traitées par des antibiotiques et la présence de
bactéries, probablement comme source d’antigénes, était donc indispensable. D’autres études ont
pu identifier plusieurs souches commensales de Clostridia des clusters IV, XIVa et XVIII chez
I'homme[432] et des clusters IV et XIVa chez la souris[338] qui, lorsqu’elles sont introduites dans
des souris GF, induisent une augmentation de la fréquence des Treg coliques. Certaines de ces
souches sont capables de produire du butyrate mais les mécanismes impliqués dans l'induction
des Treg apres colonisation et la spécificité des Treg induites n‘ont pas été explorés. Il est
intéressant de noter que la mono-colonisation avec chacune des souches ne permet pas
d’observer le méme phénomeéne d’induction de Treg. Alors que I'ensemble de ces études suggére
fortement une implication primordiale du microbiote dans le développement des iTreg, la

spécificité antigénique de ces derniéeres reste aujourd’hui inconnue chez I’homme et chez la souris.
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L'analyse du microbiome, graces aux techniques de séquencage de haut débit des genes codants
pour le 16S rRNA permettant de déterminer les espéces bactériennes majeures composant le
microbiote intestinal, a montré que deux phylums, Firmicutes (incluant les genres Enterococcus et
Clostridium) et Bacteroidetes (incluant le genre Bacteriodes), représentent >90% du microbiote
suivis des Proteobacteria (ex : Escherichia) et Actinobacteria (ex : Bifidobacterium). Afin d’explorer
la spécificité des cellules iTreg humaines, j'ai utilisé des souches représentatives de ces espéces
afin de tester leur reconnaissance par les cellules Treg et CD4 conventionnelles mémoires de
donneurs sains. Pour cela, j’ai trié les cellules CD4 par cytométrie en flux afin d’obtenir des
populations mémoires Treg et conventionnelles pures. J'ai ensuite évalué leur capacité a
reconnaitre les différents commensaux présentés par des cellules présentatrices de |'antigene
(APC) autologues (DC ou monocytes). Etant donné que la large majorité de Treg ne produit pas de
cytokines, j’ai évalué leur capacité a reconnaitre les APC en suivant leur degré de prolifération, par
des essais basés sur un marquage stable des cellules par du CFSE. J'ai également, cependant,
mesuré dans ces mémes cultures les proportions de cellules produisant des cytokines
(principalement I'IFN-y et I'IL-17). Nous sous sommes cependant rendus compte des limites de ce
systéme expérimental. En effet, comme les Treg contiennent une proportion de cellules auto-
réactives, il était difficile de distinguer la prolifération suscitée par une réponse spécifique contre
les antigénes bactériens de celle résultant de la reconnaissance des APC autologues activées par
I'incubation avec des bactéries entiéres qui augmentent I'expression des molécules de
costimulation. Nous avons donc souhaité orienter le projet vers I'étude des réponses anti-SFB ou
les protéines immuno-dominantes sont connues[411] et il était donc possible d’étudier la réponse

spécifique sans avoir recours aux commensaux entiers.

Les SFB sont des bactéries sporulantes a Gram positif anaérobies qui font partie du microbiote
intestinal. Leur présence dans plusieurs espéces d’invertébrés et de vertébrés a été suggérée par
des études de microscopie électronique en se basant sur leur morphologie
caractéristique[387,388] et a été confirmée par I'amplification par PCR de I'ARN ribosomique

(ARNr) 16S spécifique[425,433].

Le séquencage de I’ARNr a permis la classification des SFB qui colonisent les vertébrés comme un
groupe distinct du sous-phylum Clostridium[433]. La cohabitation des SFB avec un large spectre
d’espéces a travers le réegne animal suggére une coévolution bénéfique au commensal, a ’hote ou

au deux a la fois[389]. Le séquencage des génomes complets des SFB colonisant le rat et la souris a
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confirmé leur classification phylogénétique comme groupe unique parmi les Clostridia[391-393].
De fagon tout a fait remarquable, les analyses de génomique fonctionnelle et comparative ont
révélé la probable dépendance des SFB de nutriments et de cofacteurs dérivés de I'environnement
fourni par I’"h6te[391-393]. Une des interprétations proposées de ces résultats étaient que cette
dépendance pouvait découler d’une adaptation imposée par I'hGte aux bactéries durant
I’évolution de fagon a imposer une relation mutualiste, plutét que commensal, avec des

microorganismes qui jouent un réle primordial pour I’"h6te[393].

Chez la souris, des évidences expérimentales irréfutables démontrent le réle important que les
SFB jouent dans le développement du systeme immunitaire intestinal[391]. Les premiéres études
ont montré que la colonisation de souris axéniques (GF, germfree) par les SFB augmentait le
nombre de lymphocytes intra-épithéliaux TCR aB” et induisait I’expression des molécules de MHC
de classe Il dans les cellules épithéliale de lintestin[412]. La mono-colonisation de souris
axéniques avec des SFB augmente le nombre de plasmocytes sécrétant des IgA dans la muqueuse
intestinale ainsi que les titres d’IgA dans les sécrétions intestinales et dans le sérum et cela a des
niveaux supérieurs a ceux atteints dans des souris colonisées avec une flore complexe dépourvue
de pathogénes (SFP, specific-pathogen-free) et qui ne contient pas de SFB[406]. L'étude de la
spécificité antigénique des IgA a montré que seule une petite fraction des IgA induites par les SFB
en étaient spécifiques[408]. Cependant, les IgA qui couvrent les SFB semblent dépendantes des
lymphocytes T a I'inverse de celles couvrant la majorité des commensaux qui sont pour la plupart
indépendantes des T[409]. En accord avec le concept selon lequel les SFB seraient capables
d’induire des IgA spécifiques dépendantes des T, deux études pionniéres ont démontré que la
mono-colonisation de souris axéniques avec des SFB pouvait restaurer les populations
lymphocytaires T CD4 de la lamina propria, notamment les Ty17[327,329] et, a un degré moindre,
les lymphocytes produisant I'IFN-y et I'IL-10 ainsi que les Treg FOXP3%[329]. De facon intéressante,
I'induction des Ty17 par les SFB in vivo est dépendante de |'expression des molécules du MHC de
classe Il dans les cellules dendritiques[434] et, lorsqu’elles sont générées dans des souris ayant un
tissu lymphoide intestinal normal, la plupart des Tyl7 induites par les SFB reconnaissent
spécifiguement des antigénes dérivés des SFB[408,434]. La réponse T CD4 induite par les SFB est
polyclonale avec cependant, dans les souris I-A®* une dominance de lymphocytes T portant le
segment variable 14 au niveau de la chaine B du TCR[411,434]. La dominance des cellules TCR
VB14 a été exploitée par le groupe de D. Littman pour séparer et cloner ces cellules afin d’en

déterminer la spécificité antigénique[411]. Ce travail a permis de confirmer que les lymphocytes T
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CD4 induits par les SFB en étaient spécifiques. Il a été proposé que la réponse immunitaire
intégrée induite par les SFB a pour role physiologique de contréler I’'expansion de ces bactéries
dans l'intestin[389,435]. Cependant, des études réalisées dans plusieurs modeles murins d’auto-
immunité, comme ceux de I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale et de I'arthrite, ont
montré que la réponse immunitaire induite par les SFB participe au développement des

manifestations d’auto-immunité[335,421,436].

L'importance des SFB pour le développement de I'immunité intestinale chez la souris ensemble
avec la présence de ces bactéries dans plusieurs espéces a travers le régne animal a suscité la
recherche de preuves de leur présence dans l'intestin chez I’homme[423]. Comme je |'ai présenté
de facon plus détaillée dans le chapitre de I'introduction dédié aux SFB, des études de microscopie
ainsi que des analyses des génes ARNr 16S ont suggéré la présence des SFB chez 'homme dans
certaines pathologies ou en situation physiologique[388,424-426]. Alors que ces différentes
études apportent une indication d’une possible colonisation de I'intestin humain par des SFB ou
des bactéries apparentées, la présence des SFB chez ’homme a été remise en question puisque la
recherche de séquences homologues au génome des SFB murines dans les données de

métagénomique du microbiote humain n’a pas permis d’identifier d’homologies[393].

Afin de rechercher des évidences de la présence des SFB chez 'homme nous avons décidé
d’aborder la question du c6té des lymphocytes T spécifiques. Nous avons émis I’hypothése que
malgré la spécificité hote/SFB, qui serait surtout en lien avec leur capacité a adhérer de fagon
spécifique a I'épithélium de chaque espece hote[402], les genes codant pour les protéines les plus
immunogéniques et qui conferent donc un avantage a I’h6te[393], serait conservées a travers les
SFB colonisant différentes espéeces. Une analyse non biaisée de la réponse T CD4 dans des souris
axéniques monocolonisées avec des SFB a permis d’identifier deux protéines bactériennes,
SFBNYU 003340 et SFBNYU 004990, uniques a SFB, dont les fonctions sont inconnues et qui
induisaient a elles seules la majeure partie de la réponse CD4 contre la bactéries[411]. Ces deux
protéines semblent donc étre parmi les antigénes immunodominants des SFB et nous avons
focalisé notre analyse de la réponse anti-SFB chez I'homme sur une de ces protéines,

SFBNYU_004990 (SFB49).
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V. 2. b. Travail expérimental et résultats.
Mise en évidence des réponses T CD4 spécifiques de SFB chez les donneurs sains

Nous avons dans un premier temps utilisé un algorithme de prédiction de liaison des peptides aux
molécules de MHC de classe Il (NetMHCII) afin d’identifier les régions de la protéine SFB49 (309
acides aminés (aa)) potentiellement présentées par les différents alléles codant pour les
principaux HLA-DR. Cette analyse a montré que plusieurs régions de la protéine avaient une
densité élevée de peptides potentiellement présentables par HLA-DR (Fig. 36). De fagon
intéressante, le peptide immunodominant chez la souris (positions 58-66)[411] est localisé dans la
principale région de la protéine contenant une densité élevée de peptides prédits comme étant

capables de se lier aux molécules de MHC humaines.
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Figure 36. Identification des régions de la protéine SFB49 contenant des peptides
potentiellement capables de se lier a HLD-DR. La prédiction de liaison de tous les peptides de 15
acides aminés de la protéine aux molécules HLA-DR codées par les alléles principaux a été réalisée
utilisant I'algorithme NetMHCII. Les peptides ayant une affinité de liaison prédite < 500 nM sont
représentés. Chaque point sur le graphique représente un peptide prédit selon : la molécule HLA a
la quelle il se lie (couleur des symboles), la position du premier acide aminé du peptide dans la
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protéine (abscisses, anneau extérieur) et la valeur de I'affinité de liaison prédite (axe radar). Les
traits a I’extérieur du graphique montrent les peptides de SFB49 capables d’induire des réponses T
CD4 chez la souris (mouse) et chez les donneurs sains (HD).

Nous avons ensuite synthétisé des peptides de 20 aa chevauchant par 10 aa et qui couvrent la

majeure partie de la séquence de la protéine (aa 1-280; Tableau 1) et les avons utilisés pour

rechercher les lymphocytes T CD4 spécifiques chez les donneurs sains.

Tableau 1. Peptides longs chevauchants (protéine SFB49)

Peptide number Amino acid range Sequenze

P1 1-20 MGE INMKNSKNNNDKKQKNY
P2 11-30 NNNDKKQKNYRDKSYKAISL
P3 21-40 RDKSYKAISLASLSTIALTL
P4 31-50 ASLSTIALTLGLSNFKEVKS
P5 41-60 GLSNFKEVKSLMTKGGTIRW
P6 51-70 LMTKGGTIRWFGSSVQKVIQ
P7 61-80 FGSSVQKVIQPGNMGSTGNT
P8 71-90 PGNMGSTGNTGAKVVAAKSG
P9 81-100 GAKVVAAKSGAVANATTKVT
P10 91-110 AVANATTKVTGGINTTSRGF
P11 101-120 GGINTTSRGFAKFNKQWPNP
P12 111-130 AKFNKQWPNPFTKIHLDSLK
P13 121-140 FTKIHLDSLKNPSIGSTSSV
P14 131-150 NPSIGSTSSVKKPTSGTITSS
P15 141-160 KKPTSGTTSSSTKNNSNSST
P16 151-170 STKNNSNSSTGATGSLKLPA
P17 161-180 GATGSLKLPATNGSTSGSLK
P18 171-190 TNGSTSGSLKLPNNNTTETP
P19 181-200 LPNNNTTETPNSGNTTLVKR
P20 191-210 NSGNTTLVKRPSSSSTSSNT
P21 201-220 PSSSSTSSNTSSNGAVKLPI
P22 211-230 SSNGAVKLPIGEYEDVTQNQ
P23 221-240 GEYEDVTQNQNTNNPNTGMS
P24 231-250 NTNNPNTGMSTAKKVGIGVA
P25 241-260 TAKKVGIGVAAVAGAGAIAG
P26 251-270 AVAGAGAIAGIIAGIISATN
P27 261-280 ITAGIISATNSAGGQSSGSN
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Nous avons utilisé le pool de peptides SFB49 pour stimuler in vitro les lymphocytes T CD4 de
donneurs sains en présence de la fraction CD4" comme APC autologues. Comme nous nous
attendions a avoir une fréquence faible de précurseurs spécifiques, nous avons réalisé ces
expériences en utilisant un nombre élevé de CD4, > 10’. Aprés 10 jours de culture en présence
d’IL-2, nous avons utilisé une fraction des cellules afin de mesurer I'expansion des cellules
spécifiques. Pour cela, nous avons stimulé les cellules en absence ou en présence du pool de
peptide et avons mesuré la production de cytokines (IFN-y, IL-10 et IL-17) par marquage
intracellulaire. L'analyse de 14 donneurs sains a montré que 5 d’entre eux avaient une réponse
anti-SFB 49 dominée par des cellules IFN-y* (Fig. 37). Des cellules produisant de I'lL-17 ou de I'lL-10
étaient détectables a des fréquences plus basses et dans un nombre moins importants de

donneurs (résultats non montrés).
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Figure 37. Détection des réponses T CD4 IFN-y" spécifiques de SFB chez les donneurs sains. Les
lymphocytes T CD4 de 14 donneurs sains ont été stimulés in vitro pendant 12 jours en présence du
pool de peptides SFB49 (Tableau 1) en présence de la fraction CD4" irradiée. Les cultures ont été
stimulées en absence et en présence du pool a J12 et la production d’IFN-y a été mesurée par
marquage intracellulaire et analysée par cytométrie en flux. Un exemple de cytogramme montrant
le marquage CD4 et IFN-y pour un donneur est montré (A) et les données obtenues pour
I'ensemble des donneurs en terme de pourcentage de cellules IFN-y" sont résumées (B). Les
analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test de Mann-Whitney. ***, p < 0,001.

Dans les cultures des donneurs répondeurs nous avons mesuré la production d’IFN-y en réponse
aux peptides individuels composant le pool. La majeure partie des réponses était spécifique de

peptides contenus dans la région 15-75 qui contenait la plus grande densité de peptides prédits
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comme étant capable de se lier aux molécules HLA-DR et qui contient de plus I'épitope

immunodominant murin (Fig. 36).

Afin de confirmer que les réponses observées dans les cultures reflétaient la présence de
lymphocytes mémoires in vivo et non le priming d’une réponse in vitro a partir de lymphocytes
naifs, nous avons séparé par tri cellulaire les lymphocytes T CD4 naifs (CD45RACCR7") et
mémoires (CD45RA-CCR7+/') (Fig. 38A) des répondeurs et les avons testés pour la présence de
cellules spécifiques de SFB49 en utilisant la méme approche expérimentale. Les résultats résumés
dans la Figure 38C montrent que les cellules spécifiques sont détectées uniquement dans les
cultures de lymphocytes T CD4 mémoires. L’'ensemble de ces résultats (Figure 37 et 38C) suggere

gue des réponses lymphocytaires T CD4 mémoires sont détectables dans une fraction de donneurs

sains.
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Figure 38. Détection des réponses T CD4 IFN-y" spécifiques de SFB dans les sous populations de
lymphocytes T CD4. A) Les lymphocytes T CD4 des donneurs sains répondeurs ont été séparés ex
vivo par tri magnétiques et marqués par des anticorps monoclonaux spécifiques de CD4, CD45RA,
CCR7 et CCR6. Les populations de lymphocytes T CD4 naifs (CD45RA*CCR7") et mémoires (CD45RA
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CCR7+/') ont été triées par cytométrie en flux (cytogramme de gauche) (pureté > 98%). Une partie
des lymphocytes mémoires ont été séparés dans deux populations selon I'expression de CCR6
(cytogramme de droite). B) Les populations séparées ont été stimulées in vitro avec le pool de
peptides SFB49 et testés pour la production d’IFN-y comme détaillé dans la Iégende a la Figure 37
ci-dessus. Les symboles identifiant les donneurs individuels sont les mémes que dans la Figure 37.
Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test de Mann-Whitney. *, p < 0,05.

La réponse anti-SFB49 chez les donneurs sains était dominée par des cellules produisant de I'IFN-y.
Ce résultat est en contraste avec les données murines qui montrent qu’une large fraction des
cellules induites par SFB sécrétent de I'lL-17 au niveau de l'intestin[329,411], méme si des cellules
IFN-y" et IL-10" sont induites aprés colonisation des souris axéniques par les SFB[329] et des
cellules IFN-y" spécifiques de la protéine SFB49 ont également été détectées[411]. Les Tul7,
comme les Treg, sont parmi les populations T CD4 dotées d’un degré important de plasticité. Les
cellules Ty17 peuvent perdre la capacité de produire I'lL-17 et peuvent se trans-différencier en
cellules produisant de I'lFN-y dans des conditions inflammatoires[173] et a des stades tardifs de
différenciation[174]. Elles peuvent également se trans-différencier en cellules régulatrices

produisant de I'lL-10[169].

L'expression de récepteurs de chimiokines spécifiques des différentes populations de lymphocytes
T CD4 lors du priming leur confére la capacité de migrer vers les sites inflammatoires appropriés.
Le récepteur de chimiokines CCR6 est exprimé par les cellules Ty17 et plusieurs études ont montré
gue son expression était maintenue méme lorsque ces cellules se trans-différencient en cellules
IFN-y*[174]. En séparant les lymphocytes T CD4 mémoires des donneurs sains répondeurs selon
I’expression de CCR6 ex vivo (Figure 38A et 38B) et en les stimulant in vitro avec le pool de
peptides SFB49, nous avons détecté des réponses spécifiques dans les deux fractions (Figure 38D).
Ce résultat suggére qu’au moins une fraction des cellules spécifiques IFN-y" a pu s’étre développée

initialement comme Ty17.

Séparation et caractérisation des lymphocytes T CD4 spécifiques de SFB au niveau clonal.

Afin de caractériser les lymphocytes T CD4 spécifiques de SFB, nous les avons séparés et nous
avons généré des populations clonales que nous avons ensuite caractérisées en terme de
sécrétion de cytokines et d’expression de facteurs de transcription ainsi que celle d’autres

molécules d’intérét. Afin de séparer les cellules spécifiques a partir des cultures de lymphocytes T
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CD4 des donneurs répondeurs, nous avons utilisé I'essai de sécrétion-capture de cellules
sécrétrices de cytokines (cytokine secretion catch assay, Miltenyi Biotec) qui permet de séparer
des cellules viables en fonction des cytokines qu’elles produisent. En concordance avec les
résultats obtenus dans I'essai de marquage intracellulaire de cytokines, nous avons détecté des
fréquences élevées de cellules IFN-y" et peu de cellules IL-17" (Fig. 39). Cependant, en contraste
avec les données de marquage intracellulaire, I'essai de sécrétion-capture nous a permis de
détecter une fraction de cellules dans les cultures qui sécrétaient de I'lL-10 en réponse a la
stimulation peptidique (Fig. 39). Ces résultats étaient compatibles avec les données de la
littérature qui documentent la difficulté de détection de I'IL-10 par marquage intracellulaire[437].
Nos résultats indiquaient donc que la réponse a SFB chez les donneurs sains était composée de
cellules productrices d’IL-10 en plus de celles qui produisent de I'IFN-y. Nous avons trié par

cytométrie en flux les cellules IFN-y" et IL-10" spécifiques de SFB et nous les avons clonées.

No peptide Peptide pool No peptide Peptide pool

IFN-y IL-10

Figure 39. Tri cellulaire des lymphocytes T CD4 IFN-y* et IL-10" spécifiques de SFB. Les
lymphocytes T CD4 séparés ex vivo par tri magnétique ont été stimulés in vitro pendant 12 jours
en présence du pool de peptides SFB49 (Tableau 1) en présence de la fraction CD4" irradiée. Les
cultures ont été stimulées en absence et en présence du pool a J12 et la production d’IFN-y (A) et
d’IL-10 (B) a été mesurée en utilisant I'essai de sécrétion-capture (Miltenyi Biotec). Les
lymphocytes IFN-y" et IL-10" ont été triées par cytométrie en flux (pureté > 98%).

Nous avons confirmé la spécificité antigénique des clones obtenus en les stimulant en absence et
en présence du pool de peptides et en mesurant la sécrétion d’IFN-y et d’IL-10 dans le surnageant
des cultures par ELISA (données non montrées). Nous avons utilisé les clones dont la spécificité
était confirmée dans les analyses montrées ci-dessous. Nous avons également cloné des

lymphocytes T CD4 naifs et avons utilisé les clones obtenus comme controles dans ces
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expériences. Tous les clones spécifiques, qu’ils aient été obtenus a partir de cellules séparées
comme IFN-y" ou IL-107, produisent des quantités élevées d’IFN-y en réponse a une stimulation
par PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)/ionomycine (Fig. 40A). Les clones contrdles obtenus
des lymphocytes naifs produisent également de I'lFN-y. D’un total de 47 clones spécifiques, 14
sécretent de quantités significatives d’IL-10 et, de fagon remarquable, 11 produisent de I'lL-17

(Figure 40A). Aucun des clones obtenus des lymphocytes naifs ne produit ces deux cytokines.
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Figure 40. Profile de production de cytokines des clones T CD4 spécifiques de SFB. Les clones
spécifiques de SFB obtenus par tri des cellules sécrétant spécifiquement de I'lIFN-y ou de I'IL-10 en
réponse a SFB (Figure 39) ainsi que les clones controles (obtenus de lymphocytes T CD4 naifs) on
été stimulés en absence et en présence de PMA/ionomycine et la production de cytokines a été
mesurée dans le surnageant des cultures (24h) par ELISA.

Nous avons ensuite investigué I'expression des facteurs de transcription caractéristiques des Tyl
et des Ty17, T-bet et RORyt respectivement, dans les clones spécifiques de SFB et qui produisent
de I'lFN-y mais pas d’IL-17 (Ty1) et ceux qui produisent de I'lL-17 (T417) ainsi que dans les clones
controles obtenus des lymphocytes naifs. En accord avec leur capacité a produire de I'lFN-y, tous
les clones (Tl et Tyl7) expriment T-bet (Figure 41A). Les niveaux d’expression de T-bet sont
cependant plus élevés dans les clones Tyl par rapports aux clones Ty17 ainsi que ceux dérivés de
cellules naives. RORyt, qui contrdle I'expression de I'IL-17, est exclusivement exprimé dans les

clones Ty17 et absent des clones T17 et de ceux dérivés de cellules naives (Figure 41b).
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Figure 41. Profile d’expression de facteurs de transcription des clones T CD4 spécifiques de SFB.
Les clones Tyl et Ty17 spécifiques de SFB ainsi que les clones naifs contréles ont été stimulés en
présence de PMA/ionomycine et la production de cytokines et I'expression de facteurs de
transcription ont été mesurées par marquage intracellulaire/intranucléaire et analysées par
cytométrie en flux. Des exemples de cytogramme sont présentés pour chaque parameétre mesuré
et pour chaque type de clone et les résultats obtenus pour I'ensemble des clones sont résumés.

Le lien entre les Tyl7 et les Treg[158], la présence d’une population de lymphocytes T CD4
humains circulants IL-107IL-17"FOXP3" décrite par notre laboratoire[345] ainsi que la présence
d’une population cellulaire IL-107IL-17"FOXP3"RORyt" décrite dans I'intestin de souris y compris les
souris axéniques colonisées par les SFB[410], nous ont incités a évaluer I'expression de FOXP3
dans les clones. Alors que FOXP3 n’est pas exprimé dans les clones issus de cellules naives et qu’il
ne I'est pas non plus dans les clones Tyl anti-SFB, tous les clones Ty17 spécifiques de SFB sont
FOXP3" (Figure 41C). Nous avons ensuite caractérisé de facon plus approfondie les clones
Treg/Ty17 spécifiques de SFB. En accord avec I'expression de FOXP3, les clones Ty17, mais pas les
clones Tyl ou les clones controles, expriment des niveaux élevés de CTLA-4 (Figure 42A). L'absence

d’expression d’Helios, associé aux Treg naturels qui ne produisent pas de I'lL-17[144], dans ces
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mémes clones (Figure 42B) est compatible avec leur capacité a produire de I'lL-17. Finalement,
nous avons mesuré les niveaux d’expression des ARNm de I'/L411 et son expression spécifique dans
les clones Tyl17 (Figure 42C) renforce les données d’expression d’Helios et suggerent donc

fortement qu’il s’agit en fait de cellules Treg induites qui n’expriment pas Helios et qui produisent

de I'lL-17.
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Figure 42. Caractérisation des clones Treg/Ty17 spécifiques de SFB. A-B) Les clones Tyl et Ty17
spécifigues de SFB ainsi que les clones naifs controles ont été stimulés en présence de
PMA/ionomycine et I'expression de CTLA-4 et de Helios a été mesurée par marquage
intracellulaire/intranucléaire et analysée par cytométrie en flux. C) Aprés stimulation par
PMA/ionomycine, les niveaux d’expression des ARNm /L17, RORC et IL411 ont été mesurés par PCR

guantitative.

Dans leur ensemble nos résultats montrent que la réponse T CD4 spécifique de SFB chez 'homme

est composée de cellules qui produisent de I'lIFN-y, de I'lL-10 et/ou de I'lL-17 et sont en accord
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avec les données obtenues dans les souris axéniques colonisées par les SFB[329]. De plus, les
cellules spécifiques 1L-10°IL-17°'RORyt'FOXP3"Helios” que nous avons identifiées partagent
plusieurs des caractéristiques des cellules Treg qui se développent dans l'intestin en réponse au

microbiote[410].

Evaluation des réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques de SFB49 chez les patients atteints de

maladies autoimmunes

Des données suggérant que le microbiote intestinal pourrait jouer un réle dans les maladies
autoimmunes chez I’lhomme commencent a s"amonceler dans la littérature[348,438]. Ces données
sont appuyées par d’autres obtenues dans des modeéles murins. Les SFB en particuliers ont été
impliquées dans le développement de I'arthrite expérimentale dans le modéle de souris
K/BxN[335]. Afin d’investiguer I'implication potentielle des SFB dans les maladies autoimmunes
chez ’'homme nous avons évalué les réponses spécifiques de la protéine SFB49 dans deux groupes
de patients atteints soit de polyarthrite rhumatoide (RA, rheumatoid arthritis) soit de
spondylarthrite (AS, ankylosing spondylitis) ou d’arthrite psoriasique (PsA, psoriatic arthritis), ces
deux derniéres maladies étant génétiquement (lien a HLA-B27) et cliniquement liées. Comme les
guantités de matériel biologique de patients sont limitées et afin d’avoir un controle interne dans
cette série d’expériences, nous avons inclus un nombre équivalent de donneurs sains et nous
avons, dans ce cas, stimulé un nombre moins important (1 a 3 x 10°) de lymphocytes T CD4 avec le
pool de peptides SFB49. Dans ces conditions, aucune réponse anti-SFB n’était détectable chez les
donneurs sains (Fig. 43A). Ce résultat indique que la fréquence de lymphocytes spécifiques
circulants est basse et nécessite un nombre plus important de précurseurs CD4 lors de la
stimulation afin de la mettre en évidence (Fig. 37). Dans ces mémes conditions, en revanche, les
réponses anti-SFB49 sont détectables dans les échantillons de sang circulant de patients atteints
de RA (6 patients sur 9 testés) (Fig. 43A) suggérant que la fréquence de lymphocytes T CD4
spécifiques de SFB est plus élevée chez ces patients. Cette différence ne semble pas étre due a une
activation globale de la réponse T CD4 chez ces patients puisqu’une stimulation non spécifique
(PMA/ionomycine) des cultures ne met pas en évidence des différences dans les pourcentages de
cellules cytokines® entre les différents groupes (Fig. 43B). Le nombre de répondeurs est plus faible
parmi les patients atteints d’AS ou de PsA (2 patients sur 11 testés) (Fig. 43A). Aucune réponse

significative IL-17 ou IL-10 n’a été détectée dans les trois groupes. L'analyse de la réponse IL-10
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par le teste de sécrétion-capture décrit ci-dessus a permis de mettre en évidence une réponse IL-

10 dans une fraction des patients RA répondeurs (données non montrées).

A
No peptide Peptide pool
v 2.0 ** -
=5 o}
= C
e HD15 1.6 1
3 +
== T 1.2
g o
= 0.81
= ES Cgo oo
. g 044 2 IEERRIITTI e O ...........................
= ) a0
s P oo ol W B qp B
= 3 Ft S Peptide pool -  + - + -+
o == ¥
- I[ﬂ””T[TU HD RA AS/PsA
| I
>
IFN-y
B
80 6 * 2.5
o
.
60- o o’ 20
. o o 14 o O O
ks : O ~ S 1.5 ~ Oq o]
m 40- ‘0 o0 4 o] o 4 1.0l o~ Q
. % * P =2 o 0 $ " ¢
O Is) 0 = 0 an [s¥ Q0
- @ - = E 0- & ot = % = 0.0+ & o ki w =L ?’
PMA/ T LT LD Do L+ L s S . 4+
lono
HD RA  AS/PsA HD RA  AS/PsA HD RA  AS/PsA

Figure 43. Evaluation des réponses T CD4 spécifiques de SFB chez les patients atteints de
maladies autoimmunes. Les lymphocytes T CD4 de 9 patients atteints de polyarthrite rhumatoide
(RA), de 11 patients atteints de spondylarthrite (AS) ou de rhumatisme psoriasique (PsA) et de 10
donneurs sains ont été stimulés in vitro pendant 12 jours en présence du pool de peptides SFB49
en présence de la fraction CD4 irradiée. A) Les cultures ont été stimulées en absence et en
présence du pool a J12 et la fréquence de cellules produisant de I'IFN-y, de I'IL-10 et de I'lL-17 a
été déterminée par marquage intracellulaire et analyse par cytométrie en flux. Des exemples de
cytogrammes montrant le marquage IFN-y et IL-17 pour un patient atteint de RA et un donneur
sain sont montrés et les données obtenues pour I'ensemble des donneurs en terme de
pourcentage de cellules IFN-y" sont résumées. Les cultures ont été stimulées en absence ou en
présence de PMA/ionomycine et analysées comme dans la partie A ci-dessus. Les données
obtenues pour I'ensemble des donneurs en terme de pourcentage de cellules IFN-y*, IL-17" et IL-
10" sont résumées. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test de Mann-
Whitney. *, p< 0,05 ; **, p<0,01.
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Des analyses statistiques par le test exact de Fisher montre que le pourcentage de répondeurs est
statistiquement différent entre le groupe de patients atteints de RA par rapport a celui de
donneurs sains (p = 0,003). Le pourcentage de répondeurs dans le groupe de patients atteints de
PsA ou d’AS n’est pas statistiquement différent de celui des donneurs (p = 0,47). Cependant, la
différence entre le groupe de patients atteint de RA et celui des patients PsA et AS, méme si elle
est fortement suggérée, n’est pas statistiguement significative (p = 0,06). Cela est tres
probablement di{i au petit nombre d’individus dans chaque groupe. La taille de I'’échantillon a
également empéché I'analyse des corrélations possibles entre la détection d’une réponse anti-SFB
et les parametres cliniques des patients atteints de RA. Dans leur ensemble cependant, nos
résultats suggerent un réle probable de la réponse anti-SFB dans la RA et I'élargissement de ces
analyses a une plus grande cohorte sera nécessaire afin d’'une part de confirmer ces premiéres
données et, de l'autre, d’établir les corrélations avec les paramétres cliniques dans le but de

comprendre le réle des ces réponses dans le déroulement de la maladie.

V. 2. c. Matériels et méthodes

Echantillons de donneurs sains et de patients et préparation des populations cellulaires

Les échantillons de sang périphérique de donneurs sains ont été obtenus de I'Etablissement
Francais du Sang (EFS, Creteil) sous forme de résidus de cytaphérese ou de sang prélevé dans sur
héparine. Les échantillons sanguins de patients atteints de maladies autoimmunes, prélevés sur
héparine, ont été obtenus du Service de Rhumatologie des Hopitaux Universitaires Paris-Sud apres
signature d’un consentement éclairé par le patient selon un protocole approuvé par le comité de
protection des personnes. Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC, peripheral
blood mononuclear cell) ont été séparées par centrifugation dans un gradient de densité
(LSM 1077). Les lymphocytes T CD4 ont été séparés des PBMC ex vivo par tri magnétique (Miltenyi
Biotec). Le tri de sous-populations de lymphocytes T CD4 ex vivo a été réalisé par cytométrie en
flux (FACSAria lll, BD Biosciences) aprés marquage des cellules avec des anticorps monoclonaux
(AcM) (BD Biosciences) spécifiques de CD4, CD45RA, CCR7 et, quand cela est indiqué, CCR6. Les

populations triées ont été ré-analysées par cytométrie en flux et leur pureté était > 98%.
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Stimulation antigénique in vitro et analyse des réponses T CD4

Les lymphocytes T CD4 triés ex vivo a partir des PBMC obtenues des résidus de cytaphérése (10’
cellules) ou des prélévements sanguins (10 ml de sang; 1 a 3 x 10° cellules) ont été stimulés avec le
pool de peptides SFB49 (Tableau 1; Peptide 2.0 Inc.) (1 uM de chaque peptide dans le pool) en
présence de la fraction CD4 (ration 1 CD4": 2 CD4) irradiée (35 Gray). Les cultures ont été
maintenues en présence d’IL-2 humaine recombinantes (Novartis Pharma S.a.S, 50 Ul/ml). A jour
12, une fraction des cultures a été stimulée en absence ou en présence du pool de peptides
pendant 4 heures a 37°C. Une heure apres le début de l'incubation la bréfeldine A était ajoutée
(Sigma aldrich, 10 pg/ml). A la fin de I'incubation un marquage membranaire était réalisé avec un
AcM anti-CD4, les cellules étaient ensuite fixées (eBioscience, Inc.) et un marquage intracellulaire
était réalisé avec des AcM anti-IFN-y (BD Biosciences), IL-10 et IL-17. Les cellules marquées étaient
par la suite analysées par cytométrie de flux (LSRFortessa BD Biosciences). Dans certaines
expériences les cultures étaient stimulées en absence ou en présence de PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate; Sigma Aldrich; 100 ng/ml) et d’ionomycine (Sigma Aldrich; 1ug/ml),
marquées et analysées comme détaillé ci-dessus. Une partie des cultures des donneurs
répondeurs a été divisée en 29 fractions afin des tester la réactivité aux peptides SFB 49
individuels. Aprés incubation pendant 24 heures en absence de peptides, en présence du pool de
peptides ou en présence des peptides individuels, la concentration d’IFN-y sécrétée dans le

surnageant des cultures était mesurée par ELISA (Life Technologies).
Séparation des cellules spécifiques et obtention des populations clonales

Les cultures de donneurs répondeurs ont été stimulées en absence ou en présence du pool de
peptides SFB49 pendant 3 heures a 37°C et les cellules produisant des cytokines ont été marquées
en utilisant le protocole de sécrétion-capture (Miltenyi Biotec; IFN-y/IL-10/IL-17 Secretion Assay-
Detection kit). Brievement, les cellules ont été marquées avec l'anticorps bispécifique anti-
CD45/anti-cytokine d’intérét a 4°C. Une incubation pendant 45 minutes a 37°C dans un grand
volume de milieu de culture et en rotation continue a permis ensuite la sécrétion des cytokines et
leur capture par les anticorps bispécifiques. Les cellules étaient par la suite marquées a 4°C avec
des AcM fluorescents anti-cytokines et des AcM anti-CD4. Les échantillons étaient analysés par

cytométrie en flux (FACSAria l11) afin de tirer les cellules cytokine®.
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Les populations spécifiques IFN-y" et IL-10" ont était clonées par dilution limite en présence de
PBMC allogéniques irradiées, de PHA (Phytohémagglutinine; Sigma Aldrich; 1 uM) et d’IL-2 (150
Ul/ml). Les clones obtenus étaient amplifiés par stimulation dans les mémes conditions toutes les

2 a 3 semaines. Des lymphocytes T CD4 naifs triés ex vivo ont été clonés selon le méme protocole.
Caractérisation des populations clonales

La spécificité des clones obtenus a partir des cellules cytokines® a été testée par stimulation en
présence d’APC autologues et en absence ou en présence du pool de peptides. La quantité de
cytokines sécrétées dans le surnageant de culture a été mesurée apres 2 heures par ELISA (IFN-y,

Life Technologies; IL-10, Life Technologies; IL-17 R&D).

Les clones spécifiques ainsi que les clones contréles obtenus des lymphocytes T naifs ont été testé
en terme de production de cytokines et d’expression de facteurs de transcription, apres
stimulation en absence ou en présence de PMA/ionomycine, par marquage
intracellulaire/intranucléaire en utilisant le Kit de marquage FOXP3 (eBioscience) et des AcM anti-
IFN-y, -1L-10 (BD Pharmigen), -IL-17, -FOXP3 (eBioscience), -Helios (Biolegend), -T-bet (eBioscience)
et -RORyt (eBioscience). La mesure de I'expression de CTLA-4 par les clones a été réalisée par

marquage intracellulaire en utilisant un AcM spécifique (BD Pharmigen).

L'expression des ARNm RORC, IL17 et IL411 a été mesurée par PCR quantitative. Pour cela les ARN
ont été préparés a partir des populations clonales apreés stimulation PMA/ionomycine pendant 24
heures en utilisant le kit RNeasy Micro (Qiagen). La synthese des ADNc a été réalisée en utilisant le
kit Promega Reverse Transcription System A3500 (Promega). La PCR quantitative a été réalisée en
utilisant I’essai TagMan et les sondes spécifiques suivantes : RORC (Hs010761112_m1), IL17 Hs
00174383 _m1, I/L4l1 (Hs00541746_m1), GAPDH (Hs02758991 gl1) (Assays-on-Demand Gene
Expression probes; Applied Biosystems). La quantité relative d’ARN a été calculée selon la formule

suivante : 2(Ct géne de ménage (GAPDH) - Ct test géne test)
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La population Treg dans son ensemble joue des roles essentiels dans le préservation de
I’'homéostasie des tissus et cela dans les conditions « steady state », en assurant la tolérance aux
tissus non endommagés contribuant a maintenir leur intégrité ainsi que la tolérance au
microbiote, ou au cours des réponses immunitaires par exemple contre les infections qui
menacent |'intégrité des tissus de I'organisme.

Le syndrome IPEX, une maladie monogénique liée a des mutations du gene FOXP3 et qui se
manifeste par de multiples signes graves d’autoimmunité, et les syndromes IPEX-like, qui sont
caractérisés par les mémes manifestations d’autoimmunité et qui sont dus a des mutations dans
des génes importants pour la fonction des Treg (ex.: CD25, STAT5b)[439], soulignent le role
central de cette population. En dehors du cas particulier des maladies génétiques, les variations
dans la fréquence et les fonctions des Treg jouent un role dans le développement de plusieurs
pathologies. Dans le cas des cancers, I'accumulation des Treg au site tumoral participe a
I'instauration et au maintien d’un microenvironnement suppresseur qui facilite I'’échappement des
tumeurs de la réponse immunitaire antitumorale[440]. Au contraire, des variations dans les
fréquences de Treg pourraient contribuer a I'inflammation et I'immunité exacerbées dans les
maladies autoimmunes[441]. De méme, les Treg jouent un role dans la balance entre tolérance et
rejet des greffes[442] et dans la maladie du greffon contre I’'h6te dans le cas particulier des greffes
hématopoiétiques[150]. Afin d’assurer des fonctions adaptées a ces différentes situations, des
sous-populations spécialisées de Treg se sont développées. Ces sous-populations incluent les iTreg
et les nTreg[443] mais également des populations de Treg qui se sont spécialisées par les
récepteurs d’adressage qu’elles expriment afin de leur permettre d’agir aux sites inflammatoires
ou leur fonction est requises[444]. Malgré cette spécialisation, les Treg partagent des
caractéristiques primordiales pour leur activité et parmi les plus importantes sont leur activité
suppressive vis a vis des lymphocytes et d’autres cellules de I'immunité notamment les APC ainsi
qgue leur anergie qui les rend dépendantes des sources exogenes d’IL-2. Les mécanismes qui leur
conféerent ces caractéristiques sont dominés par la fonction de leur facteur de transcription,
FOXP3, mais impliquent également des mécanismes propres a chacune des sous-populations. La
connaissance de ces mécanismes est essentielle pour la compréhension du role des Treg dans les
différentes situations notamment pathologiques et pour leur exploitation thérapeutique.

La population des cellules T CD4 pro-inflammatoires Ty17 a été identifiée d’abord dans des
modeles murins d’autoimmunité dont la physiopathologie ne pouvait pas étre expliquée par

I'intervention d’une réponse Ty1[445]. La population est également impliquée dans les maladies
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autoimmunes chez 'homme et participe a la mise en place de I'inflammation chronique dans ces
maladies. Dans le cas des tumeurs, les Tyl7 et I'lL-17 semblent jouer des rdles pro- ou anti-
tumoraux selon le modele expérimental ou, chez 'homme, le type de tumoral étudié[446]. Ces
fonctions diverses et opposées pourraient en partie étre expliquées par le réle proangiogénique
de I'lL-17 en plus de son réle proinflammatoire. Cependant, la complexité des fonctions de Ty17
pourrait également provenir des liens entre cette population et les Treg qui ont commencé a étre
approciés rapidement aprés l'identification des Ty17[447]. Plus récemment les études réalisées sur
le réle des Tyl7 dans I'immunité intestinale notamment en relation au microbiote ont permis
d’attribuer a cette population, et dans un sens plus large aux populations cellulaires RORyt", une
fonction de tolérance dans ce site vis a vis du microbiote[448]. Au niveau de l'intestin en
particulier, la population de Treg RORyt", qui présente de caractéristiques mixtes des populations,
est plus fréquente que dans d’autres sites[157] et semble jouer un role important dans la
tolérance dans ce site. La compréhension des liens entre les Ty17 et les Treg et des mécanismes
qui régulent la balance entre ces populations est un élément important pour la mise en place de
stratégies thérapeutiques visant a moduler ces deux populations.

Au cours de mon travail expérimental je me suis intéressée a deux aspects différents du lien entre
les Treg et les Tyl7. Le premier concerne I'enzyme immunosuppressive IL411 qui était identifiée
comme ayant un réle dans le contréle de la prolifération des Ty1l7 et dont j’ai mis évidence
I’expression dans les iTreg. Le deuxiéme est lié au développement des iTreg et des Tyl7 en

réponse au microbiote intestinal.

Expression de I’enzyme immunosuppressive IL4l1 dans les Treg mémoires induites Helios™ Aiolos*

Dans la premiere partie de mon travail expérimental, nous nous sommes intéressés a I’'expression
différentielle de I'lL411 dans les iTreg et les nTreg. Ce travail était basé d’une part sur les travaux
précédents de I'équipe qui avaient établi le lien entre les iTreg et les Ty17[158] et de I'autre sur un
travail qui venait d’étre publié et qui décrivait pour la premiére fois que I'lL411, connue jusqu’alors
pour son expression dans les DC et lymphocytes B, était exprimée dans les Ty17[88]. Dans les
travaux précédents de I'équipe, le lien entre les Treg humaines et les Ty17 avait été montré en
premier en étudiant la population de Treg en fonction de son état de différenciation sans prendre
en compte les populations de iTreg et nTreg. Dans ces travaux il a été montré : i) que les Treg

naives se différenciaient en Ty17 in vitro en présence de TGF-b et d’IL-1b de facon préférentielle
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par rapport au lymphocytes T CD4 conventionnels naifs[162]; ii) que la population de Treg
mémoires ex vivo comprend une fraction de cellules RORyt'IL-177[158] iii) que les Treg mémoires
se convertissent en T17 en conditions inflammatoire et que I'IL-1B joue un role important dans ce
phénomeéne[449]. Des travaux réalisés par d’autres groupes ont corroboré ces données[159,161].
Dans une deuxieme série de travaux I’équipe a analysé le réle du récepteur de type | de I'lL-1 (IL-
1RI) dans la balance entre Treg et Ty17. Ces travaux ont montré que le récepteur est exprimé
préférentiellement par les Treg mémoires[427] et, de facon intéressante, I'exploitation de son
expression en combinaison avec celle d’autres marqueurs de surface, a permis d’isoler des
populations pures de Treg Helios* et Helios™ [144]. Dans cette derniére étude, I’équipe a montré
que les Treg IL-17" sont exclusivement Helios’. De plus, ils ont montré que les Treg Helios’
expriment Aiolos, un autre membre de la famille lkaros qui avait été impligué dans la

différenciation de iTreg et des T17 chez la souris[145,428].

Ce travail, ensemble avec des expériences réalisées dans I'équipe montrant I'absence des Treg
Helios” dans le sang di cordon ombilical[143], nous ont confortés dans |'utilisation de Helios
comme marqueur permettant de distinguer les nTreg et les iTreg, au moins en conditions « steady
state » dans la périphérie. C’'est sur ce systeme expérimental que je me suis donc basée afin

d’étudier I'expression de I'lL411 dans les iTreg et les nTreg.

Mon intérét dans cette enzyme était basé sur une étude qui a montré son expression dans les
Ty17 humaines et son absence dans les Ty1[88]. L'enzyme a été mise en évidence dans cette étude
lors de la comparaison du profil d’expression génique des clones Ty17 et T4l humains dans le but
d’identifier les mécanismes responsables de la capacité moins importante des clones Ty17, par
rapport aux clones Tyl, a produire de I'lL-2 aprés stimulation par leur TCR. L'étude a montré que
I'expression de I'lL411 dans les Tyl7 est dépendante de RORyt et qu’elle résulte dans une
régulation négative de I'expression de la chaine { du TCR et dans une production réduite d’IL-2 et

une prolifération moins importante des cellules suite a la stimulation.

Comme I'expression de RORyt est dépendante du TGF-B, en combinaison avec des cytokines
inflammatoires[162,450], nous avons émis I’hypothése que I'lL4l1 pouvait étre exprimée dans les
iTreg dont le développement, contrairement aux nTreg, est dépendant du TGF- B[130,451,452]. En
utilisant la stratégie de tri cellulaire mise au point par I'équipe et qui permet de séparer les Treg
Helios" et Helios', nous avons montré que I'lL411 est exprimée exclusivement par les iTreg ce qui a

validé notre hypothése de départ. Nos résultats valident la stratégie de tri mise au point par
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I’équipe[144] et montrent son intérét pour I'étude fonctionnelle des iTreg et des nTreg chez
I’'homme. Ces résultats consolident ceux obtenus précédemment par notre équipe et par d’autres
groupes quant aux liens développementaux et fonctionnels entre les iTreg et les Tyl7.
L’expression de I'lL411 dans les iTreg est de plus compatible avec I'expression de RORyt par une
fraction importante de cellules dans cette population, comme nous I'lavons montré dans notre
étude. La population de iTreg que nous avons étudiée contient une fraction importante de cellules
IL-17*RORyt". Cependant elle contient également des sous-populations de cellules qui produisent
de I'lL-10, une fraction moins importante de cellules IFN-y" et, finalement, une fraction de cellules
qui ne produisent pas de cytokines[453,454]. Il sera important d’investiguer dans des études
futures si I'lL411 est exprimée dans toutes ces sous-populations ou seulement dans les iTreg IL-17".
En I'absence de méthodes permettant de séparer facilement ces sous-populations et avec la non

disponibilité d’un anticorps anti-IL411, il était difficile de répondre a cette question.

Comme indiqué ci-dessus, I'lL4l1 dans les Tyl7 semble contribuer a leur capacité réduite a
produire de I'lL-2. Les Treg, qu’elles soient naturelles ou induites, sont anergiques ; elles ne
produisent donc pas d’IL-2 en réponse la stimulation par le TCR. L'anergie dans les Treg dépend de
FOXP3 qui se lie au promoteur du gene codant pour I'IL-2 et qui en réprime I'expression[455]. Il est
intéressant de noter que notre équipe a montré que I'expression d’Eos est plus importante dans
les nTreg que dans les iTreg. Il est possible que d’autres mécanismes participent dans les iTreg et
les nTreg dans le renforcement du phénotype anergique et I'lL411 pourrait en faire partie dans le
cas des iTreg. La vérification de cette hypothése nécessitera la modulation de I'activité de I'lL4l1

ou de son expression, par des siRNA, et I'analyse de la production d’IL-2 par les iTreg.

Une étude plus récente publiée par le méme groupe qui avait mis en évidence |'expression de
I'IL411 dans les Tyl7 montre que I'lL411, mais pas RORyt directement, permet I'expression de
niveaux plus élevés de la protéine Tob1 qui fait partie de la famille de protéines anti-prolifération
Tob/BTG (B-cell traslocation gene) et dont I’expression limite la progression du cycle cellulaire
dans les Ty17 stimulées[89] Nous avons mesuré I'expression de Tob1 par PCR quantitative et nous
avons montré qu’elle était, en accord avec nos résultats d’expression de I'lL411, plus élevée dans

les iTreg que dans les nTreg.
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L’expression de I'IL411 dans les Treg augmente lors de leur conversion en Tyl7 dans des
conditions inflammatoires

L’étude de la différenciation in vitro des Ty17 a partir des Treg naives en présence de TGF-B et de
cytokines inflammatoires et en particulier I'lL-1B, a suggéré que les Treg mémoires qui expriment
I'IL1RI pouvaient représenter un intermédiaire le long d’une voie de différenciation qui mene in
vivo des Treg naives aux Ty17[162,427]. En effet, dans ces études il a été montré que le TGF-B
stimule spécifiquement I'expression de I'ILRI1 dans les Treg naives[162]. De plus, I'analyse ex vivo
de I'expression de I'lLR1 dans les Treg mémoires a montré qu’elle était plus importante dans la

population CCR7* mémoire centrale[427].

Je me suis donc basée sur ces données afin d’explorer les conséquences de la conversion des Treg
en Tyl7 in vitro, qui pourrait en réalité faire suite a cette voie de différenciation, sur I'expression
de I'lL411. Nos données montrent que I'expression de I'lL4l11 augmente dans les Treg lorsqu’elles
sont stimulées en présence d’IL-1B et qu’elles se convertissent en Tyl7. L'augmentation de
I'expression de I'lL411 qui accompagne la conversion pourrait représenter un mécanisme de
régulation négative dont le but est de limiter le danger résultant de la conversion d’une population
suppressive en une population pro-inflammatoire. Nos données suggérent aussi que les Ty17 qui
se développent par la voie de différenciation qui implique le TGF-B expriment des niveaux élevés
d’IL411. 1l est intéressant de noter que des études récentes, chez la souris, montrent que la
différenciation des T417 peut également avoir lieu en absence de TGF-B. Selon ces études, la voie
différenciation qui implique le TGF-B, en combinaison avec I'lL-6, produit des Ty17 qui sécretent
I'IlL-17 et I'IL-10. Une deuxiéme voie qui nimplique pas le TGF-B mais I'IL-6, I'lL-1f et I'IL-23 conduit
a la différenciation de cellules qui co-secretent I'lL-17 et I'IFN-y, expriment T-bet et qui semblent
jouer des rbles pathogéniques dans des modeéles d’EAE[77,90]. Il serait intéressant d’évaluer si

I'lL411 est exprimé différemment dans ces deux types de cellules Ty17.

L’expression de I'IL4l11 dans différentes populations immunitaires contribue au contréle de
linflammation

L’'IL4I1 a été identifiée en premier comme une protéine rapidement induite dans les lymphocytes
B apres stimulation par I'lL-4[253,254]. Une expression encore plus importante de I'enzyme a été

ensuite mise en évidence dans les cellules dendritiques. Dans ces études il a été montré que I'lL411
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est sécrétée et qu’elle inhibe la prolifération des lymphocytes T suite a une modulation négative
de I'expression la chaine T du complexe TCR/CD3[257]. Il a ensuite été montré que l'inhibition des
réponses adaptatives par I'IL4l1 exprimée dans les cellules de I'immunité innée (cellules
dendritiques et macrophages) pouvait contribuer a I'échappement tumoral in vivo[270]. Les
études montrant I'expression de I'lL411 dans les T417, ou dans ce cas par effet autocrine, I'enzyme
limite la prolifération des ces cellules pro-inflammatoires ainsi que nos résultats ajoutent des
évidences quant a un réle immunosuppresseur de cet enzyme touchant différents aspects de la
réponse immunitaire (Fig. 44). Des données plus récentes completent cet ensemble en montrant
que I'lL411 facilite la différenciation des iTreg in vitro a partir de lymphocytes T CD4 naifs[266]. La
modulation de I'activité de cette enzyme est donc susceptible d’avoir un intérét thérapeutique soit
pour lever I'immunosuppression liée a son expression dans les tumeurs soit au contraire pour

renforcer son activité dans les maladies impliquant une inflammation chronique.
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Figure 44 : Les différents roles immunosuppresseurs de I'IL411.
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Les réponses lymphocytaires T CD4 contre les épitopes de SFB sont détectables chez les donneurs

sains

Le role du microbiote intestinal dans le développement des réponses immunitaires innées et
adaptatives a surtout été exploré dans des modeles murins[456]. Dans ces études I'accent a en
général été mis sur I'exploration du type des réponses immunitaires adaptatives modulées par le
microbiote (Tyl, Tyl7, Trl, Treg etc.) et des mécanismes qui régissent leur développement.
Cependant, méme s’il a été montré que les antigenes du microbiote pourraient étre importants
pour le développement optimal de ces réponses[336], peu d’études ont investigué la spécificité

fine de des réponses immunitaires adaptatives spécifiques du microbiote.

Parmi les membres du microbiote intestinal, les SFB semblent, d’aprés les études réalisées chez la
souris, jouer un réle unique dans le développement de I'immunité intestinale[329]. En particulier
en terme de réponses adaptatives, les SFB stimulent des réponses anticorps de type IgA[408] dont
une partie est spécifique de la bactérie et semble donc dépendante des lymphocytes T ainsi que
des réponses T CD4 en majorité IL-17" mais aussi en partie IFN-y", IL-10" et FOXP3%[329]. Les
réponses T CD4 qui se développent dans les souris colonisées par les SFB ne sont pas dans leur
totalité spécifiques de la bactérie[408]. Cependant, |'oligoclonalité de ces réponses a permis le
clonage des lymphocytes T spécifiques des SFB et I'analyse de leur spécificité fine[411]. Dans cette
étude, les réponses T CD4 spécifiques ont permis l'identification de deux protéines
immunodominantes qui semblent responsables de I'induction de la majeure partie de la réponse.
Nous avons centré notre recherche d’une réponse immunitaire anti-SFB chez ’lhomme sur I'une de
ces protéines (SFBNYU 004990, abrégé SFB49). Nos résultats montrent que des réponses
spécifiques de cette protéine sont détectables dans une proportion de donneurs sains. Ces
résultats sont compatibles avec des données de la littérature montrant que les mémes protéines
de certains commensaux et pathogenes sont immunogéniques a la fois chez la souris et chez
I'homme. L'immunodominance a travers les espéces a été montrée dans le cas des réponses
lymphocytaires T spécifiques des protéines immunodominantes de Mycobacterium bovis et de

Mycobacterium tuberculosis[457] ainsi que de la pertactin P.69 de Bordetella Pertussis[458].

L'immunodominance des protéines est déterminée par plusieurs facteurs complexes[459]. Parmi
les plus importants est la présence de séquences peptidiques ayant les motifs de liaison adéquats
aux molécules du CMH ainsi que la présence des motifs permettant la génération des épitopes par

la machinerie d’apprétement de I'antigéne. D’autres facteurs comme la structure
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tridimensionnelle des protéines semblent également influencer les épitopes capables d’induire
une réponse immunitaire[460]. Dans le cas des bactéries, il a été montré que les protéines
extracellulaires (membranaires ou secrétées) sont plus a méme d’induire des réponses T CD4
[461]. L'ensemble de ces facteurs conduit a réduire le nombre de protéines et de domaines
immunodominants dans un microorganisme et il est probable qu’ils contribuent a la conservation
de I'immunodominance, pour un microorganisme donnée, a travers plusieurs especes hotes. Pour
certaines protéines immunogéniques, des réponses anticorps ont également été détectées dans
plusieurs espéces. C’'est par exemple le cas pour la flagelline CBirl qui induit des réponses
anticorps chez la souris et chez ’'homme[462]. Il sera intéressant dans le cas de la protéine SFB49
de rechercher des réponses anticorps, notamment IgA, chez la souris et, si ces réponses sont

détectées, de les rechercher chez les donneurs sains.

L’analyse des réponses anti-SFB49 a montré qu’une région principale de la protéine, qui contient
aussi I'épitope murin, est reconnue par les lymphocytes T spécifiques de tous les donneurs testés.
Cette région est celle qui contient le plus grand nombre de peptides prédits comme contenant des
motifs de liaison a une ou plusieurs molécules HLA. Cette concentration des réponses
immunitaires vers certains domaines de protéines a été décrite pour d’autres antigénes[463,464]
et pourrait refléter une richesse en peptides capables de se lier au MHC ainsi que des propriétés
facilitant son apprétement dans les APC. De plus, I'immunodominance de certaines régions de
protéine a été montrée comme étant dépendante du MCH, a savoir que les répondeurs ont en
commun certains alleles HLA[465,466]. Nous avons observé, en utilisant des anticorps bloquants,
que les réponses anti-SFB49 sont restreintes par HLA-DR (données non montrées). Nous sommes
en train de réaliser le typage moléculaire des alleles HLA-DR exprimés par les donneurs

répondeurs ou non afin d’examiner si certains alleles HLA en particulier sont associés a la réponse.

La réponse anti-SFB49 que nous avons détectée est dominée par des cellules qui produisent de
I'IFN-y ce qui apparait en contradiction avec les réponses majoritaires Ty1l7 observées chez la
souris [329,411]. Plusieurs éléments peuvent contribuer a expliquer cette contradiction. Les
réponses anti-SFB chez la souris ont surtout été étudiées au niveau intestinal. Les lymphocytes
anti-SFB49 dans la lamina propria de l'intestin gréle (SILP, small intestine lamina propria) était
majoritairement de type Ty17 mais certains clones spécifiques avaient un profile Ty1 et sécrétaient
de I'lFN-y mais pas de I'lL-17[411]. Aussi, lorsque des cellules T CD4 transgéniques naives, qui

expriment un TCR spécifique d’un des épitopes de la deuxiéme protéine immunogénique de SFB
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(SFBNYU_003340), étaient transférées a des souris colonisées par SFB, ces cellules se retrouvaient
dans la SILP et exprimaient toutes RORyt [411], ce qui n’arrive pas lorsque les souris receveuses ne
sont pas colonisées par SFB. Cependant, ces cellules se retrouvaient également dans les rates et
les c6lons des souris colonisées mais, dans ce cas, seulement 40% et 80% d’entre elles exprimaient
RORyt. Ce résultat, en plus de montrer que les réponses anti-SFB a distance de I'intestin peuvent
ne pas systématiquement étre de type Tyl7, suggére que ces réponses pourraient jouer un role

dans I'immunité systémique et pas seulement intestinale.

Nous avons aussi montré qu’une partie des réponses anti-SFB49 est contenue dans la fraction de
lymphocytes T CD4 mémoires CCR6". Chez I'homme, il a été montré que les cellules Ty17
expriment CCR6[79]. Une partie des cellules T CD4 CCR6 chez I'homme expriment également
CXCR3, le récepteur de chimiokine associé aux Tyl. Cette fraction contient des cellules qui co-
produisent de I'lL-17 et de I'IFN-y et d’autres qui produisent uniquement de I'IFN-y[79]. Cette
derniére population a été appelée ex-Tyl7 ou Tyl* selon les auteurs et son origine est débattue.
Certaines études proposent qu’il s’agit de cellules Ty17 qui se sont transdifférenciées en Ty1 sous
I'effet de I'lL-12 et d’autres proposent qu’il s’agit d’'une réponse bona fide Ty1 dont les conditions
de priming ne sont pas encore définies[51,175]. Notre laboratoire a montré que la réponse a
I'antigéne de tumeurs MAGE-A3 était mixte et composée de cellules Ty17 et Ty1[174]. Le suivi des
clones spécifiques dans les sous-populations de lymphocytes T CD4 isolées selon I'expression de
CXCR3 et CCR6 a permis de montrer qu’une partie de la réponse était primée comme Tyl et les
cellules obtenues étaient CCR6'CXCR3". Une autre réponse initiée comme Ty17 se retrouve dans la
fraction CCR6°'CXCR3’, mais, de facon intéressante, les mémes clonotypes se retrouvent dans la
fraction CCR6'CXCR3" et dans ce cas les cellules produisent de I'lFN-y et sont & un stade plus tardif
de différenciation. Sans exclure la possibilité que des réponses bona fide Tyl CCR6'CXCR3"
existent, ces résultats montrent au niveau clonal et in vivo que les cellules T417 peuvent se
convertir en Tyl et dans ce cas elles expriment CCR6, comme cela pourrait étre le cas pour une
partie des cellules anti-SFB49 que nous avons analysées. Finalement, les résultats que nous avons
obtenus avec les clones confortent le fait qu’au moins une partie des réponses anti-SF49 que nous
avons détectées sont, a |'origine, des réponses Ty17 ou Treg RORyt™ qui sont en lien avec le
phénotype décrit des réponses anti-SFB chez la souris[329,410,411]. De plus, les clones anti-SFB49
de phénotype Treg/Ty17 expriment I'IL411, ce qui les inscrit dans la voie de différenciation des
Ty17 qui implique le TGF-B et qui comporte un intermédiaire de différenciation commun aux iTreg

et aux Tyl7, comme discuté ci-dessous.
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Les réponses lymphocytaires T CD4 contre les épitopes de SFB sont augmentées chez les patients

atteints de polyarthrite rhumatoide

Plusieurs éléments nous ont incités a explorer la réponse anti-SFB chez les patients atteints de
maladies autoimmunes systémiques: i) la présence des réponses mémoires que nous avons
détectées chez les donneurs sains; ii) la présence de réponses anti-SFB chez la souris a des sites
distants de la SILP[411]; et iii) les modéles murins d’autoimmunité qui suggérent une participation

des réponses anti-SFB dans les manifestations de la maladie[335,421,436].

Nous avons exploré ces réponses dans le sang périphérique de patients atteints de polyarthrite
rhumatoide (RA) et de spondylarthrite (AS) ou d’arthrite psoriasique (PsA). Les Ty17 semblent
jouer un role important dans ces deux derniéres pathologies[467] et ces pathologies sont liées,
dans une partie des patients, a des manifestations d’inflammation intestinale[468]. Basé sur ces
deux éléments, nous nous attendions a mettre en évidence des réponses anti-SFB dans ce groupe
de patients mais nos résultats indiquent le contraire. En effet, nous avons mis en évidence une
fréquence plus importante de réponses anti-SFB49 chez les patients atteints de RA mais pas chez
ceux atteints d’AS ou de PsA. Un des facteurs génétiques prédisposant a la RA est I'expression de
certains alléles HLA-DR[469] et il sera d’intérét d’investiguer la restriction des réponses anti-SFB49
afin de vérifier si ces mémes alléles corrélent avec des épitopes immunodominants. Pour cela,
nous avons initié un typage moléculaire des alleles HLA-DR exprimés par tous les patients inclus

dans I'étude et cette analyse est actuellement en cours.

Une étude parue trés récemment montre que des réponses T CD4 de type Tyl7 spécifiques de
protéines dérivées de commensaux, comme les flagellines A4-fla2 et FlaX et la protéine YidX d’E.
coli, sont détectables dans le sang périphérique de patients atteints de la maladie de Crohn[470].
Aussi, des anticorps contre la flagelline CBirl sont détectés chez les patients atteints de cette
maladie[471]. De facon intéressante, cette méme protéine a été identifiée comme un antigéne
dominant donnant lieu a des réponses immunitaires innées et adaptatives dans un modele murin
de colite[471]. Ces résultats nous incitent a explorer les réponses sérologiques contre la protéine

SFB49 chez les patients atteints de RA.

Nos données obtenues chez les patients sont préliminaires et nous sommes actuellement en train

de tester un nombre plus important de patients atteints de RA. Sur cette cohorte nous allons
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étudier de plus les corrélations entre la présence d’une réponse anti-SFB chez les patients et les

parametres clinico-pathologiques de la maladie.

Perspectives

L’étude que j’ai réalisée sur I'expression et le role de I'lL411 contribue a étendre la contribution de
cette enzyme immunosuppressive en montrant son expression dans les Treg en plus des
populations ou elle avait été décrite, notamment les cellules dendritiques et les cellules T417. Nos
résultats, ensemble avec ceux obtenus dans les autres études, suggerent que la manipulation
pharmacologique de cette enzyme pourrait avoir un intérét thérapeutique dans des maladies
impliquant les Treg et les Tyl7. De plus, nos résultats ouvrent la possibilité de moduler
spécifiguement les iTreg sans compromettre complétement la tolérance puisque les nTreg
n‘expriment pas cette enzyme. Le ciblage de cette enzyme nécessitera des études
supplémentaires qui explorent toutes les conséquences de I'expression de cette enzyme dans les

Treg ainsi que dans les autres cellules immunitaires.

Les résultats que nous avons obtenus en analysant la réponse immunitaire adaptative spécifique
des SFB chez I'homme suggerent fortement que ces bactéries sont en effet présentes chez
I’'homme et encouragent la recherche de preuves directes de leur présence dans l'intestin. Une
piste qui s’ouvre avec nos données est la recherche de ces bactéries en se basant non seulement
sur le géne de ’ARNr 16S mais aussi sur les genes codant pour les protéines immunodominantes
qui pourraient avoir été préservées dans les SFB colonisant différentes espéces. De facon plus
générale, nos résultats encouragent la poursuite d’autres études ayant pour but d’identifier les
réponses spécifiques de peptides ou de protéines définis des principaux commensaux. Les
résultats obtenus dans ce type d’études ensemble avec les données obtenues par les études de
génomique, qui explorent les associations entre les membres du microbiote et certaines maladies,
ont le potentiel d’approfondir notre connaissance de l'interaction entre le microbiote et la
réponse immunitaire chez 'lhomme ainsi que de la contribution de la dysbiose intestinale dans la

physiopathologie de plusieurs catégories de maladies.
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Résumé

Deux populations de lymphocytes T CD4 régulateurs
(Treg), les naturels (nTreg) et induits (iTreg), assurent la
tolérance au soi et aux microorganismes commensaux
et le contr6le des réponses immunitaires exagérées. Au
cours de ma thése j’ai investigué les mécanismes qui
permettraient de cibler de fagon différentielle une des
populations Treg ainsi que le rle du microbiote
intestinal dans I'ontogénie des iTreg. Les iTreg ont des
liens avec la population de lymphocytes T CD4 pro-
inflammatoires TH17. Cela m’a amenée a examiner
I'expression du géne IL411 codant pour une L-
phénylalanine oxydase qui inhibe la prolifération des
lymphocytes T et exprimé dans les TH17. J’ai montré
que parmi les Treg I'lL411 était exprimé
préférentiellement dans les iTreg et qu’en conditions
inflammatoires son expression augmentait et
accompagnait la conversion des Treg en TH17. Le profil
différentiel d’expression de 'IL411 pourrait fournir une
base pour le ciblage spécifique des iTreg.Alors que les
nTreg se développent dans le thymus, des modeles
murins indiquent que le microbiote intestinal joue un réle
important dans 'ontogénie des iTreg et des TH17. Afin
d’étudier I'influence du microbiote intestinal sur le
développement des iTreg et des TH17 chez ’lhomme, je
me suis intéressée aux bactéries filamenteuses
segmentées (SFB) qui jouent un réle important dans le
développement de 'immunité intestinale chez la souris.
Nous avons mis en évidence des réponses T CD4
spécifigues de SFB dont une fraction exprimait les
facteurs de transcription et les cytokines
caractéristiques des Treg et des TH17. De plus, nos
données suggeérent que ces réponses pourraient jouer
un réle dans la polyarthrite rhumatoide.

Mots clés
iTreg ; Tul7; IL411; SFB; Polyarthrite rhumatoide;
RORYyT; FOXP3

Abstract

Two populations of regulatory CD4 T cells (Treg),
natural Treg (nTreg) and induced Treg (iTreg), ensure
tolerance to self and to commensal microorganisms as
well as control of exaggerated immune responses.
During my PhD research, | investigated mechanisms
that could allow for the differential targeting of these
Treg populations as well as the role of intestinal
microbiota in iTreg ontogeny. iTreg have close ties to
TH17, a population of pro-inflammatory CD4 T cells.
This led me to examine the expression of the IL411
gene, which encodes an L-phenylalanine oxidase able
to inhibit T cell proliferation and that is expressed in
TH17 cells. We showed that among Treg IL411 was
preferentially expressed in iTreg and that in
inflammatory conditions its expression was enhanced
and accompanied Treg conversion into TH17. The
differential expression profile of IL411 could provide
opportunities for the specific targeting of the iTreg
population. Whereas nTreg develop in the thymus, data
obtained in mouse models indicate that the intestinal
microbiota plays a prominent role in the ontogeny of
iTreg as well as in the development of TH17. In order to
address the influence of the gut microbiota on the
development of human iTreg and TH17, | focused on
segmented filamentous bacteria (SFB) that play a
central role in the development of intestinal immunity in
mice. We detected SFB specific CD4 T cell responses
in healthy individuals and a fraction of cells expressed
Treg and TH17 signature transcription factors and
cytokines. In addition, our data suggest that these
responses could play a role in rheumatoid arthritis.
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