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Résumé

Des études récentes ont montré une implication de la neuropiline 1 (Nrp1)
dans le contréle de I'activation des lymphocytes T. Son invalidation s’accompagne
d’'une aggravation de [I'encéphalite auto-immune expérimentale (EAE). La
sémaphorine 3A (Sema-3A), ligand principal de la Nrp1, semble participer a une
boucle autocrine de rétro contréle négatif de la prolifération des lymphocytes T.
Cependant, peu d’études ont été réalisées chez 'homme pour déterminer dans
quelle(s) situation(s) la Nrp1 est exprimée par les lymphocytes T. Notre travail a
consisté a étudier I'expression de la Nrp1 par les populations lymphocytaires T
humaines afin de comprendre a quel niveau peut avoir lieu ce rétro contréle. Nous
montrons que les lymphocytes T régulateurs (Treg) chez 'homme n’expriment pas la
Nrp1, contrairement aux Treg murins. En revanche, la Nrp1 est exprimée par les
lymphocytes T effecteurs aprés engagement avec I'antigéne, soit au niveau des
organes lymphoides secondaires pour les lymphocytes T folliculaires helper (Tth) en
interaction avec les lymphocytes B, soit au niveau des sites d’inflammations
périphériques pour les lymphocytes T effecteurs mémoires (TEM). Dans les deux
cas, cette expression survient en fin d’activation et pourrait servir de frein a une

activation incontrdlée des lymphocytes T.

D’autre part, nous avons abordé le réle du récepteur alpha a I'lL-2 (CD25)
dans I'homéostasie des lymphocytes T. L’étude chez la souris il2ra’ a révélé un role
important du CD25 pour la survie des Treg in vivo, mais aussi pour I'acquisition de
lymphocytes T mémoires. Seulement deux cas de déficience en CD25, associés a
des maladies auto-immunes, ont été décrits chez 'lhomme. Cependant, ces études
n’ont pas abordé a quel niveau le CD25 intervient sur ’lhoméostasie des lymphocytes
T. Nous complétons ces études par la présentation de trois nouveaux cas de
déficience en CD25 développant des maladies auto-immunes de type IPEX. Nous
montrons que le CD25 intervient activement dans le maintien des populations Treg
naives et effectrices, mais aussi dans celui des populations lymphocytaires

effectrices mémoires.

Mots-clés : neuropiline - récepteur alpha a I'lL-2 - lymphocyte T — homéostasie -

lymphocyte T folliculaire auxiliaire - lymphocyte T régulateur.



Abstract

Neuropilin 1 and IL-2 receptor alpha (CD25): expression and implication in normal or
pathologic human T cell homeostasis.

Recent studies have shown the involvement of neuropilin 1 (Nrp1) in the
control of T cell activation, and disruption of this receptor promotes aggravation of
experimental autoimmune encephalitis (EAE). Through its principal ligand,
semaphorin 3A (Sema-3A), Nrp1 appears to participate in an autocrine negative
feedback of T cell proliferation. However, few studies have been conducted in
humans to determine when Nrp1 is expressed by T cells. Here we show that
regulatory T cells (Treg) in humans do not express Nrp1, unlike murine Treg cells. In
contrast, we show that Nrp1 is expressed by effector T cells after engagement with
antigen, either in secondary lymphoid organs for follicular helper T cells (Tfh)
interacting with B cells, either in peripheral inflammation for effector memory T cells
(TEM). We conclude that this expression corresponds to a level of late activation in

both cases and may control T cell activation.

The study in mice il2ra’ revealed a significant role of IL-2 receptor alpha
(CD25) for the survival of Treg in vivo, but also for the differentiation of memory T
cells. Only two cases of CD25 deficiency associated with autoimmune diseases have
been described in humans. However, these studies do not assess at what level
CD25 is involved in T cell homeostasis. Here we provide further insight of these
studies by presenting three new cases of CD25 deficiency developing autoimmune
diseases like IPEX. We show that CD25 plays an active role to maintain naive and

effector Treg cell populations of, and effector memory T cell populations.

Keywords: neuropilin, IL-2 receptor alpha, T cell, homeostasis, follicular helper T cell,

regulatory T cell.
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Avant-propos

Le systéme immunitaire permet de lutter contre les pathogénes extérieurs.
Cependant, dans certains cas, ce systeme de défense peut se retourner contre son
héte et avoir des conséquences néfastes avec émergence de maladies auto-
immunes et/ou inflammatoires. Ces derniéres suscitent de nombreuses
interrogations, notamment sur les mécanismes impliqués dans la dérégulation du
systéme immunitaire, et leur compréhension reste un enjeu essentiel pour la
meédecine actuelle. Les lymphocytes T occupent une place centrale dans ce
phénomeéne et leur hyperactivation est un facteur d’aggravation majeur des maladies
auto-immunes. Toutefois, la propriété des lymphocytes T régulateurs (Treg) d’inhiber
les lymphocytes T auto-réactifs place ces cellules au centre de nombreuses études
ayant pour objectif final leur utilisation en thérapie cellulaire. Cependant, les
avancees actuelles ne permettent pas encore d'utiliser cette thérapie dans la plupart
des maladies auto-immunes. Il est donc important de chercher d’autres mécanismes
de régulation, éventuellement sensible a des agents pharmacologiques, capables
soit d’inhiber directement I'hyperactivation des lymphocytes T auto-réactifs, soit de

favoriser I'action immunorégulatrice des Treg.

L’interleukine 2 (IL-2) est une cytokine impliquée lors de l'activation des
lymphocytes T, mais elle posséde également un rdle immunorégulateur non
négligeable. En effet, elle est capable de moduler la physiologie et la survie des
lymphocytes T régulateurs. Bien que [I'utilisation de [I'lL-2 semble étre une
perspective thérapeutique intéressante pour traiter diverses pathologies auto-
immunes, il est encore difficile d’établir avec certitude l'influence de celle-ci sur notre
physiologie. La majorité des travaux dans ce domaine se concentre autour de
modeéles d’études chez l'animal et le paralléle chez 'homme est encore trop peu
pertinent. En effet, les travaux chez 'homme restent encore trés limités, mais I'étude
de mutations génétiques responsables de pathologies permet néanmoins d’apporter
des informations primordiales. Dans notre étude, nous apporterons des éléments
pour une meilleure compréhension de l'influence de I'lL-2 sur 'homéostasie des
lymphocytes T et T régulateurs chez 'lhomme, par la présentation de trois cas de

mutation sur le gene de I'lL2RA, géne du récepteur alpha a I'lL-2 (CD25).

15



D’autre part, notre laboratoire fut 'un des premiers a publier des résultats
montrant I'implication de la neuropiline 1 (Nrp1) dans la fonction des lymphocytes T
(Tordjman et al.,, 2002). Bruder et al, ont ensuite montré que les lymphocytes T
régulateurs murins exprimaient de maniére spécifique la neuropiline 1 (Bruder et al.,
2004). Depuis cette découverte, la neuropiline 1 suscite de plus en plus d’intérét pour
son implication dans le contrdle de la réponse immunitaire. Cependant, peu d’études
sont réalisées sur le réle de I'expression de la neuropiline 1 chez 'homme, que ce
soit dans un contexte normal ou pathologique. Ainsi, nous avons axé nos recherches
autour de lI'expression de la Nrp1 par les lymphocytes T humains afin de mieux
comprendre I'implication de ce récepteur dans la régulation du systeme immunitaire,

qui pourrait conduire a la proposition de nouvelles orientations thérapeutiques.
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INTRODUCTION

1. Le récepteur alpha a I'lL-2 (CD25) : implication dans I'immunorégulation
de I’homéostasie des populations lymphocytaires T

Les lymphocytes T sont les acteurs principaux de la réponse immunitaire
spécifique. lls sont indispensables a l'acquisition d’'une mémoire immunitaire contre
les antigénes. Nous pouvons distinguer schématiquement deux types principaux de
lymphocytes T dits conventionnels : les lymphocytes T CD4 qui sont restreints a la
reconnaissance du complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMH Il) a la
surface des cellules présentatrices de I'antigéne, et les lymphocytes T CD8 qui sont
restreints a la reconnaissance du CMH de classe |. Les lymphocytes T CD4 et T CD8
issus du thymus se retrouvent dans la circulation sanguine sous forme naive et
expriment le marqueur de surface CD45RA jusqu’a la rencontre d’'un antigéne. La
rencontre entre un lymphocyte T naif et une cellule présentatrice d’antigéne
(généralement une cellule dendritique (DC)), dans les organes Ilymphoides
secondaires, provoque alors la différenciation des Ilymphocytes T naifs en
lymphocytes T effecteurs puis meémoires, exprimant le marqueur de surface
CD45RO0. Ce contact est dépendant de l'interaction entre le TCR du lymphocyte T et
le peptide antigénique présenté par le CMH de la DC. Les lymphocytes T CD8 vont
principalement acquérir une fonction cytotoxique de fagon spécifique d’'un antigéne et
les lymphocytes T CD4 vont principalement devenir des lymphocytes T auxiliaires
professionnels. Par la sécrétion de cytokines, les lymphocytes T auxiliaires vont aider
les lymphocytes B (producteurs d’anticorps) et les lymphocytes T cytotoxiques (CTL)

pour leurs fonctions.

La population T CD4 n’est pas une population homogéne. Dés la sortie du
thymus deux populations de lymphocytes T CD4 naifs se distinguent: les
lymphocytes T CD4, dits conventionnels, qui aboutiront, aprés rencontre avec un
antigéne, aux lymphocytes T auxiliaires, et les lymphocytes T CD4 régulateurs
(Treg), dits naturels, qui n'ont pas de fonctions auxiliaires, mais interviennent dans
'organisme pour contréler la tolérance au soi et I'homeéostasie du systéme

immunitaire. Les lymphocytes T CD4 régulateurs sont généralement spécifiques
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(Figure. 1).

d’auto-antigenes et interviennent dans le contréle des maladies auto-immunes

lymphocyte T Cellule
nalf non spécifique
CD45RA* de l'antigéne
CD4
CD4
CD8\‘ l régulateur @

Cellule Contact
présentatrice entre TCR
de l'antigéne et l'antigéne

(celllu_le présenté
Dendritique) / par le CMH

lymphocyteT Cellule
Eoe
o de l'antigéne
CD45R0O* l l l

Régulateur
de
l'immunité

Fonctions:  Cytotoxique Auxiliaire

@ CD4 régulateur: spécifique d'auto-antigéne a la sortie du thymus

Figure. 1 Schéma simplifié de la différenciation des lymphocytes T naifs. Les
lymphocytes T CD8, CD4 et CD4 régulateur (Treg) sortent du thymus sous forme naive. La
rencontre avec I'antigéne présenté par le CMH d’une cellule présentatrice de I'antigéne et le
TCR du lymphocyte T va provoquer la différenciation de lymphocytes T naifs en lymphocytes

effecteurs cytotoxiques et auxiliaires.
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1.1. Ladiversité des lymphocytes T CD4

En plus de la distinction entre lymphocytes T auxiliaires et lymphocytes T
régulateurs, les lymphocytes T CD4 auxiliaires se différencient également en
plusieurs sous-types de populations effectrices selon les cytokines présentes dans le
microenvironnement. En effet, on peut distinguer cinq sous-types de lymphocytes T
CD4 effecteurs. Les plus classiques et mieux caractérisés étant les Th1 et les Th2.
Plus récemment, les Th17, les lymphocytes T folliculaires « helper » (Tfh) et les
lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) ont été ajoutés a la liste de ces sous-

populations T CD4 auxiliaires (Figure. 2).

Les cellules Th1 sont caractérisées par leur production en IFN-y et par
I'expression du facteur de transcription T-bet, et interviennent dans I'immunité contre
les microorganismes intracellulaires. La production d’'IL-12 par les cellules de
'immunité innée va induire la différenciation des lymphocytes T CD4 naifs en cellules
Th1.

Les cellules Th2 se différencient en présence d’lL-4 et requiérent le facteur de
transcription GATA-3. Ces cellules produisent les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 et
interviennent dans [l'immunité humorale pour controler différents pathogénes

extracellulaires.

Les cellules Th17 produisent de I'lL-17 et de 'lL-22 et jouent un réle important
dans I'élimination des bactéries et des champignons a la surface des muqueuses. La
différenciation en cellules Th17 requiéere le facteur de transcription RORyt, induit par
le TGF-B et par les cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et I'lL-21 chez la
souris (Chen et al., 2007). Chez 'homme cette différenciation nécessite en plus la
présence de I'lL-23 et de la cytokine pro-inflammatoire IL-1p, qui permet notamment
I'inhibition de la production d’IL-10 (Volpe et al., 2008).

L’induction de lymphocytes T régulateurs (iTreg) est dépendante du TGF- et
du facteur de transcription Foxp3. Ces cellules ont les mémes propriétés que les
lymphocytes T régulateurs naturels (Treg directement issus du thymus), et
interviennent dans le contréle de la réponse immunitaire via leur production d’IL-10 et
de TGF-B. Cependant, il est encore difficile de déterminer lI'importance de ces
cellules in vivo, méme si l'induction in vitro de lymphocytes T régulateurs humains
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spécifiques de I'antigéne reste un enjeu a long terme pour 'immunothérapie des

maladies auto-immunes (Sallusto and Lanzavecchia, 2009).

Enfin, les cellules Tfh constituent une sous-population de lymphocytes T
auxiliaires qui régulent la maturation des lymphocytes B. Leur différenciation est
dépendante du répresseur de transcription Bcl-6, et de [I'lL-21. Ces cellules
productrices d’IL-21 ont la capacité de migrer au niveau des follicules des organes
lymphoides secondaires et d’induire la production d’anticorps par les lymphocytes B
(King, 2009).

Le point de vue classique de lignée différente pour chaque type de
lymphocytes T CD4 différenciés est remis en question depuis plusieurs années. Il est
intéressant de noter que les lymphocytes T CD4 différenciés possédent une certaine
plasticité et peuvent ainsi changer de profil de sécrétion en cytokines selon les

modifications du microenvironnement (O'Shea and Paul, 2010).

Sous-populations
différenciées

Cytokines

IL-4
IL-13

IL-17
@ ——©-=

IL-21
Cellule \
présentatrice
de I'antigéne : IL-10
(cellule Dendritique) — TGF-p

Figure. 2 Schéma classique de la différenciation des Iymphocytes T CDA4. La
différenciation des lymphocytes T CD4 naifs aboutit & 'émergence de diverses lymphocytes T
auxiliaires caractérisés par leurs facteurs de transcription (T-bet, Gata3, Roryt...) et leurs
productions en cytokines (IFN-y, IL-4, IL-17, IL-21...).
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1.1.1. Les lymphocytes T CD4 folliculaires « helper » (Tfh)

Les Tfh sont 'un des sous-types de lymphocytes T CD4 qui régulent le
développement des lymphocytes B spécifiques de I'antigene dans I'immunité in vivo.
La différenciation des lymphocytes B se caractérise par le développement des
plasmocytes qui vont produire les anticorps, ou des lymphocytes B du centre
germinatif qui constitueront un pool de lymphocyte B mémoires. L'expression du
récepteur aux chemokines CXCRS5 par les lymphocytes B leur permet de migrer vers
les zones folliculaires des organes lymphoides, riches en CXCL13 (chimiokine ayant
pour récepteur spécifique le CXCR5). C’est dans les follicules, comprenant le centre
germinatif, que les lymphocytes B vont pouvoir se différencier. Les Tfh ont la
particularité d’exprimer le CXCRS5 et vont ainsi migrer au niveau des follicules, et plus
particulierement vers les centres germinatifs. Cette proximité géographique va
permettre de favoriser le contact entre Tfh et lymphocytes B (Fazilleau et al., 2009a;
King, 2009; Yu and Vinuesa, 2010). Les autres lymphocytes T, naifs ou effecteurs,
n’exprimant pas le récepteur CXCR5, ne pourront donc pas migrer vers les follicules.
Ces lymphocytes seront donc localisés dans la zone T des organes lymphoides

secondaires (Figure. 3).

Dans les amygdales de 'homme, les Tfh ont été caractérisés pour la premiere
fois par I'expression du récepteur CXCR5. Seulement ces cellules sont capables
d’induire la production d’'immunoglobulines de type G et A en co-culture in vitro avec
des lymphocytes B issus de la méme amygdale (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al.,
2000). Depuis, d’autres marqueurs ont été identifiés pour caractériser les Tfh. Ainsi,
I'expression de la molécule de la famille des co-stimulateurs ICOS, de PD-1, d’OX40
et du répresseur de transcription Bcl-6, permettent d’identifier les cellules Tfh
fonctionnelles chez 'lhomme (Chtanova et al., 2004; Fazilleau et al., 2009b; Haynes
et al., 2007; Rasheed et al., 2006; Walker et al., 1999; Yu et al., 2009b). Par ailleurs,
I'utilisation du marqueur CD57 pour identifier les Tth est actuellement controversée.
Des travaux seraient nécessaire pour mieux comprendre son profil d’expression (Kim
et al., 2001; Rasheed et al., 2006).
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Figure. 3 Représentation schématique de la répartition des Tfh dans les organes
lymphoides secondaires. Les lymphocytes B et les Tfh vont se concentrer au niveau des
follicules riches en CXCL13 gréce a l'expression de leur récepteur CXCR5. Les autres

lymphocytes T, n’exprimant pas le CXCRS5 vont se retrouver en périphérie dans la zone T.

En plus de la sécrétion en IL-21, la fonction des Tfh est dépendante de leur
contact étroit avec les lymphocytes B via une interaction TCR et CMH de classe II. A
ce niveau les molécules ICOS, CD40 ligand et SAP (molécule associée aux
molécules d’activation SLAM des lymphocytes) jouent un réle prépondérant pour
permettre la différenciation des lymphocytes B (Fazilleau et al., 2009a; Qi et al.,
2008; Rasheed et al., 2006). L'implication de PD-1 et d’OX40 dans l'interaction Tfh et
lymphocytes B suscite néanmoins encore quelques interrogations (Haynes et al.,
2007; Walker et al., 1999).

L’interaction entre Tfh et lymphocytes B est indispensable pour la production
d’anticorps mais aussi pour la formation du centre germinatif. Ainsi, un défaut de
I'expression d’ICOS va non seulement provoquer une diminution de la production
d’anticorps, mais également un défaut de la formation des centres germinatifs,
constitués de cellules B mémoires (Bossaller et al., 2006). Cette étude montre

clairement I'importance d’ICOS dans la fonction et le maintien de la population Tth.

Les SLAM et en particulier SAP jouent un réle important dans la formation du

centre germinatif et surtout dans celle du pool de lymphocytes B mémoires (Qi et al.,
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2008). En effet, SAP a la surface des lymphocytes T permet un contact stable avec

les lymphocytes B, indispensable a I'expansion de ces derniers.

Il semblerait que la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes ou en
lymphocytes B mémoires du centre germinatif suive deux voies distinctes régulées
par les Tfh (Fazilleau et al., 2009a). A ce jour, il est encore difficile de savoir avec
précision quels sont les facteurs influengant 'engagement des lymphocytes B dans
une différenciation en lymphocytes B mémoires du centre germinatif, ou en

plasmocytes producteurs d’anticorps (Figure. 4).

Les Tfth sont impliquées dans diverses maladies auto-immunes et favorisent la
production d’auto-anticorps (Vinuesa et al., 2005). Ainsi, il est montré, chez des
patients atteints de lupus érythémateux disséminés (SLE : maladie associée a la
présence d’auto-anticorps) et dans des modéles murins, que la population Tfh joue
un réle important dans I'évolution de la pathologie et que l'inhibition de la fonction Tfh
aboutit a une diminution de la production d’auto-anticorps (Grammer et al., 2003; Hu
et al., 2009; Simpson et al., 2010). Cependant, la biologie des Tfh, encore méconnue
au sein de certains lymphomes, nécessiterait de plus amples investigations. Dans le
cas des lymphomes T angioimmunoblastiques, une similitude entre la population T
tumorale et les Tfh a été observée. Toutefois, I'origine Tfh de ces cellules tumorales

n’est pas encore décrite et reste hypothétique (de Leval et al., 2007).

LB mémoire
du centre germinatif

<0 %L21 ¢
e © IL-21R
o

Plasmocyte IgA

Figure. 4 Représentation des interactions moléculaires permettant la différenciation des
lymphocytes B. Par I'expression de diverses molécules (ICOS, CD40L, SLAM...) les Tfh ont
la capacité d’'induire la différenciation des lymphocytes B (LB) en lymphocytes B mémoires ou

en plasmocytes producteurs d’anticorps.
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1.2. Les lymphocytes T régulateurs « naturels »

Une bonne régulation des lymphocytes T effecteurs est indispensable pour
contréler un emballement du systéme immunitaire et pour éviter 'émergence des
maladies auto-immunes et/ou allergiques et/ou inflammatoires. Ainsi, une réponse
aberrante Th1 et Th17 jouera un réle crucial dans le développement de maladies
auto-immunes, alors qu’une réponse Th2 sera impliquée dans le développement des
allergies et de I'asthme. Ce sont les lymphocytes T CD4 régulateurs (Treg) qui
joueront un réle important dans le contrdle de ces réponses. Les Treg sont
caractérisés par I'expression du facteur de transcription Foxp3 ainsi que du récepteur
alpha a I'lL-2 (CD25), et ce, aussi bien chez ’'homme que chez la souris (Dieckmann
et al., 2001; Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Sakaguchi et al., 1995). Des
mutations des génes IL2RA ou FOXP3 avec perte de fonction sont a l'origine de
diverses maladies auto-immunes et d’allergies (Wing and Sakaguchi, 2010). Les
Treg exercent un pouvoir suppresseur, grace a leur capacité a inhiber I'activation, la
prolifération et la sécrétion en cytokines d'une grande partie des cellules
immunitaires, telles que les lymphocytes T CD4 et CD8, les cellules NK (natural
killer), les lymphocytes B et aussi les cellules présentatrices de I'antigéne. En contre
partie de ce contréle de la tolérance au soi, les Treg inhibent aussi la réponse anti-
tumorale. L'étude de cette population régulatrice suscite beaucoup d’intéréts et est

devenue 'une des cibles principales pour les nouvelles applications thérapeutiques.

Contrairement aux lymphocytes T régulateurs induits (iTreg), qui acquierent
leur fonction régulatrice aprés activation, les Treg naturels CD4" CD25" Foxp3® sont

programmeés dés la sortie du thymus pour exercer leurs pouvoirs suppresseurs.
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1.2.1. Le rble du facteur de transcription Foxp3

Le facteur de transcription Foxp3 joue un réle majeur dans le maintien de la
population Treg. Les défauts génétiques de Foxp3 chez la souris scurfy et chez les
patients ont pour conséquence le développement de séveres maladies auto-
immunes, notamment du syndrome lié a [I'X, dimmunodysrégulation, de
polyendocrinopathie, et d’entéropathie (IPEX) chez 'homme (Bennett et al., 2001).
L’induction de Foxp3 dans des lymphocytes T naifs de souris, aprés activation du
TCR et l'apport de TGF-B in vitro, leur conférent une activité suppressive. Ces
lymphocytes, dits Treg induits (iTreg) expriment les marqueurs spécifiques aux Treg
tels que le CD25, le CTLA-4 (cytotoxic T Ilymphocyte antigen 4) et le GITR
(glucocorticoid-induced TNF-receptor-related protein), mais se réveélent différents des
Treg « naturels » sur le profil du transcriptome (Hill et al., 2007). De la méme facgon,
chez 'homme, cette induction in vitro de Foxp3 est également possible au sein des
lymphocytes T naifs activés via leur TCR et en présence de TGF-B. Cependant,
contrairement aux Treg « naturels », ces lymphocytes montrent une activité
régulatrice faible et sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y) (Tran et al.,
2007). De plus, il est encore difficile de déterminer la proportion d’'iTreg chez

’'homme et leur importance par rapport aux Treg « naturels ».

25



1.2.2. Délimitation de la population Treg chez I’lhomme

Chez la souris, la population Treg est identifiée par I'expression du CD4, de
Foxp3 et, surtout, du CD25 (Sakaguchi et al., 1995). Chez I'homme, I'identification
des Treg est plus délicate. |l est décrit actuellement que la population CD4" Foxp3®
CD25" est une population lymphocytaire hétérogéne (Miyara et al., 2009). Ainsi, au
sein de la population Foxp3™ nous retrouvons les Treg naifs, les Treg effecteurs,
mais également des lymphocytes T effecteurs activés. Les Treg naifs ont été
caractérisés par leur expression du CD45RA (marqueur des cellules naives) et par
une faible expression en Foxp3 (Fritzsching et al., 2006; Fuchizawa et al., 2007;
Miyara et al., 2009; Valmori et al., 2005). Ces lymphocytes ont un pouvoir
suppresseur et sont présents dans le sang périphérique de 'lhomme et en grande

quantité dans le sang de cordon.

Chez 'homme, Les Treg ont longtemps été identifiés sur la base de leur forte
expression de Foxp3 et CD25 (Dieckmann et al., 2001). Cependant, cette méthode
ne prend pas en compte les Treg naifs qui expriment faiblement ces deux
marqueurs. L’expression du CD25 associée a une faible expression du CD127
(récepteur alpha a I'lL-7) a également été utilisée pour identifier les Treg, mais ne
permet pas de discriminer les lymphocytes T effecteurs activés présentant aussi ces
caractéristiques (Seddiki et al., 2006). Finalement, I'association de I'expression du
CD25 et du CD45RA permet d’identifier les Treg naifs et effecteurs (Miyara et al.,
2009). Les lymphocytes T CD4 possédant un réel pouvoir régulateur comprennent :
les Treg naifs, qui expriment le CD25, le CD45RA et faiblement Foxp3, et les Treg
effecteurs, qui expriment fortement aussi bien le CD25 que Foxp3, sans exprimer le
CD45RA. Par contre, les lymphocytes T exprimant de fagon intermédiaire a la fois le
CD25 et Foxp3, sans exprimer le CD45RA, sont identifiés comme des lymphocytes T
effecteurs activés sans pouvoir régulateur. De plus, ces derniers produisent des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y, contrairement aux Treg naifs et
effecteurs. Les Treg naifs ont un fort potentiel de prolifération in vivo et in vitro, et se
convertissent en Treg effecteurs apres stimulation par leur TCR. Le transfert des
Treg naifs chez la souris NOG et I'étude de I'expansion clonale chez des donneurs
volontaires a permis de démontrer que les Treg effecteurs provenaient de I'activation

des Treg naifs. Tout comme les Treg naifs, les Treg effecteurs ont un pouvoir
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régulateur mais ne proliférent en revanche pas in vitro. L’expression du marqueur de
prolifération, Ki-67, ex vivo par les Treg effecteurs correspondrait au niveau de

prolifération et d’expansion clonal des Treg naifs (Figure. 5).

L’expression de Ki-67 sur les Treg effecteurs correéle aussi avec I'expression
du HLADR (CMH de classe Il DR") et de ICOS qui ont déja été décrits pour délimiter

des sous-populations de Treg effecteurs (Baecher-Allan et al., 2006; Ito et al., 2008).

LT CD4 Treg
naifs naifs

LT CD4
l J, activés
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LT CD4 Treg
activé elf ECtgLir !
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CD4BRO* CD45RO*
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cD25*
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LT CD4 ~
. . (<]
mémoire -
Foxp3- *
CD45RO* Foxp3
CcD25"
cb127t Delimitation des populations Treg

en cytomeétrie en flux

Figure. 5 Différenciation et délimitation des populations Treg chez I'homme. Les Treg
chez 'homme sont constitués de cellules naives et de cellules effectrices. La délimitation de
ces cellules se caractérise pour les Treg naifs par I'expression de FoxP3, du CD25 et du
CD45RA. Le contact avec I'antigéne va provoquer une forte prolifération des Treg naifs et la
différenciation en Treg effecteurs caractérisés par I'expression de Foxp3, du CD25 et de Ki-67
(elles auront perdu I'expression du CD45RA). L'expression de Foxp3 est aussi retrouvée sur
les lymphocytes T CD4 (LT) au cours de leur activation. Ainsi, toute cellule Foxp3™ n’est pas

forcément un Treg.
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1.2.3. Les mécanismes de suppression des Treg chez

'lhomme

La caractérisation des mécanismes et du pouvoir suppresseur des Treg
humains est limitée a des tests fonctionnels in vitro. Les Treg ont la capacité
d’inhiber la prolifération des cellules cibles aprés stimulation du TCR. Le mécanisme
précis de suppression des Treg chez 'homme n’est pas totalement élucidé bien que
de nombreuses études, in vitro et in vivo chez la souris, démontrent I'implication de
différents mécanismes (Shevach, 2009). Ceci inclut la modulation de I'environnement
en cytokines, la dérégulation du métabolisme de la cellule cible, l'altération de la
cellule présentatrice d’antigénes (principalement les cellules dendritiques) et la
cytolyse. L’action des Treg chez I'homme est principalement décrite comme
dépendante de leur contact avec la cellule cible, cependant cette action suppressive
peut également passer par la production de cytokines immunorégulatrices (ex : TGF-
B) ou par l'inhibition de la cellule présentatrice de I'antigéne selon le modéle étudié
(Figure. 6).

L’implication du CTLA-4 (cytotoxic T Iymphocyte antigen 4) semble
indispensable a I'action suppressive des Treg Foxp3™ in vivo chez la souris (Wing et
al., 2008). En effet, ce dernier exerce une action directe sur la cellule présentatrice
d’antigéne provoquant ainsi une diminution de son pouvoir de co-stimulation, et par
conséquent, une diminution de l'activation des lymphocytes T par cette cellule
présentatrice d’antigéne. Son expression est élevée sur les Treg effecteurs humains
(Miyara et al., 2009). LAG3 (lymphocyte activation gene 3) joue un réle direct sur les
lymphocytes T, in vitro et in vivo chez la souris, par I'inhibition de la signalisation du
CMH de classe Il (CMH Il) (Huang et al., 2004). Les Granzymes A et B sont plutot
impliqués dans la lyse des cellules cibles. Leur expression et implication sont
retrouvées aussi bien chez la souris que chez 'lhomme (Cao et al., 2007; Grossman
et al., 2004). L’interaction CD95 / CD95L (communément appelé Fas / Fas ligand) va
induire I'apoptose de la cellule cible (Strauss et al., 2009). Cette étude montre que
chez des patients atteints de cancer, les Treg expriment le CD95L et sont capables
d’induire 'apoptose des lymphocytes T CD8 activés exprimant Fas, et non des CDA4.
Les Treg sont aussi décrits comme ayant la capacité de modifier 'environnement en

cytokines. Leur expression en CD25, les rende capables de séquestrer I'lL-2 et créer
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ainsi une compétition avec les lymphocytes T effecteurs en cours d’activation pour la
consommation de cette cytokine (Pandiyan et al., 2007). Différentes cytokines
immunosuppressives sont aussi décrites comme impliquées dans le mécanisme
suppresseur des Treg. Le TGF-p, sécrété par les Treg murins, est impliqué dans la
tolérance par l'induction de Treg induits (iTreg) (Andersson et al., 2008). L’IL-10 est
décrit comme une cytokine immunosuppressive impliquée dans la suppression des
cellules présentatrices de I'antigéne par les Treg chez 'homme, et aussi dans
I'inhibition des lymphocytes T chez la souris (Ito et al., 2008; Shevach, 2009). La
Galectine 1, exprimée préférentiellement par les Treg humains, va provoquer l'arrét

du cycle cellulaire et 'apoptose des cellules cibles (Garin et al., 2007).

La multiplication des mécanismes de suppression des Treg suscite beaucoup
de discussions. La recherche sur le disfonctionnement des Treg dans diverses
maladies se limite a des études quantitatives et/ou qualitatives, notamment par la

mise en place de tests fonctionnels de suppression in vitro.

Tre
s Cellule
Dendritique
présentatrice
de l'antigéne
LAG3
Granzyme A/ B

CD95 / CD95L
TGF-p
IL-10

Galectine 1

lymphocyte T

Figure. 6 Mécanismes de suppression des Treg. Les Treg exercent leurs pouvoirs
suppresseurs aussi bien sur les cellules présentatrices de I'antigéne que sur les lymphocytes
T. Cette suppression peut étre contact dépendant (CTLA-4, LAG3, CD95L, Granzyme, TGF-B)

ou peut passer par la sécrétion de cytokines (IL-10, Galectine 1, TGF-B).
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1.2.4. L'implication des Treg en recherche clinique

Les Treg sont au cceur d’intenses recherches du fait de leur importance dans
le contréle de la réponse immunitaire. lls sont devenus une cible incontournable pour
la thérapie cellulaire de patients atteints de maladies auto-immunes ou atteints de
GVH (maladie du greffon contre I'héte) apres greffe allogénique. Ainsi, I'expansion
de ces cellules, pour les transférer aux patients, a pour but d’enrayer la maladie
auto-immune ou encore de limiter la GVH. Cependant, I'hétérogénéité des
populations CD25" Foxp3*, contenant une population non négligeable CD45R0"
Foxp3'™" non suppressive, remet en question 'isolement des Treg sur I'expression du
CD25 pour leur expansion a but thérapeutique. L'utilisation de la population Treg
naive semble une alternative intéressante sachant qu’elle posséde un fort potentiel

de prolifération contrairement aux Treg effecteurs (Sakaguchi et al., 2010).

Les Treg n'ont pas toujours un rdle bénéfique dans la réponse immunitaire. Il
est décrit que ces cellules ont la capacité de bloquer la réponse anti-tumorale et que
leur inhibition permet un rejet de la tumeur dans différents modeles murins (Colombo
and Piconese, 2007). A l'inverse, la diminution voire la disparition des Treg peut
augmenter 'immunité anti-infectieuse en augmentant la réponse des lymphocytes T
effecteurs (Lund et al.,, 2008). Cette dualité dans l'action des Treg montre que
I'utilisation ou le ciblage de cette population mérite une attention particuliere. Par
exemple, linhibition des Treg dans le cas du cancer peut aboutir a de l'auto-
immunité, et leur expansion dans le cas des maladies auto-immunes peut entrainer

I'’émergence de cancers et d’infections (Figure. 7).
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Figure. 7 Dualité de la fonction des Treg : le Yin et le Yang. L'expansion des Treg dans le
cas des maladies auto-immunes diminue la réponse anti-tumorale et anti-infectieuse. D’autre
part, I'inhibition des Treg augmente la réponse anti-tumorale mais diminue le contréle de

I'émergence des maladies auto-immunes.

La caractérisation et la compréhension des Treg depuis leur mise en évidence
dans la tolérance immunologique en 1995 a beaucoup évolué (Sakaguchi et al.,
1995). Cette population reste un point important pour la recherche de nouvelles
thérapies, mais diverses questions restent encore en suspens, notamment
concernant la mise en évidence d’'un marqueur spécifique de la population Treg qui
permettrait de mieux la cibler par I'utilisation d’anticorps monoclonaux (Sakaguchi et
al., 2010).
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1.3. L’homéostasie des lymphocytes T chez I’lhomme

L’homéostasie est définie comme la capacité d’'un organisme vivant a

maintenir ses constantes biologiques face aux contraintes extérieures.

L’homéostasie des lymphocytes T implique un équilibre dynamique de ces
différentes populations lymphocytaire pour le maintien d’'une réponse immunitaire
capable d’éliminer et de contréler la prolifération des pathogénes. Cet équilibre
passe par la capacité de l'organisme a générer des lymphocytes T effecteurs
capables d’éliminer les pathogénes mais aussi a créer des lymphocytes T mémoires
pour une protection plus efficace a long terme. Ainsi, il existe un équilibre entre les
lymphocytes T naifs, a I'origine de la génération de nouveaux lymphocytes effecteurs
et mémoires, et les lymphocytes T mémoires, qui permettent une protection efficace
face aux pathogénes déja rencontrés. Chez 'homme, divers parameétres peuvent
influencer ’lhoméostasie des lymphocytes T, tels que I'age et I'état pathologique de la

personne, et aboutir a un déréglement de cette constance.

1.3.1. Les lymphocytes T mémoires

La réponse immunitaire se caractérise par I'acquisition d’'une mémoire contre
le pathogéne rencontré. L’activation spécifique de I'antigéne des lymphocytes T naifs
provoque une forte expansion clonale qui aboutit a la différenciation en lymphocytes
T effecteurs. La majorité de ces cellules vont mourir durant la phase de contraction,
et seulement une faible partie de cellules vont former le pool de lymphocytes
mémoires, qui se maintiendront longtemps aprés immunisation. Cette mémoire
immunitaire permettra une meilleure réponse lors d’'une seconde rencontre avec

I'antigene. Elle sera plus rapide, plus sensible et plus efficace (Figure. 8).
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Figure. 8 Acquisition de la mémoire immunitaire. Aprés rencontre avec un antigéne
I'organisme acquiert une mémoire vis-a-vis de cet antigéne qui permet une seconde réponse
plus efficace. La phase d’expansion est la phase effectrice qui permet d’éliminer le pathogéne.
Lors de la phase de contraction la majorité des cellules effectrices meurent et seulement une

faible partie de cellules survivent pour constituer le pool mémoire.

Le pool de lymphocytes T mémoires n’est pas homogéne, mais deux
catégories de lymphocytes T mémoires se distinguent : les lymphocytes T mémoires
effecteurs (CCR7° CD45RA’) et les lymphocytes T mémoires centraux (CCR7"
CD45RA") (Sallusto et al., 1999). Cette représentation est la plus étudiée méme si la
caractérisation et la classification des cellules mémoires sont encore a approfondir et

sont sujettes a discussions (Jameson and Masopust, 2009).
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1.3.1.1. Les Ilymphocytes T mémoires centraux et

effecteurs

Les lymphocytes T mémoires effecteurs (TEM) sont caractérisés par un fort
potentiel effecteur (production d’IFN-yet perforine) sur les sites d’inflammation
périphériques, mais ils ont une faible durée de vie et un faible potentiel de
prolifération aprés une activation spécifique de l'antigéne. Les lymphocytes T
mémoires centraux (TCM) sont impliqués dans la réponse mémoire centrale au
niveau des organes lymphoides secondaires. lls ont peu de pouvoir effecteur, mais
ont un fort potentiel de prolifération en réponse a I'antigéne, ce qui aboutit a leur
différenciation en lymphocytes effecteurs. Les TCM ont une longue durée de vie et

participent a la mémoire immunitaire a long terme (Sallusto et al., 2004).

L’expression du récepteur aux chemokines CCR7 est essentiellement
retrouvée sur les TCM (CCR7" CD45RA) et sur les lymphocytes T naifs (CCR7"
CD45RA") et est indispensable a la migration et la localisation de ces cellules dans
les organes lymphoides secondaires, lieu de prédilection pour la premiére réponse
immunitaire et la rencontre avec les cellules dendritiques matures présentant
I'antigéne (Forster et al.,, 1999). Les TEM n’expriment pas CCR7 et sont donc
destinés a migrer en périphérie vers les sites d’inflammation. Leurs fortes capacités
effectrices (production d’IFN-y pour les CD4 et perforine pour les CD8) les rendent

tres utiles pour une protection immeédiate et rapide.

Il existe chez 'homme une population effectrice mémoire qui exprime le
CD45RA sans pour autant étre une population naive. Cette population est décrite
comme effectrice en différenciation terminale (TEMRA: CCR7 CD45RA").
Essentiellement retrouvée chez les lymphocytes T CD8, elle posséde une plus
grande capacité de production de perforine (qui caractérise I'activité cytotoxique)
mais une durée de vie plus faible que les TEM classiques (Geginat et al., 2003;
Sallusto et al., 1999). Il est encore difficile de déterminer avec précision le role des
TEMRA. |l est décrit que ces cellules émergent de la différenciation des TCM et ce,
de maniére dépendante des cytokines (Geginat et al., 2003). Paradoxalement, les
TEMRA sont aussi décrits comme étant une population effectrice en cours de
différenciation (Rufer et al., 2003). De plus, cette population CD8 TEMRA est
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augmentée significativement chez les personnes agées a cause d'une fragilité de
'homéostasie de leurs lymphocytes T (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2008). |
semblerait que cette population reflete une forte activité des lymphocytes T CD8
effecteurs aprés une infection virale (Akondy et al., 2009; Cantisan et al., 2010). Sur
ces observations, nous pouvons émettre I'hypothése que la population CD8 TEMRA
est une population transitoire au fort potentiel effecteur qui reflete une instabilité et/ou
une forte activité du systéme immunitaire. Ainsi, il est possible d'isoler les
populations naives, TCM, TEM et TEMRA en utilisant les marqueurs CD45RA et
CCRY7 par la méthode de cytométrie en flux (Figure. 9).

Cependant, il est clair que ces sous-types de lymphocytes T mémoires (TCM,
TEM, TEMRA) sont hétérogénes et regroupent aussi bien des cellules Th1, Th2 et
Th17. Les Tfth ont plutét un profil TCM bien qu’ils n’expriment pas CCR7, et sont
localisés dans les organes lymphoides secondaires au niveau des centres
germinatifs grace a I'expression de CXCRS5. Parmi les CD8, les lymphocytes T
cytotoxiques (CTL) producteurs de perforine, sont majoritairement retrouvés dans le
compartiment TEMRA et les lymphocytes T effecteurs producteurs d’IFN-y
principalement dans le compartiment TEM (Sallusto et al., 1999).

» Lymphocytes T CD4* Lymphocytes T CD8*

1: Lymphocytes T naifs
2: TCM

3: TEM
4: TEMRA

CCR7

CD45RA

Figure. 9 Délimitation des populations naives et mémoires dans le sang périphérique.
Par la technique de cytométrie en flux, il est possible d’identifier les différents lymphocytes T
naifs et mémoires grace aux marqueurs CCR7 et CD45RA. Lymphocytes T naifs : CCR7"
CD45RA" ; TCM : CCR7* CD45RA" ; TEM : CCR7 CD45RA et TEMRA : CCR7 CD45RA".
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1.3.1.2. Ladifférenciation des lymphocytes T mémoires

Dans les organes lymphoides secondaires les lymphocytes T naifs vont
s’activer au contact d’une cellule dendritique via l'interaction de leur TCR avec le
CMH présentant I'antigéne (DC). Cette activation va aboutir a une forte expansion
clonale. A ce niveau, une grande partie des lymphocytes T naifs vont se différencier
en lymphocytes T effecteurs producteurs d’IFN-y, de perforine et de granzyme. Ces
lymphocytes ont une courte durée de vie et vont étre éliminés lors de la phase de
contraction. C’est a ce moment que se constitue la formation des lymphocytes T
mémoires TEM et TCM. Chez la souris, I'existence de précurseurs de ces
lymphocytes T mémoires, identifiables lors de la phase d’expansion par une faible
expression du KLRG1, a été décrite (Jameson and Masopust, 2009). Mais, chez
'homme, la présence de ces précurseurs mémoires n’est pas clairement définie,
bien qu’il ait été suggéré que les lymphocytes T naifs conservant I'expression du
CCRY7 lors de la phase d’expansion, seraient des précurseurs des TCM (Sallusto et
al., 2004) (Figure. 10).

Lors de la seconde réponse a l'antigene les lymphocytes T mémoires vont
s’activer et se différencier en lymphocytes T effecteurs. Les TEM auront une forte
activité effectrice avant d’entrer rapidement en apoptose. Ce processus est d’autant
plus marqué avec les TEMRA. En revanche, les TCM vont proliférer et se différencier
en lymphocytes T effecteurs caractérisés par la perte de I'expression de CCRY7, et

ainsi migrer en périphérie (Geginat et al., 2003).
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Expansion Contraction Mémoire

Mort TCM

4
®
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précurseur
meémoire .
lymphocytes T ®

effecteurs TEM
CCRT- (CCR7*)

Lymphocyte T
§ naif

Figure. 10 Différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes T mémoires. Au
contact de I'antigéne, les lymphocytes T naifs vont fortement proliférer et se différencier en
lymphocytes T effecteurs. La majorité de ces cellules va mourir lors de la phase de
contraction. Seulement les précurseurs mémoires vont survivre et permettre I'acquisition des
lymphocytes T mémoires TCM, TEM et TEMRA. A ce niveau, les TCM ont la capacité de se

différencier en TEM ou TEMRA aprés une réactivation par I'antigéne.

1.3.2. L’homéostasie des lymphocytes T mémoires et naifs

Pour le maintien d’'une bonne répartition des compartiments mémoires et

naifs, plusieurs facteurs jouent des roles primordiaux :

- le thymus, qui permet un renouvellement constant en lymphocytes T naifs

pour alimenter de nouveau la population mémoire.
- la présence et I'efficacité des Treg (voir chapitre 1) a. ii.)

- l'environnement en cytokines qui est indispensable a la survie, a la

prolifération et a la différenciation des lymphocytes T, naifs et mémoires.

L’organisme doit pouvoir renouveler et contréler ses lymphocytes T aprés un
épisode infectieux, qui aura provoqué une forte expansion de lymphocytes T

effecteurs a courte durée de vie.
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1.3.2.1. Lerdle duthymus

Chez l'individu jeune, le thymus (la source majeur en lymphocytes T naifs) est
trées développé et de ce fait il y a prédominance des lymphocytes T naifs. Avec I'age
le thymus s’atrophie et la production en lymphocytes T naifs diminue. De plus,
I'exposition continuelle aux antigénes aboutit a 'accumulation de lymphocytes T
mémoires (Figure.11). Il a été montré que la réduction du nombre de lymphocytes T
naifs avec I'age va de pair avec une diminution de la production thymique (Kilpatrick
et al.,, 2008). Par ailleurs, 'augmentation du compartiment mémoire n’est pas
homogéne selon les populations TCM, TEM et TEMRA et le type CD4 ou CD8 des
lymphocytes T. Aussi bien pour les lymphocytes T CD4 que pour les lymphocytes T
CD8, c’est principalement la population TEM qui augmente significativement avec
'age (Zou et al., 2009). De plus, au sein des CD8, la population TEMRA augmente
plus significativement avec I'age et s‘Taccompagne d’'une diminution en lymphocytes
T naifs beaucoup plus marquée que pour les CD4 (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2008;
Hong et al., 2004; Zou et al., 2009). En revanche, qu'’il s’agisse des lymphocytes T
CD4 ou des lymphocytes T CD8, la population TCM ne varie pas significativement

avec l'age.

Les Treg évoluent également de la méme maniére. En effet, les Treg naifs
diminuent significativement en réponse a une production thymique qui diminue avec
l'age (Fritzsching et al., 2006; Fuchizawa et al.,, 2007; Valmori et al., 2005).
L’acquisition d’'une mémoire a long terme pour les Treg n’est pas totalement
élucidée, et une augmentation avec I'age des Treg effecteurs Ki-67" est également

observée (Miyara et al., 2009).

La connaissance de cet effet de I'age est utile pour comprendre I'évolution de
certaines pathologies, notamment dans le cas des maladies auto-immunes. En ce
qui concerne les syndromes myélodysplasiques, une corrélation a été observée
entre le déréglement de 'homéostasie des lymphocytes T et I'auto-immunité, suite a
des thérapies immunosuppressives (Zou et al., 2009). La réduction du nombre de
lymphocytes T naifs avec I'dge peut étre accélérée dans certaines pathologies
notamment lors d'immunodéficiences séveres ou de maladies auto-immunes et/ou

inflammatoires comme la sclérose en plaques. Cette réduction est associée a une
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faible production thymique et a une augmentation de la prolifération périphérique
avec accumulation de lymphocytes T mémoires (Duszczyszyn et al., 2010;
Giovannetti et al., 2007). L'étude de la population des Treg naifs est aussi
importante, surtout dans le cas des maladies auto-immunes dans lesquelles elles
jouent un réle primordial. Ainsi, il est décrit que dans le cas des scléroses en
plaques, la population des Treg naifs est fortement réduite en raison d’'un défaut de
production thymique, ce qui pourrait avoir des conséquences néfastes dans
I'évolution de la pathologie (Venken et al., 2008). Dans I'ensemble de ces travaux,
I'étude de la population naive est corrélée avec 'age, ce qui permet d’avoir une vue

globale des déreglements de 'homéostasie au cours du développement.

Age

Cellules T
naives

Treg Cellules T
naives naives

Treg
naives '

O

Treg
effecteurs

TEMRA

Figure. 11 Evolution des compartiments naifs et mémoires avec I’age. Avec I'age, le
Thymus s’atrophie et la production en lymphocytes T naifs diminue. Ceci aboutit a
'accumulation de lymphocytes T mémoires essentiellement TEM et TEMRA. L’age est un
parameétre important a prendre en compte lors des études du compartiment lymphocytaire T

chez 'homme.
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1.3.2.2. L’efficacité des Treg

Le thymus joue un réle central pour la néo génération des lymphocytes T naifs
mais il n'est pas le seul a influencer 'homéostasie de ces cellules. L’environnement
en cytokines et la présence des Treg jouent aussi un réle primordial pour contréler
I'hnoméostasie des lymphocytes T. Ainsi, chez des patients atteints de mutation sur le
gene FOXP3, la diminution drastique en Treg naifs est corrélée avec la sévérité du
syndrome IPEX (cf. chapitre I. a. ii.) (Fuchizawa et al., 2007). De plus, une
accumulation en lymphocytes T mémoires est observée chez des patients présentant
des syndromes IPEX, accumulation qui serait la conséquence d’'une diminution en
Treg (Costa-Carvalho et al., 2008).

1.3.2.3. L’environnement en cytokines

L’homéostasie des lymphocytes T naifs, indépendamment d'une néo
production thymique, est caractérisée par une faible prolifération en périphérie qui
dépend du contact avec des auto-antigénes et de I'environnement en cytokines. L’IL-
7 joue un rdle important a ce niveau et permet la survie des lymphocytes T naifs.
Ainsi, l'inhibition de I'lL-7 sera délétére pour la survie des lymphocytes T naifs, alors
que sa surexpression entrainera au contraire, une augmentation du pool de
lymphocytes T naifs. Au niveau des lymphocytes T mémoires, I'lL-7 permet la survie
de ces cellules et I'lL-15 est indispensable a leur prolifération (Surh and Sprent,
2008).

Dans certains cas, la prolifération engendrée par I'environnement en cytokines
peut étre néfaste pour I'organisme. Ainsi, dans le cas des lymphopénies provoquées,
les lymphocytes T naifs vont fortement proliférer (LIP : Iymphopenia induced
proliferation), sous l'influence de I'lL-7 et de la forte affinité pour des auto-antigénes,
afin de reconstituer un pool en lymphocytes T normal, caractérisé par 'accumulation
de lymphocytes T mémoires et pouvant provoquer I'émergence de maladies auto-
immunes (Datta and Sarvetnick, 2009; Surh and Sprent, 2008). Bien que chez

'homme la lymphopénie, provoquée par une réduction de la production thymique ou
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suite a une infection virale ou a une apoptose prononcée des lymphocytes T, soit
associée aux maladies auto-immunes telles que le diabéte de type I, la polyarthrite
rhumatoide, le lupus érythémateux ou la maladie coeliaque, peu d’études ont montré
le réle central de I'lL-7 dans ces pathologies (Datta and Sarvetnick, 2009).
Néanmoins, chez des patients atteints du diabéte de type | et ayant recu une
transplantation d’ilots de langerhans en association a un traitement
immunosuppresseur, il est observé une lymphopénie associée a une augmentation
de I'lL-7 sérique, du nombre de lymphocytes T en prolifération et du nombre de clone
T auto-réactifs (Monti et al., 2008). D’autre part, dans un modéle murin de diabete
induit et ayant regu un traitement lymphopénique a la cylcophosphamide, l'inhibition
de l'lL-7 exogéne par un anticorps bloquant permet d’atténuer I'émergence du
diabéte associé a la prolifération homéostatique des lymphocytes T auto-réactifs
(Calzascia et al., 2008).

Il existe un autre type de lymphoprolifération, liée a I'auto-immunité, qui est
indépendant d’une lymphopénie. Chez les souris déficientes pour les récepteurs a
'lL-2 ou a I'lL-15 des lymphoproliférations dites dépendantes des cytokines (CIP :
cytokines induced proliferation) sont observées. Dans ces cas, l'absence de
récepteur va provoquer une accumulation de cytokines dans le micro environnement,
entrainant une hyperactivation des lymphocytes T face aux auto-antigénes et
conduisant ainsi a une lymphoprolifération et a I'émergence de maladies auto-
immunes (Datta and Sarvetnick, 2009; Surh and Sprent, 2008).
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1.4. L’'importance du récepteur alpha a [I'lL-2 (CD25) dans le

maintien de I’'homéostasie des lymphocytes T

L’interleukine 2 (IL-2) est une cytokine décrite comme un facteur de
croissance indispensable pour la prolifération des cellules T in vitro. Cependant, in
vivo, la fonction de I'lL-2 est plus complexe. En effet, les souris invalidées pour les
genes de l'il2 ou de ses récepteurs (il2ra, il2rb) développent diverses maladies auto-
immunes fatales et présentent une lymphoprolifération. Paradoxalement, I'lL-2 a
donc une fonction régulatrice. Les différentes études sur les souris transgéniques ont
permis de décrire I'importance de I'lL-2 pour 'lhoméostasie des Treg mais aussi pour
celle des lymphocytes T mémoires et effecteurs (Letourneau et al., 2009; Malek and
Castro, 2010). Nous nous intéresserons ici plus particulierement a I'absence de I'lL-
2Ro ou CD25 (il2ra™), en prenant soin de faire le paralléle avec les souris il2”, il2rb”
(IL-2Rp) et il2rg” (yc).

1.4.1. Lerécepteur alphaal’lL-2 (CD25)

L’IL-2 est une cytokine de 15kDa composée de quatre courtes hélices alpha
qui est produite essentiellement par les lymphocytes T lors de leur activation. L’'IL-2
se fixe a son récepteur de haute affinité constitué de trois sous-unités : le récepteur
alpha (IL-2Ra. ou CD25), le récepteur béta (IL-2Rp ou CD122) et une chaine yc
(CD132) (Figure. 13). On trouve ce récepteur principalement sur les Treg et sur les
lymphocytes T activés. L’IL-2 se fixe dans un premier temps a I'lL-2Ra par une faible
interaction. La formation du complexe IL-2/IL-2Ra. provoque alors un léger
changement de conformation de I'lL-2 lui permettant de s’associer a I'lL-2Rp. Puis, le
complexe IL-2/IL-2Ra/IL-2Rp recrute la chaine yc facilitant ainsi la stabilisation du

complexe (Letourneau et al., 2009; Malek and Castro, 2010).

La formation du complexe entre I'lL-2 et son récepteur permet la transduction
du signal via les tyrosines kinases Jak1 et Jak3 associées a I'lL-2Rp et a la chaine
yc. L'IL-2Ra n’induit pas de signalisation mais participe activement a la formation du

complexe de haute affinité. La phosphorylation des trois résidus tyrosines de la partie
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cytoplasmique de I'lL-2RB permet I'activation des voies de signalisation kinases
MAPK et Pi-3K et du facteur de transcription Stat5 (Figure. 12). Le complexe IL-2/IL-
2Ra/IL-2RB/yc est rapidement internalisé et dégradé, mais le récepteur IL-2Ra est
recyclé a la surface, ce qui permet la formation de nouveaux complexes en présence

d’'une source continue d’IL-2 (Yu and Malek, 2001).

L’'IL-2 a une trés faible durée de vie in vivo, ainsi I'expression de son
récepteur de haute affinité est indispensable aux lymphocytes T pour répondre aux
faibles concentrations d’'IL-2. L'IL-2Ra est absent des lymphocytes T naifs et
mémoires mais est induit par activation de ces cellules. L’IL-2R[ est exprimé sur les
lymphocytes T mémoires et induit aprés activation a la surface des lymphocytes T
naifs. De plus, la population Treg est caractérisée par sa forte expression en IL-2Ra.
Ainsi, chaque population a une sensibilité difféerente a I'lL-2 et est plus ou moins

affectée en absence d’IL-2.

IL-2RP e -a— Chaine yc

IL-2Ry
CD132
Jak1/Jak3
MAPK/Pi-3K
Stath
| W

Prolifération/Survie

Figure. 12. Représentation du récepteur de haute affinité a I'lL-2 comprenant I'lL-2Ra,
L'IL-2Rp et la chaine yc. La stabilisation de ce complexe permet la signalisation des kinases
Jak1, Jak3, MAPK et Pi-3K et de l'activation du facteur de transcription Stat5. La signalisation

de I'lL-2 joue un réle important dans la survie et la prolifération cellulaire.
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1.4.2. L’'importance de [I'expression du CD25 dans le

maintien des Treg

La souris il2ra” développe rapidement une lymphoprolifération caractérisée
par I'élargissement des organes lymphoides secondaires avec une accumulation de
lymphocytes T mémoires (Willerford et al., 1995). De plus, cette souris ne présente
pas de défaut du développement thymique, mais développe diverses maladies auto-
immunes avec I'age. L'expression de 'lL-2Ra est caractéristique de la population
Treg Foxp3®, qui est indispensable pour contrdler le développement des maladies
auto-immunes. Ainsi, 'étude des souris déficientes en I'lL-2 et en son récepteur a
permis de mettre en évidence a quel niveau I'lL-2 intervient dans le maintien de cette
population régulatrice, et sa responsabilité dans le développement des maladies

auto-immunes.

Paradoxalement, les souris il2”, il2ra” et il2rb” ont la capacité de générer des
Treg Foxp3™ au niveau du thymus (D'Cruz and Klein, 2005; Fontenot et al., 2005; Yu
et al., 2009a). Ceci démontre un réle indépendant de I'lL-2 pour la génération des
Treg. En revanche, linhibition de la signalisation de I'lL-2 passant par la chaine yc
chez la souris 70"' aboutit & I'absence total de cellules Foxp3™ (Fontenot et al., 2005).
Il est intéressant de noter que la proportion de Treg dans le thymus chez les souris
iI2”, il2ra™ et il2rb™ est relativement plus faible que chez une souris WT (wild type)
(Fontenot et al., 2005) et la restauration partielle de la signalisation passant par I'lL-
2R rétablit cette différence (Yu et al., 2009a). Il est ainsi suggéré qu’une faible
signalisation de I'lL-2 est impliquée pour générer un pool normal de Treg. De plus,
grace aux modeles de souris foxp39® il2” et il2ra”, permettant d’isoler facilement les
Treg, il est montré que I'lL-2 n'est pas indispensable pour générer des Treg
fonctionnels. En effet, in vitro, les Treg il2ra” ou il2” ont la capacité d’inhiber la

prolifération des lymphocytes T (Fontenot et al., 2005).

L’IL-2 est principalement décrit comme ayant un réle dans le maintien de la
population Treg en périphérie. Ainsi, I'utilisation d’anticorps bloquant I'lL-2 va inhiber
la prolifération des Treg en périphérie, provoquer leur diminution, et étre associée au
développement de gastrite auto-immune (Setoguchi et al., 2005). De plus, le transfert

de lymphocytes T (contenant des Treg) il2” ou il2ra” ne permet pas de restaurer la
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population Treg Foxp3® chez I'hdte, ce qui montre un réle indispensable de I'lL-2
dans le maintien de la population Treg en périphérie (Antony et al., 2006; Fontenot et
al., 2005). Cette faible capacité de survie en périphérie des Treg pourrait expliquer le
développement tardif des maladies auto-immunes chez la souris il2ra’, mais
n’explique pas la lymphoprolifération précoce au niveau des organes lymphoides
secondaires (Willerford et al., 1995).

La souris il2ra” présente des taux accrus d’IL-2 sérique supérieurs a ceux de
la souris WT. Il est donc proposé que cette accumulation d’IL-2 sérique soit
responsable de la lymphoprolifération caractérisée par I'accumulation de
lymphocytes T CD8" mémoires (Sharma et al., 2007). Le transfert de Treg de souris
WT dans ce modéle permet de restaurer la population CD8, et diminue fortement la
concentration d’IL-2 sérique. Bien que les Treg des souris il2ra” aient la capacité
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T in vitro, il semblerait que leur incapacité a
consommer I'lL-2 in vivo favorise I'expansion de la population mémoire CD8". De
plus, l'utilisation d’anticorps anti-CD25 chez la souris WT induit I'apparition de
maladies auto-immunes, qui se caractérisent par linvalidation de la capacité
suppressive des Treg mais pas de leur déplétion (Kohm et al., 2006). Ceci rejoint
I'idée que la sensibilité a I'lL-2 est indispensable a la fonction suppressive des Treg
in vivo. Il est aussi proposé que I'lL-2 agisse a deux niveaux sur les Treg en
périphérie, en induisant leur survie, mais en favorisant aussi leurs capacités
suppressives (Barron et al., 2010). L'invalidation de Bim, protégeant de I'apoptose
mitochondriale, chez les souris il27 et il2ra” permet de restaurer le nombre de Treg
en périphérie, mais ne permet pas de protéger les souris des symptémes auto-
immuns. Chez ces souris bim™ il2” I'utilisation du complexe anticorps anti-IL-2 et IL-
2, qui augmente la demi-vie de I'lL-2 in vivo et évite I'action toxique de I'lL-2 a forte
dose, (Boyman et al., 2006; Letourneau et al., 2010), permet de rétablir la capacité
suppressive des Treg et prévient les maladies auto-immunes. L’IL-2 agit donc a

différents niveaux sur la population Treg (Figure. 13).
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1.4.3. L'importance du CD25 dans I’homéostasie des

lymphocytes T

Les tests in vitro et I'utilisation de souris chiméres, contenant des lymphocytes
Til2ra” ou il2” dans un environnement WT, ont permis de déterminer le role de 'lL-2
sur le développement et la différenciation des lymphocytes T mémoires, et ce en

évitant I'implication les Treg.

Il est intéressant de noter que I'lL-2 est important pour l'apoptose des
lymphocytes T. Il est montré que I'absence d’IL-2 ou de I'lL-2Ra sur les lymphocytes
T ne permet pas I'apoptose induit par Fas aprés activation (AICD : activation induced
cell death) (Van Parijs et al., 1997). Cette absence d’apoptose participerait
activement a 'accumulation de lymphocytes T et a la lymphoprolifération observée
chez la souris il2ra”. De plus, linhibiton de I'lL-2 favorise I'expansion des
lymphocytes T CD8 mémoires et ce, par I'intermédiaire de I'lL15, qui partage I'lL-2R}
pour induire son signal (Ku et al., 2000). Ainsi, L’IL-2 participe activement au contrdle
de 'accumulation des lymphocytes T et il existe donc une balance entre I'lL-2 et I'IL-

15 pour le contrdle du pool de lymphocytes T mémoires.

L’expression de L'IL-2Ra et la présence de I'lL-2, au cours de I'activation des
lymphocytes T in vitro, est indispensable a la génération et la survie des lymphocytes
T mémoires a long terme apres transfert in vivo. Ceci suggére un réle important de
I'lL-2 dans l'acquisition d’'une mémoire spécifique de I'antigéne (Dooms et al., 2007).
Cependant, I'action de I'lL-2 dans la différenciation des lymphocytes T mémoires in
vivo semble plus complexe. Les lymphocytes T CD8 de souris il2ra’” sont capables
de répondre a des antigénes viraux in vivo et de développer une mémoire vis-a-vis
de cet antigéne. Mais, ces lymphocytes T mémoires présentent un défaut de réponse
lors d’'une deuxiéme rencontre avec I'antigéne, caractérisé par une apoptose et une
faible production d’IFN-y ou une faible capacité d’expansion (Bachmann et al., 2007;
Williams et al., 2006). Il est proposé qu’au niveau des lymphocytes T CD8, I'lL-2 soit
indispensable a la différenciation en cellules TEM (cf: chap I. b. i. (Mitchell et al.,
2010)). Cependant, Obar et al, montre que [I'lL-2 intervient au niveau des
lymphocytes T effecteurs lors de la seconde réponse, et est indispensable pour leur
geénération (Obar et al.,, 2010). Dans cette étude, les auteurs ne montrent pas de
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défaut majeur de la formation du pool mémoire TEM. Ainsi, I'lL-2 serait important
pour la génération des lymphocytes T effecteurs et mémoires, alors que I'lL15 serait

impliquée dans leur survie et leur prolifération (Ku et al., 2000; Mitchell et al., 2010).

De plus, la présence de I'lL-2 lors de la phase d’expansion est indispensable a
la génération de lymphocytes T effecteurs fonctionnels. La sensibilité des
lymphocytes T a I'lL-2, au cours de leur activation, prédéfinit I'orientation de ces
cellules vers la différenciation en lymphocytes T effecteurs ou mémoires. Ainsi, lors
d’'infection virale, les lymphocytes T CD8" ayant une faible expression de I'lL-2Ra
vont persister plus longtemps, alors que les lymphocytes T ayant une forte
expression de I'lL-2Ra vont répondre rapidement et fortement a I'antigéne (Kalia et
al., 2010). Ceci reprend l'idée qu’une forte sensibilité a I'lL-2 permet 'émergence de
lymphocytes T effecteurs, alors qu’une faible sensibilité a I'lL-2 ou la présence d’'IL15
favorise I'émergence de lymphocytes T mémoires de type TCM. L’IL-2 permet
'augmentation de T-bet, et la diminution d’Eomes et de Bcl-6, qui favorisent la
différenciation des lymphocytes T CD8" effecteurs, en induisant I'expression de la
granzyme B et de la perforine, indispensable a la fonction cytotoxique de ces cellules
(Pipkin et al., 2010). Ainsi, les lymphocytes T CD8" il2ra” ne peuvent pas se
différencier en lymphocytes T effecteurs fonctionnels. Ces lymphocytes présentent
une augmentation de Bcl-6 et une diminution en granzyme B et en perforine, et ont
en conséquence une faible activité cytotoxique. Néanmoins, ces cellules ont la
capacité de produire de [I'IlFN-y qui pourrait participer a linflammation et au

développement de maladies auto-immunes chez la souris il2ra™".

L’IL-2 joue un role complexe lors de la réponse immune et exerce une fonction
a différents niveaux (Figure. 13). D’une part, elle permet le contréle de I'expansion
des lymphocytes T, et d’autre part, la différenciation des lymphocytes T effecteurs et
mémoires lors d’infections virales. Cependant, la souris il2ra” développe diverses
maladies auto-immunes, ce qui suggére une présence importante de lymphocytes T
effecteurs. Il n'est pas a exclure qu'en absence de la signalisation de I'lL-2, les
lymphocytes T auto-réactifs se différencient en cellules pro-inflammatoires,

productrices d’'IFN-y, grace a I'lL-15.
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Figure. 13. Descriptif des différentes implications de I'lL-2 sur I'homéostasie des
lymphocytes T chez la souris il2ra”. L'absence de signalisation de I'lL-2 chez la souris il2ra’
: provoque un défaut de survie des Treg en périphérie, un défaut de leur fonction suppressive,
une lymphoprolifération, un défaut de la génération des lymphocytes T mémoires et un défaut

qualitatif des lymphocytes T effecteurs cytotoxiques.
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1.4.4. Les anomalies et déficiences du gene IL-2RA chez

I'lhomme

La recherche sur le génome de SNP (Single Nucleotid Polymorphism) ont
révelé que des polymorphismes sur le gene IL2RA étaient associés a des maladies
auto-immunes telles que la sclérose en plaque, le diabete de type 1 ou encore la
maladie de Basedow (Alcina et al., 2009; Brand et al., 2007). Dans le cas du diabéte
de type 1, une étude a montré que les Treg de ces patients présentaient un défaut
dans la signalisation de I'lL-2, une diminution de la phosphorylation de Stat5 et une
plus faible survie in vitro (Long et al., 2010). Bien que ces patients ne présentent pas
de défaut d’expression du CD25 et n’aient pas d’anomalies génétiques particulieres,
ces différentes études montrent une relation entre le développement de maladies

auto-immunes et le géne d’IL2RA.

Chez 'hnomme les mutations sur le géne IL2RA sont rares et peu décrites.
existe a ce jour seulement deux cas présentés dans la littérature et ayant développés
diverses maladies auto-immunes de type IPEX, laissant suggérer un défaut des
Treg, comme observé chez les patient présentant des mutations sur le géne FOXP3
(cf: Chap I. a. ii. 1 et b. ii. 2.) (Caudy et al., 2007; Sharfe et al., 1997). Les deux
patients présentant des mutations sur le géne IL2RA ont une absence compléte
d’expression du CD25 a la surface de leurs lymphocytes T. Cette absence provoque
rapidement I'apparition de maladies auto-immunes. Le premier cas décrit est un
jeune garcon de trois ans qui présente une immunodéficience sévere avec une auto-
immunité caractérisée par l'infiltration de lymphocytes T au sein de différents tissus
(poumons, foie, intestin et moelle osseuse) (Sharfe et al., 1997). De plus, ce patient
est sujet a différentes infections bactériennes et virales, notamment au virus CMV
(Cytomégalovirus). D’'un point de vue cellulaire, il est observé une accumulation de
lymphocytes T CD8". Cependant, dans cette étude, le compartiment Treg n’a pas été
étudié dans la mesure ou il n’existait pas encore de bons moyens pour identifier cette
population en 1997. Le deuxiéme cas est un gargon de huit ans qui avait développé
diverses maladies auto-immunes similaires au syndrome IPEX (eczéma,
entéropathie, lymphopénopathie...) (Caudy et al., 2007). De plus, ce patient était
susceptible aux infections a CMV. Par ailleurs, bien que les lymphocytes T de ce

patient ne montraient pas d’expression du CD25, il a été observé une population T
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CD4" exprimant le facteur de transcription Foxp3, et suggérant donc la présence de
Treg. Les auteurs proposent que l'incapacité des Treg a produire de I'lL10 soit la

raison du développement de I'auto-immunité chez ce patient.

Le développement des maladies auto-immunes similaires au syndrome IPEX,
et la présence de lymphocytes T CD4" Foxp3® chez I'un de ces deux patients,
révelent une fonction plus complexe du CD25 sur le compartiment Treg,
contrairement aux sujets IPEX « classiques » (qui présentent des mutations sur le
géne FOXP3 et une diminution du compartiment Treg). Il est encore difficile de
connaitre avec exactitude I'influence du CD25 sur la survie des Treg en périphérie
chez ces patients, et si il existe un rapport avec les observations faites chez la souris
il2ra”. Il est cependant intéressant de noter que, contrairement aux patients IPEX
« classiques », ces deux patients ayant des mutations du géne IL2RA sont sujets a
diverses infections, notamment au virus CMV (Moraes-Vasconcelos et al., 2008). I
est donc possible, et nous ne pouvons pas I'exclure, que I'absence du CD25 chez
'homme ait aussi une influence sur les lymphocytes T, notamment sur leurs

fonctions effectrices.

50



2. Laneuropiline 1 (Nrpl) : caractérisation de son expression dans le systeme

immunitaire chez I’homme

L’analyse des souris transgéniques pour la Nrp1 a révélé un rble essentiel de
cette protéine dans le développement embryonnaire du systéme nerveux et
cardiovasculaire (Kawasaki et al., 1999; Kitsukawa et al., 1997). Depuis, de
nombreuses études se sont intéressées a son implication dans la physiologie chez

’'adulte.

2.1. Lastructure de la neuropiline 1

Les neuropilines, la neuropiline 1 (Nrp1) et la neuropiline 2 (Nrp2) existent
chez tous les vertébrés et leurs genes se localisent sur le chromosome 10 chez
'homme. La Nrp1 est une glycoprotéine transmembranaire de 923 acides aminés
(130 kDa aprés immunoblotting) qui posséde 44% d’homologie en acides aminés
ainsi que de nombreuses similitudes de structures et domaines avec la Nrp2. La
Nrp1 posséde une large région extracellulaire contenant deux domaines CUB
(complement binding factors a1/a2), deux domaines d’homologie aux facteurs de
coagulation V/VIII (b1/b2), un domaine MAM (mephrine, c), un simple domaine
transmembranaire (TM) et un petit domaine cytoplasmique contenant un motif de
liasison au domaine PDZ (Figure. 14). Les domaines al1/a2 et b1/b2 sont
indispensables a la liaison des ligands. Une des particularités des neuropilines est de
posséder un court domaine intracellulaire ne permettant pas d’induire une
signalisation, et nécessitant donc une association a des corécepteurs, pour

permettre la signalisation des ligands spécifiques (Pellet-Many et al., 2008).
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Figure. 14. Structure de la neuropiline 1 (Nrp1).

2.2. Lesligands de la neuropiline 1

La Nrp1 a la capacité de fixer deux ligands avec une forte affinité: les
sémaphorines de classe Il et le VEGF-A+e5 (vascular endothelial growth factor), et ce
en association avec leurs corécepteurs respectifs : les pléxines et les récepteurs aux
VEGF (VEGFR).

2.2.1. Lasémaphorine 3A

Les sémaphorines constituent une large famille de protéines membranaires,
transmembranaires ou sécrétées qui jouent un réle important dans la croissance des
neurones. Elles sont réparties en sept classes comprenant plus de 20 protéines chez
les vertébrés (Kolodkin et al., 1993). Les sémaphorines de classe Ill sont des
protéines sécrétées et sont les seules a se fixer sur les neuropilines (He and Tessier-
Lavigne, 1997). Il est décrit que le ligand majeur pour la Nrp1 est la sémaphorine 3A
(Sema-3A) alors que la Sema-3C et la Sema-3F ont plus d’affinités pour la Nrp2. La
Sema-3A se lie a la Nrp1, d’'une part par son domaine Sema qui se fixe aux
domaines CUB de la Nrp1, et d’autre part par sa région C-terminale riche en résidus
basiques, qui interagit avec les domaines b1/b2 de la Nrp1 (Antipenko et al., 2003;
He and Tessier-Lavigne, 1997).

La Nrp1 ne posséde pas de domaine intracellulaire suffisamment long pour
induire une signalisation et doit donc étre couplée a un corécepteur pour induire une

signalisation. Les pléxines sont les corécepteurs indispensables a l'induction de la
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signalisation des sémaphorines. Ainsi les Plexin-A1 et A4 sont les corécepteurs
préférentiels de la Nrp1 pour la Sema-3A, alors que la Plexin-A3 coopére avec la
Nrp2 pour la fixation de la Sema-3F (Yaron et al., 2005). Les pléxines sont de larges
récepteurs transmembranaires comprenant un domaine extracellulaire composé d’un
domaine Sema, de deux régions riches en cystéines appelées domaines MRS (Met-
Related Sequences), et de trois a quatre domaines de type immunoglobuline. La
partie intracellulaire contient deux domaines homologues a des protéines a activité
Ras GAP (Pellet-Many et al., 2008). Le complexe Sema-3A, Nrp1, Plexin-A1/A4
forme un dimére constitué de : 2-2-2 (Figure. 15). La partie intracellulaire des Plexin-
A va permettre la signalisation et provoquer un « collapsus » des neurones
(Takahashi et al., 1999; Tamagnone et al., 1999). A ce niveau, une activation des
GTPases de la famille des protéines Rho va provoquer des modifications de
'assemblage d’actine, entrainant alors un changement de conformation du réseau
d’actine et provoquant ainsi un changement directionnel ou une chimiorépulsion des
neurones (Kruger et al., 2005). Dans certains cas la Sema-3A peut avoir une action
attractante due a une forte activité des GMP cycliques (cGMP) intracellulaires
(Polleux et al., 2000; Song et al., 1998).

Plexin-A1/A4  Nrp1 Sema-3A

Signalisation
Rho
Actine

Figure. 15. Complexe du récepteur a la Sema-3A : 2 Plexin-A : 2 Nrpl: 2 Sema-3A
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2.2.2. Les VEGF

Les VEGF (vascular endothelial growth factor) jouent un réle important dans la
vasculogénése au niveau embryonnaire, et dans I'angiogénése chez l'adulte. Les
VEGF sont des glycoprotéines sécrétées, constituées de polypeptides
homodimériques reliés par deux ponts intermoléculaires disulfides. Chez les
mammiferes, la famille des VEGF est constituée de cing membres : les VEGF-A-D et
le PIGF (placental growth factor) (Ferrara et al., 2003). Les VEGF-A sont les
principaux ligands de la Nrp1. Le plus connu et le plus étudié d’entre eux est
I'isoforme VEGF-A+es5, qui est la résultante d’'un épissage alternatif, contenant I'exon
7 indispensable a la liaison avec la Nrp1 et la Nrp2 (Soker et al., 1996). Sur la Nrp1
les domaines b1 et b2 sont indispensables a leur interaction avec le VEGF-Aqgs.
Ainsi, la partie C-terminale de I'exon 8 du VEGF va fixer le domaine b1 de la Nrp1, et

la liaison de I'exon 7 va permettre de stabiliser le complexe (Jia et al., 2006).

Pour permettre une signalisation, la Nrp1 doit étre associée aux VEGFR
(VEGF récepteurs). Les VEGFR sont des protéines transmembranaires possédant
des domaines immunoglobulines extracellulaires, et deux domaines a activité kinase
intracellulaires (Pellet-Many et al., 2008). Ainsi, sur les cellules endothéliales, la Nrp1
doit étre associée au VEGFR2/KDR pour induire une signalisation via le VEGF-A et
permettre la migration cellulaire (Soker et al., 1998) (Figure. 16). Le mécanisme
précis par lequel la Nrp1 joue un réle dans le complexe VEGF/VEGFR n’est pas
clair. Il est proposé que la Nrp1 augmente I'affinité du VEGF-A pour son récepteur ou
permette la stabilisation du VEGFR a la surface cellulaire. Cependant, I'inhibition de
la fixation du VEGF-A a la Nrp1 diminue la signalisation du VEGFR2 et inhibe
I'activation de ERK (Soker et al., 1998). Ainsi, par I'intermédiaire du VEGF-A, la Nrp1

participe activement a la migration des cellules endothéliales chez 'homme.
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Figure. 16. Complexe Nrp1l/VEGF-A¢5/VEGFR2

2.3. Les fonctions de la neuropiline 1
2.3.1. Lafonction au cours du développement

L’'implication de la Nrp1 dans le développement du systéme nerveux a été
mise en évidence grace a des modeles de souris génétiquement modifiées (Tableau
1). La souris invalidée pour I'expression de la Nrp1 (nrp1”) meurt au douziéme jour
de la vie embryonnaire (E12, E13.5) avec des défauts du systéme cardiovasculaire
et du systéme nerveux. Les systémes nerveux central et périphérique sont fortement
affectés avec une trajectoire et des connexions anormales des fibres nerveuses
(Kitsukawa et al., 1997). Chez cette souris, le réseau sanguin est aussi fortement
perturbé avec un défaut du développement des artéres (Kawasaki et al., 1999). Le
modéle de souris surexprimant la Nrp1 (nrp1") présente quant & lui un excés des
capillaires sanguins, des hémorragies et une défasciculation (fasciculation : capacité
des neurones a se regrouper pour former les nerfs) des fibres nerveuses (Kitsukawa
et al., 1995).
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Génotype Phénotype Références

nrpl” Absence total de Nrp1. Mort au stade embryonnaire (Kawasaki et al,
E12/E13.5. défauts cardiovasculaires et nerveux 1999) (Kitsukawa et

al., 1997)
nrp1" Surexpression de la Nrp1. Mort au stade embryonnaire (Kitsukawa et al.,

Excés de capillaires sanguins, hémorragie et 1995)
défasciculation des nerfs.

endo-/-

nrpl Absence de Nrp1 sur cellules endothéliales. Mort au stade (Gu et al., 2003)

embryonnaire. Défauts cardiovasculaires.

nrp1sema” La Nrp1 ne fixe pas la Sema-3A mais peut fixer le VEGF. (Gu et al., 2003)
Mort post-natale. Connexions nerveuses aberrantes et

défasciculation des nerfs craniens et spinaux.

Tableau 1. Phénotype des souris génétiquement modifiées pour la Nrpl

L’étude des souris invalidées pour la Nrp1 spécifiquement sur les cellules
endothéliales (nrp1®"®°"), ou mutées sur le domaine a1, empéchant ainsi la fixation

1Sema3A-/-

de la Sema-3A (nrp ), a permis de distinguer le réle spécifique de la Nrp1 au

niveau vasculaire et nerveux (Gu et al., 2003). La souris nrp1°"”

a permis de
démontrer le rble essentiel de la Nrp1 dans le développement cardiovasculaire,
puisque I'absence de Nrp1 a la surface des cellules endothéliales provoque la mort
précoce de 'embryon avec des défauts majeurs des branchements vasculaires. En
revanche, la souris nrp1*™” dont la Nrp1 est incapable de fixer la Sema-3A mais
peut néanmoins fixer le VEGF, survit jusqu’a la naissance et ne posséde pas de
défauts majeurs du systéme cardiovasculaire. Cependant, cette souris présente des
connexions sensorielles aberrantes et une défasciculation importante des nerfs
craniens et spinaux (Figure. 17). La Sema-3A a donc un effet local au niveau du

systéme nerveux, indispensable a son orientation et a son organisation.

L’implication de la Nrp1 dans le développement cardiovasculaire et nerveux
est fonction de son expression cellulaire et des ligands présents. En effet, tandis que
le complexe Sema-3A/Nrp1/Plexin-A intervient dans la « guidance » des neurones, le

complexe VEGF/Nrp1/VEGFR2 est quant a lui impliqué dans I'angiogénése.
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Figure. 17. Présentation du défaut de I'organisation des nerfs craniens et spinaux chez

la souris nrp1” (F) et nrp1°*™*" (H) (Gu et al., 2003).

2.3.2. Lafonction au niveau cellulaire

La Nrp1 est indispensable pour induire la signalisation de la Sema-3A sur les
neurones. En culture in vitro, la Sema-3A a une action répulsive sur la croissance
des axones en induisant un « collapsus » au niveau du cbne de croissance (He and
Tessier-Lavigne, 1997; Kolodkin et al., 1997). La Sema-3A a aussi un rdle
« attractant » sur les dendrites des neurones (Polleux et al., 2000). L'effet de
chimioattraction ou de chimiorépulsion des neurones, di au couple Sema-3A/Nrp1,
est modulé par la présence de cGMP au niveau intracellulaire des dendrites des
neurones (Polleux et al.,, 2000; Song et al., 1998). Ceci permet une organisation
structurée et complexe du systéme nerveux au cours du développement (Figure. 18).
Chez I'adulte, il est montré que le couple Sema-3A/Nrp1 a une importance dans la
régénération et linvasion des nerfs. En effet, au niveau d’'une Iésion nerveuse
périphérique une accumulation de Sema-3A empéche la cicatrisation et la
régénération nerveuse (Pasterkamp et al., 2001). A ce niveau, et plus
particulierement lors de Iésion de la moelle épiniére chez le rat, l'utilisation d’un
inhibiteur de la Sema-3A (SM-216289 ou SICHI) permet la régénération des nerfs
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(Kaneko et al., 2006; Montolio et al., 2009). D’autre part, dans le cas des dermatites
atopiques, linjection de Sema-3A au niveau des lésions cutanées permet de
diminuer I'invasion nerveuse et d’éviter ainsi le prurit responsable de l'inflammation
(Yamaguchi et al., 2008).

Sur les cellules endothéliales la Nrp1, associée au VEGFR2, est impliquée
dans la migration cellulaire (Soker et al., 1998). L'utilisation d’anticorps bloquant la
Nrp1 pour la fixation du VEGF inhibe la migration des cellules endothéliales, in vitro,
et la néovascularisation, in vivo (Pan et al., 2007). Bien que l'utilisation d’anticorps
bloquant la fixation de la Sema-3A ne semble pas affecter significativement la
migration des cellules endothéliales (Pan et al., 2007), d’autres études montrent que
la Sema-3A induit une chimiorépulsion et inhibe I'adhésion des cellules endothéliales
de porc (PAE) et humaines (Miao et al., 1999; Serini et al., 2003). La Nrp1 semble
aussi jouer un réle dans I'adhésion des cellules endothéliales a la matrice extra
cellulaire et ce, de maniére dépendante ou indépendante de ses ligands habituels
(Murga et al., 2005; Serini et al., 2003; Valdembri et al., 2009). Cependant, Serini et
al proposent une action inhibitrice de la Sema-3A sur l'adhésion des cellules
endothéliales en inhibant I'activité des intégrines (Serini et al., 2003). La Nrp1 et ses
ligands sont donc impliqués a différents niveaux sur la mobilité des cellules

endothéliales (Figure. 18).

La Nrp1 est également retrouvée sur différents types de cellules cancéreuses
et est impliquée dans la migration, la survie et la prolifération tumorale via le VEGF
(Bachelder et al., 2001; Ellis, 2006; Miao et al., 2000). La surexpression de la Nrp1
est souvent associée a un mauvais pronostique et au potentiel métastasique de la
tumeur (Hansel et al., 2004; Latil et al., 2000). Naturellement, la Nrp1 est devenue
une cible anti-tumorale et l'utilisation de peptides inhibiteurs de la Nrp1 induit
'apoptose de certaines cellules cancéreuses (Barr et al., 2005; Karjalainen et al.,
2010b). D’autre part, l'utilisation d’anticorps bloquant la Nrp1, en association avec
des anticorps anti-VEGF, permet d’inhiber la vascularisation de la tumeur et ainsi de
diminuer sa croissance tumorale, et ce indépendamment de I'expression de la Nrp1
par les cellules cancéreuses (Pan et al., 2007). La Nrp1 est aussi utilisée pour
favoriser une meilleure pénétration des drogues au niveau de la tumeur (Sugahara et
al., 2010). Ainsi, l'utilisation de peptides fixant la Nrp1, co-administré avec des

agents actifs, permet une pénétration au niveau des vaisseaux sanguins et une
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atteinte de la tumeur plus en profondeur. Contrairement au VEGF, les sémaphorines
sont plutét décrites comme ayant un rble anti-tumoral. Différentes sémaphorines de
classe lll, dont la Sema-3A, ont la capacité de bloquer la migration des cellules
tumorales (Kigel et al., 2008). De plus, la délétion des génes SEMA3B et SEMAS3F
dans certains cancers suggére que les sémaphorines de classe lll font partie des
genes répresseurs de tumeurs (Futamura et al., 2007; Tse et al., 2002). Cependant,
certaines études cliniques montrent une corrélation entre le haut niveau de Sema-3A
et la progression tumorale (Muller et al., 2007). Finalement, I'association VEGF/Nrp1
semble plutdt pro-tumorale, alors que I'association Sema-3A/Nrp1 serait plutot anti-
tumorale. |l reste cependant a déterminer avec exactitude I'importance des ligands

de la Nrp1 dans la dissémination des cellules tumorales in vivo.

Neurone Nrp1*
Sema-3A
Sema-3A
Sema-3A ‘
« Attraction Répuﬂsr‘on
des dendrites Fasciculation des axones des axones
Cellule endothéliale Nrp1*
Répulsion
inhibition
Attraction de l'adhésion
Migration
VEGF-A « Sema-3A
Matrice extracellulaire

Figure. 18. Récapitulatif des effets dépendants de la Nrp1 sur les neurones (haut) et sur

les cellules endothéliales (bas).
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2.4. Laneuropiline 1 dans le systéeme immunitaire

2.4.1. Laneuropiline 1 sur les cellules dendritiques

Dans notre laboratoire il a été mis en évidence que la Nrp1 été principalement
exprimée sur les cellules dendritiques (DC). En effet, au cours de la différenciation
des monocytes in vitro, ceux-ci expriment la Nrp1 avec un maximum au stade de DC
(Tordjman et al., 2002). Dans cette étude, I'expression de la Nrp1 est indispensable
a l'initiation de la réponse avec les lymphocytes T. La Nrp1 se retrouve au niveau de
la synapse immunologique, entre DC et lymphocytes T, et son inhibition par un
anticorps bloquant empéche I'activation des lymphocytes T. Les auteurs suggérent
que la Nrp1, par une liaison homotypique, permet une stabilisation de l'interaction

entre ces deux types cellulaires.

La découverte de l'analogie entre I'antigéne BDCA4 et la Nrp1 a permis
d’identifier, in vivo chez I'homme, les populations cellulaires exprimant la Nrp1
(Dzionek et al., 2002). Ainsi, la principale population exprimant la Nrp1 est la
population des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), qui jouent un réle
important dans la réponse antivirale via leur grande production d’IFN-o/f. Bien que le
réle de la Nrp1 ne soit pas bien connu sur ces cellules, il est montré que certains
virus utilisent la Nrp1 comme récepteur pour infecter les cellules immunitaires. Ainsi,
le virus HTLV-1, via la Nrp1, cible principalement les pDC ou les DC, infectant ainsi
les lymphocytes T CD4 lors des interactions entre ces deux types cellulaires (Ghez
et al., 2006; Jones et al., 2008).

En plus de son réle important dans l'activation des lymphocytes T (Tordjman
et al., 2002), la Nrp1 est aussi impliquée dans la motilité des DC in vivo (Takamatsu
et al., 2010). En effet, cette étude montre clairement que le complexe Nrp1/Plexin-
A1/Sema-3A est indispensable a la transmigration des DC. Ainsi, la génération de
lymphocytes T spécifiques de I'antigéne in vivo est altérée en présence de DC
plexin-A1”, en raison d’une incapacité de ces cellules DC & migrer au niveau des
ganglions lymphatiques. Ceci ce traduit par une incapacité de ces DC a traverser les
cellules endothéliales lymphatiques pour gagner la circulation lymphatique. Or, a ce

niveau, la Sema-3A, sécrétée par les cellules endothéliales lymphatiques, induit
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normalement une contraction de I'actomyosine des DC, via la Plexin-A1, permettant
ainsi leur transmigration vers la circulation lymphatique pour atteindre le ganglion

lymphatique.

Bien que cette étude ne montre pas clairement un réle de la Nrp1 lors de ce
phénomeéne, il est néanmoins fortement suggéré qu’elle ait une implication

importante dans la signalisation du complexe Sema-3A/Plexin-A1.

2.4.2. Laneuropiline 1 sur les lymphocytes T

La Nrp1 a également été mise en évidence sur les lymphocytes T. A ce niveau
les résultats sont plutét discutés. Dzionek et al, montrent qu’ex vivo seule une
population de lymphocytes T mémoires présente dans les amygdales, exprime la
Nrp1, et serait proche de la population Tfh (Dzionek et al., 2002). De plus, ils
montrent que la Nrp1 est exprimée lors de I'activation des lymphocytes T in vitro.
D’autre part, Tordjman et al, montrent que la Nrp1 est exprimée sur les lymphocytes
T naifs et est impliquée dans l'interaction avec les DC (Tordjman et al., 2002). Nous
pouvons donc supposer que la Nrp1 est exprimée a différents niveaux d’intensité

selon le type cellulaire et le niveau d’activation.

Bien que la premiére étude ait montré I'importance de la Nrp1 pour initier la
réponse immunitaire (Tordjman et al., 2002), il semblerait que la Nrp1 soit également
impliquée dans l'arrét de l'activation des lymphocytes T par l'intermédiaire de la
Sema-3A. En effet, la Sema-3A est produite par les lymphocytes T au cours de leur
activation in vitro, et exerce une action inhibitrice sur leur prolifération en bloquant la
réorganisation du cytosquelette d’actine au niveau de la synapse immunologique
entre le lymphocyte T et la DC (Lepelletier et al., 2006). De plus, le maximum
d’expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T humains est observé apres activation
de ces cellules par stimulation de leur TCR in vitro (Dzionek et al., 2002). L’inhibition
de cette boucle autocrine par un anticorps bloquant entraine une augmentation de la
prolifération cellulaire, démontrant ainsi une action immunosuppressive de la Sema-
3A. Il est aussi décrit que la Sema-3A, produite par certaines cellules tumorales, a la
capacité de bloquer la prolifération et I'activation des lymphocytes T en inhibant la

voie de signalisation Ras (Catalano et al., 2006). De plus, la Sema-3A peut avoir une
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action pro-apoptotique, via la Plexin-A1 et la Nrp1, en provoquant le regroupement
de molécules Fas au niveau des radeaux lipidiques, sensibilisant ainsi les cellules a

I'apoptose induite par le ligand de Fas (FasL) (Moretti et al., 2008).

Cependant, ce sont les études in vivo, notamment via l'utilisation des souris
transgéniques pour la Nrp1 spécifiquement exprimée sur les lymphocytes T, qui ont
permis de mieux comprendre I'action de la Nrp1 sur le contréle de la prolifération des
lymphocytes T. En effet, les lymphocytes T issus de souris plexin-A4”", nrp1%ema"
(Nrp1 incapable de lier la Sema-3A) et sema-3A” ont une prolifération in vitro trés
supérieure aux lymphocytes T de souris WT (Wild Type), et le transfert de
lymphocytes T plexin-A4”, dans un modéle expérimental d’encéphalite auto-immune
(EAE), entraine une accentuation des signes cliniques avec une hyperactivité des
lymphocytes T (Yamamoto et al., 2008). Cette étude montre clairement le réle de la
boucle autocrine de la Sema-3A, ainsi que son action sur le couple Nrp1/Plexin-A4,

dans le contréle de I'activité des lymphocytes T.

Une autre équipe a également démontré que dans le méme modeéle d’EAE,
linvalidation de la Nrp1 sur les lymphocytes T (nrp1”") provoque une aggravation de
la maladie (Solomon et al.,, 2011). Les auteurs suggeérent, sans pour autant le
prouver, que les lymphocytes T nrpl” se trouveraient incapables de présenter le
TGF-B, ce qui empécherait la tolérance au soi et le contrdle de la maladie. Dans ce
modéle, il est aussi probable que I'hyper activation des lymphocytes T nrpl” soit la
conséquence d’une incapacité des Treg a inhiber les DC par défaut de contact

prolongé avec celles-ci, via la Nrp1 (Sarris et al., 2008)(cf. chapitre suivant).

Dans un autre modéle expérimental d’arthrite auto-immune la surexpression
de la Sema-3A, par injection d’ADN plasmidique codant pour la Sema-3A, permet de
réduire les signes cliniques et l'activation des lymphocytes T, en diminuant la
production d’IFN-y (Catalano, 2010). De plus, 'auteur suggere que I'expression de la
Nrp1 durant lactivation des lymphocytes T CD4" leur confére une action
immunorégulatrice. En effet, in vitro, la Sema-3A va induire la sécrétion d'IL-10 par
les lymphocytes T Nrp1” leur donnant ainsi la capacité d’inhiber la prolifération des
autres lymphocytes T, via cette cytokine. Cependant, l'auteur effectue cette
démonstration sur des lymphocytes T humains CD4", et le paralléle avec les
observations faites chez la souris n’est pas clair. Ainsi, bien que les études apportent

des conclusions diverses, il apparait néanmoins que I'expression de la Nrp1 sur les
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lymphocytes T s’avére indispensable pour éviter un « emballement » du systéme
immunitaire et donc une aggravation des maladies auto-immunes (Figure. 19). De
plus, il est montré chez ’homme que le polymorphisme nucléotidique simple de deux
alleles mineurs dans l'intron 9 du géne de la NRP1 est associé au diabete de type |

chez I'enfant (Hasan et al., 2010).

Ces diverses études démontrent un réle important de la Nrp1 pour terminer la
réponse immunitaire. Toutefois, la Nrp1 est aussi décrite comme impliquée dans la
stabilisation de linteraction entre lymphocytes T et DC pour initier la réponse
immunitaire (Tordjman et al., 2002). Ainsi, l'inhibition de la Nrp1 diminue la capacité
des DC a induire I'activation des lymphocytes T, et paradoxalement, ne devrait pas
induire une hyper activation de ces derniéres in vivo. Cependant, dans cette étude,
les DC sont générées in vitro et favorisent Il'activation des lymphocytes T
allogéniques. |l est possible qu’in vivo, la Nrp1 a la surface des DC ait une fonction
dépendante du statut de maturation de ces cellules. Bien qu’aucune étude in vivo ne
démontre l'importance de la Nrp1 dans la liaison entre lymphocytes T et DC et
I'’émergence d’auto-immunité, il est envisageable qu’'un défaut de cette interaction
favorise I'activation des clones auto-réactifs par des DC immatures. En effet, les DC
immatures participent a la tolérance périphérique en induisant 'anergie ou I'apoptose
des clones auto-réactifs, ceci en présentant peu de molécules de costimulations
(CD80/CD86) et de molécule de CMH de classe Il ou en induisant I'expression de
Fas (CD95) a la surface des lymphocytes T (Reis e Sousa, 2006; Torres-Aguilar et
al., 2010). De ce fait, un défaut d’interaction prolongée, via la Nrp1, entre ces DC
tolérogénes et lymphocytes T auto-réactifs pourrait entrainer une prolifération de ces
derniéres, et non une anergie, et ainsi favoriser I'émergence de maladies auto-
immunes. L’'implication de la Nrp1 dans un tel contexte nécessite de plus amples

recherches.

Concernant le VEGF, peu d’études ont été réalisées sur I'importance de
'expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T pour sa fixation. Néanmoins, il est
proposé que lors de [l'activation des lymphocytes T par les DC, un transfert de la
Nrp1 s’effectue des DC vers les cellules T par trogocytose, permettant ainsi aux
lymphocytes T de fixer le VEGF 165 (Bourbie-Vaudaine et al., 2006). Ceci permettrait
alors le remodelage de [l'endothélium des vaisseaux sanguins des organes

lymphoides secondaires lors de I'inflammation.
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Une autre étude démontre I'importance de la Nrp1 dans la perméabilité des
vaisseaux sanguins et le passage des lymphocytes T CD8" dans le systéme nerveux
central lors de sclérose en plaque provoquée (Suidan et al., 2010). Lors de
l'infiltration de l'inflammation du systéme nerveux central, une production de VEGF
provoque la perméabilité des vaisseaux sanguins facilitant ainsi l'infiltration des
lymphocytes T CD8" auto-immuns. L'utilisation d’un peptide inhibiteur de la Nrp1
(ATWLPRR) permet de réduire significativement l'infiltration du systéme nerveux par
les cellules T CD8" en réduisant la perméabilité des vaisseaux sanguins. A ce
niveau, il serait donc intéressant de connaitre le réle de la Nrp1 sur les lymphocytes
T au cours de la transmigration a travers les cellules endothéliales des vaisseaux

sanguins.
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Figure. 19. Schéma de I'implication de la Sema-3A dans le contréle de la prolifération
des lymphocytes T. L’invalidation de la signalisation de la Sema-3A induit une
surprolifération des lymphocytes T, potentiellement néfaste dans le cas de maladies auto-

immunes.
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2.4.3. Laneuropiline 1 etles Treg

L’'une des découvertes fondamentales sur la Nrp1 fut son identification a la
surface des Treg chez la souris, en faisant ainsi un marqueur spécifique de cette
population (Bruder et al.,, 2004). La Nrp1 est impliquée dans le mécanisme
suppresseur des Treg et permet une interaction prolongée de ces derniers avec les
DC immatures (Sarris et al., 2008). Ceci permettant alors de réduire I'interaction des
lymphocytes T naifs avec les DC immatures et ainsi d’empécher la réponse
immunitaire contre des antigénes, notamment des auto-antigenes. De plus, la Nrp1
peut servir de récepteur au TGF-B sous sa forme latente (LAP-TGF-B) et permettre la
libération de la forme active (Glinka and Prud'homme, 2008). Cette fonction pourrait
intervenir dans le mécanisme de suppression des Treg, déja connus comme utilisant

le TGF-B pour inhiber la prolifération et I'activation des lymphocytes T.

Chez 'homme peu d’études ont été réalisées sur I'expression de la Nrp1 dans
la population Treg. Cependant, un groupe a observé une population CD25" Nrp1*
Foxp3™ aux capacités régulatrices, dans les ganglions lymphatiques drainant la
tumeur (Battaglia et al., 2008). Il semblerait que cette population soit dépendante de
I'environnement tumoral du ganglion, et modulée indirectement par les
radiothérapies et chimiothérapies associées (Battaglia et al., 2009; Battaglia et al.,
2010).
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2.4.4. Laneuropiline 1 au niveau du Thymus

Au sein du thymus, chez 'homme, la Nrp1 est retrouvée principalement sur
les cellules épithéliales thymiques (TEC) et recrutée au niveau du contact avec les
thymocytes (Lepelletier et al., 2007). De plus, la Nrp1 est augmentée lors de
I'activation des thymocytes via leur TCR, ou aprés contact avec les TEC. A ce
niveau, I'expression de la Sema-3A est aussi augmentée aprés stimulation des
thymocytes par leur TCR. Cette production de Sema-3A induit l'inhibition de leur
adhésion aux TEC, permettant leur migration via un mécanisme de chimiorépulsion.
Ainsi, le couple Nrp1/Sema-3A intervient dans la migration des thymocytes au cours

du développement thymique.

Chez la souris, I'expression de la Nrp1 est retrouvée aux stades précoces de
la différenciation des thymocytes et sur la population mature des Treg, mais pas ou
peu a la surface des lymphocytes T CD4 et CD8 matures (Corbel et al., 2007).
Cependant, dans cette étude, la souris invalidée pour le géne nrpl spécifiquement
sur le lignage des lymphocytes T, ne présente pas de défaut majeur du
développement thymique, ni de la maturation des lymphocytes T. Par ailleurs, bien
que les résultats soient contradictoires quant a I'expression de la Nrp1 aux stades
matures des thymocytes murins, il est suggéré que la Nrp1, via la Sema-3A,
participerait au développement thymique aussi chez la souris (Mendes-da-Cruz et
al.,, 2009). Dans ce domaine, l'implication de la Nrp1 dans le développement
thymique nécessite de plus amples investigations afin de déterminer avec précision

son importance a ce niveau.
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PROBLEMATIQUE

Chez la souris, sur les lymphocytes T, la Nrp1 joue un rdle important pour
arréter la réponse immunitaire, et son inhibition dans différents modéles
d’'inflammation provoque une hyperactivité des lymphocytes T avec une aggravation
de la pathologie, notamment dans le cas des maladies auto-immunes (Catalano,
2010; Solomon et al., 2011; Yamamoto et al., 2008). En revanche, peu d’études se
sont intéressées a l'expression de la Nrp1 sur les différents sous-types de
lymphocytes T chez ’'homme. Nous avons donc choisi de décrire avec précision les
modalités de I'expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T humains, afin d’apporter

un paralléle aux découvertes obtenues jusqu’a présent chez la souris.

Dans un premier temps il nous a fallu vérifier si les Treg humains exprimaient
ou non la Nrp1. Or, cette étude a montré clairement que les Treg Foxp3® humains
n’exprimaient pas la Nrp1 (Milpied et al., 2009). Cependant, nous avons aussi pu
observer que l'expression de la Nrp1 était restreinte a une population T CD25,
principalement retrouvée dans les amygdales, et que I'activation des lymphocytes T

in vitro induisait I'expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T activés CD25".

La deuxiéme question a été de caractériser cette population lymphocytaire T
dans les amygdales exprimant la Nrp1 et déterminer les modalités de cette
expression. De plus, il a fallu comprendre pourquoi les lymphocytes T activés in vitro
exprimaient la Nrp1 puis trouver une corrélation avec des observations in vivo chez

’lhomme.

Parallélement a ces études, nous avons mis en évidence dans le laboratoire,
trois cas de déficiences génétiques en CD25 chez des patients atteints de diverses
maladies auto-immunes, plus communément appelées syndrome IPEX. Nous nous
sommes intéressés aux conséquences de I'absence du CD25 sur 'homéostasie des
lymphocytes T et nous avons axé nos recherches sur la population Treg (Foxp3®),

mais aussi sur les différentes populations lymphocytaires T naives et mémoires.
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METHODES

) Les différents prélévements humains

Cette étude a été entierement réalisée chez ’lhomme a partir de prélevements
obtenus grace a I'accord préalable de donneurs sains et de patients consentants. Un
récapitulatif des différents préléevements est rapporté dans le tableau ci-dessous
(Tableau 2). Les prélévements sanguins pour étudier les PBMC (peripheral blood
mononuclear cells) ont été obtenus auprés de donneurs sains de 20 a 60 ans. Les
thymus sont récupérés chez des enfants ayant eu recours a une chirurgie cardiaque
et les amygdales aprés amygdalectomie. Les ganglions non tumoraux sont quant a
eux obtenus de patients ayant une hyperplasie folliculaire non spécifique validée
aprés analyse histo-pathologique. Le sang périphérique de patients atteints de
maladies auto-immunes ou inflammatoires, dont trois présentant des mutations sur le
gene IL2RA, a pu étre obtenu, ainsi qu'un prélévement du liquide articulaire d’un
patient présentant une sarcoidose. L’ensemble des procédures a été approuvé par le
comité éthique de I'hépital Necker et est en accord avec les directives de 'union

européenne et les déclarations d’Helsinki.

Non pathologiques Pathologiques
Sang de cordon (n=5) PBMC syndrome de Sharp (n=1)
PBMC (20 a 60 ans) (n>50) PBMC polyarthrite rhumatoide (n=4)
Thymus (n=3) PBMC sarcoidose (n=1)
Ganglions lymphatiques (2 & 57 ans) (n=11) Liquide articulaire sarcoidose (n=1)
Amygdales (n=19) PBMC mutation IL2RA (n=3)

Tableau 2. Récapitulatif des prélévements utilisés pour cette étude. n = le nombre

d’individus (donneurs ou patients).
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1)) L’identification des populations cellulaires par cytometrie en flux

Le détail des méthodes est décrit dans chaque article avec les clones et les
fluorochromes utilisés pour tous les anticorps correspondant. Dans cette partie, je
présente brievement les associations d’anticorps utilisées pour identifier et isoler les
populations cellulaires d’intérét. Premierement, la population lymphocytaire T se
caractérise par I'expression du CD3, alors que la population lymphocytaire B se
caractérise par I'expression du CD19. Au sein de la population lymphocytaire T, nous
distinguons les lymphocytes T exprimant le marqueur CD4 et les lymphocytes T
exprimant le CD8. Puis, par l'utilisation de différents anticorps nous séparons ensuite
les différentes sous-populations ex vivo chez 'homme et analysons leurs états

respectifs d’activations ex vivo et in vitro.
Les Treg naifs : CD3" CD4" Foxp3® CD45RA™ CD25"
Les Treg effecteurs : CD3* CD4* Foxp3"9" CD45RA” CD25"" Ki67* CTLA4"

Les lymphocytes T effecteurs Foxp3*: CD3" CD4" Foxp3®™ CD45RA™ CD25" Ki67"
CTLA4

Les lymphocytes T naifs : CD3" CD4" ou CD8" CD45RA* CCR7"

Les lymphocytes T centraux mémoires (TCM): CD3" CD4" ou CD8" CD45RA
CCRT7"

Les lymphocytes T effecteurs mémoires (TEM) : CD3" CD4" ou CD8" CD45RA
CCRT

Les lymphocytes T en différenciation terminale (TEMRA): CD3" CD4" ou CD8"
CD45RA" CCRT

Les Tfh du centre germinatif (organes lymphoides secondaires): CD3" CD4"
CXCR5" CD69* PD-1" ICOS*

Les Tth circulant (sang périphérique) : CD3" CD4" CXCR5"
Les lymphocytes B naifs : CD19" IgD* CD38"

Les lymphocytes B pre-GC (pre-centre germinatif) : CD19" IgD* CD38"

69



Les lymphocytes B du centre germinatif : CD19* IgD” CD38"
Les lymphocytes B mémoires : CD19" IgD” CD38"
Les cellules dendritiques plasmacytoides (PDC) : CD4"°" CD3” BDCA4" (Nrp1*)

L’association de ces différents marqueurs permet donc d’identifier chaque
population cellulaire et d’étudier ainsi les variations de I'homéostasie, par
comparaison entre donneurs sains et patients. De plus, ces marqueurs peuvent
également servir a isoler ces populations de maniére trés pure a I'aide d’un trieur afin

d’effectuer des tests de fonctionnalités in vitro.

Pour une analyse encore plus complete, nous déterminons également la
production en cytokines de ces populations. Pour cela, les cellules doivent étre
préalablement stimulées par des agents mitotiques (PMA et lonomycine) et un
inhibiteur de la sécrétion (Bréfeldine A), afin d’obtenir une accumulation en cytokines
(IFN-y, IL-4, IL-17, IL-21, IL-10) intracellulaires suffisantes pour étre détectée par

cytomeétrie en flux.

Enfin, I'état d’activation des lymphocytes T peut également étre mesuré dans
les différents organes grace a l'utilisation de marqueurs spécifiques tels que le CD69
en association avec le CD25 et potentiellement la Nrp1, et aussi par I'observation
d’'une augmentation de l'intensité du FSC (forward ligh scatter : correspondant a la
taille cellulaire). De plus, I'expression du Ki67 met en évidence la prolifération de ces
cellules. Cette analyse peut aussi étre réalisée aprées activation in vitro pour

connaitre le degré d’activation de ces cellules.
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) Les tests fonctionnels in vitro

Comme précédemment, le détail des tests effectués est plus amplement décrit
dans chaque article. Pour résumer, nous pouvons mesurer la capacité de
prolifération, d’activation, de différenciation, de survie et d’apoptose de chaque

population cellulaire isolée.
La prolifération et I'activation des lymphocytes T

Pour mesurer l'activation et la prolifération des lymphocytes T, ces cellules
doivent étre stimulées via leur TCR par I'utilisation d’anticorps anti-CD3 (5 a 10ug/ml)
et par I'apport d’'une costimulation par I'anticorps anti-CD28 (2,5 a 5ug/ml). Ces deux
anticorps sont coatés dans le fond des plaques de culture avant le dép6t des cellules
avec leur milieu de culture approprié. La prolifération peut étre mesurée par deux
méthodes différentes : l'incorporation de la thymidine tritiée (sH Thymidine) permet
de mesurer la prolifération finale en s’incorporant seulement dans les cellules en
cycle, et le marquage au CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) permettant de
distinguer les divisions cellulaires par cytometrie en flux. Le CFSE pénétre dans le
cytoplasme des cellules au temps 0 puis se répartit dans les cellules filles au cours
des divisions cellulaires, entrainant ainsi une diminution de la fluorescence en
cytomeétrie en flux. Le marquage au CFSE est une méthode intéressante car elle
permet de séparer les différentes populations au cours des co-cultures grace a I'ajout
de marqueurs supplémentaires. L’activation des lymphocytes T peut se mesurer par
'apparition de marqueurs d’activation tels que le CD69, le CD25, ainsi que le
changement de taille cellulaire caractérisé par une augmentation de l'intensité du
FSC. Ainsi, nous avons pu évaluer lI'expression de la Nrp1 au cours de la
prolifération et de l'activation des lymphocytes T. Aprés activation, nous mesurons
également la survie et 'apoptose cellulaire par l'utilisation de marqueurs tels que
I'annexine V capable de reconnaitre la phosphatidylsérine exprimée a la surface des
cellules en cours d’apoptose et le 7AAD ciblant spécifiquement les cellules mortes ou
en nécrose. Ces méthodes permettent de caractériser les propriétés de chaque type
cellulaire mais aussi d’étudier les effets d’agents extérieurs tels que 'ATRA (all-trans

retinoic acid) ou le TGF-p.
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Co-cultures, survie et différenciation des lymphocytes B

Des co-cultures entre Tth et lymphocytes B on été réalisées afin de mesurer la
capacité des Tfh a induire la différenciation et la survie des lymphocytes B. Ces deux
types cellulaires sont donc déposés dans un méme puits de plaque de culture dans
un milieu approprié, sans apport d’agents extérieurs ni stimulation. La survie des
lymphocytes B est ensuite mesurée comme décrit précédemment par les marquages
Annexine V et 7AAD. La capacité de différenciation, en plasmocyte des lymphocytes
B, est déterminée par leurs capacités a produire des anticorps in vitro. Pour cela, les
surnageants de culture sont récoltés et les taux d'immunoglobulines mesurés par la
technique de 'ELISA. De cette maniere, nous avons donc pu déterminer la quantité
d'immunoglobulines de type A ou de type G (IgA ou IgG) produite par les

lymphocytes B en co-cultures avec les Tth.
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RESULTATS

Les résultats se répartissent en quatre parties et son présentés, pour trois des
quatre parties, sous forme d’articles publiés (partie 1) ou soumis a publication (partie
Il et IV). La partie Il est une présentation de résultats préliminaires qui permettent le
développement de perspectives futures. Ces études se sont principalement axées
autour de la Nrp1 afin de déterminer son expression chez 'lhomme et ainsi délimiter

son implication dans la réponse immunitaire.

Premiérement, contrairement aux Treg murins, I'expression de la Nrp1 n’est

pas retrouveée a la surface des Treg humains.

Deuxiémement, chez 'homme, I'expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T
des organes lymphoides secondaires est spécifique de la seule population Tfh

interagissant avec les lymphocytes B.

Troisiemement, I'expression de la Nrp1 est corrélée avec une hyperactivation

des lymphocytes T dans l'inflammation périphérique chez ’homme.

Quatriemement, le défaut génétique du CD25 chez 'homme, responsable du
développement du syndrome IPEX, est associé a un déseéquilibre de 'homéostasie

des Treg et des lymphocytes T effecteurs mémoires.
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) La neuropiline 1 n’est pas un marqueur des Treg chez I’lhomme

Chez la souris, la Nrp1 a été montrée comme étant exprimée de fagon
spécifique par les Treg (CD4" CD25" Foxp3*) (Bruder et al., 2004). C’est pourquoi
nous nous sommes intéressés a son expression par les Treg humains afin d’évaluer
I'intérét de I'étude de la Nrp1 dans les pathologies humaines impliquant les Treg,

ainsi que son implication éventuelle dans les thérapies.

Dans un premier temps, notre étude a permis de mettre en évidence que
contrairement aux Treg murins de la rate qui expriment bien la Nrp1, les Treg
humains dans le sang périphérique ne I'expriment pas. Ainsi, afin de démontrer que
I'expression de la Nrp1 sur les Treg n’est pas dépendante de I'organe lymphoide
étudié, nous avons effectué une étude comparative de cette population au sein du
thymus, des ganglions (et amygdales chez ’'homme) et de la rate chez 'lhomme et
chez la souris. Nos résultats ont montré que quelque soit le compartiment étudie, les
Treg humains n’expriment jamais la Nrp1, alors que les Treg murins I'expriment
quant a eux constitutivement. Néanmoins, nous avons pu détecter dans les
amygdales humaines, une sous-population de lymphocytes T CD4" CD25 Foxp3’
capable d’exprimer la Nrp1. De plus, I'activation via le TCR des lymphocytes T

humains in vitro induit 'expression de la Nrp1 en association avec celle du CD25.

Ainsi, dans cette étude, présentée ci-dessous sous forme d’article publié
(Milpied et al., 2009), nous démontrons clairement que chez 'homme, la Nrp1 ne

peut pas étre utilisée comme un marqueur de la population Treg.
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Treg are immune cells that play a critical role in the regulation of the immune response.
Although the transcription factor Foxp3 is widely accepted as the standard marker of Treg,
specific surface markers are needed to better characterize these cells and decipher their
mechanisms of action. Neuropilin-1 (Nrp-1), a membrane protein primarily involved in the
nervous system, was identified as a specific marker of murine Treg, but its expression has
not been rigorously investigated in human Treg. Here we show that in contrast to murine
Treg and regardless of their origins (blood, thymus, spleen, lymph node or tonsil), human
Foxp3" Treg do not specifically express Nrp-1. However, a population of Foxp3~ Nrp-1*
T cells can be detected in human secondary lymphoid organs, and Nrp-1 expression is
induced on peripheral blood T lymphocytes upon in vitro activation. We conclude that
Nrp-1 cannot be used as a specific marker of human Treg, but might represent a novel
activation marker of human T cells both in vitro and in vivo.

Key words: Human - Lymphoid organs - Mouse

Introduction

CD4"CD25"Foxp3™ regulatory T lymphocytes (Treg) are immune
response modulators of crucial importance in many physiological and
pathological situations, which are characterized by their ability to
inhibit antigen specific T lymphocyte activation [1]. Even though the
molecular and cellular mechanisms underlying their suppressive
activity are under intense investigation, they are not yet totally
elucidated. The discovery that the transcription factor Foxp3 plays a
key role in murine Treg differentiation and function and is an
exclusive marker of Treg [2] was considered a significant step toward
the understanding of both the characterization and the function of
these cells. In human, Foxp3 is the most commonly used marker of
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Treg as it permits the distinction between activated conventional
T cells (Tconv) and Treg. However, its intra-nuclear localization does
not allow its use as a marker for Treg selection for subsequent
functional analysis.

In order to identify specific cell surface markers of Treg,
Bruder et al. have shown by using a transcriptomic approach that
in contrast to Tconv, neuropilin-1 (Nrp-1) is strongly and
constitutively expressed in murine Treg [3].

Nrp-1 is a transmembrane protein mainly involved in axonal
guidance [4] and angiogenesis as a receptor of class 3 semaphorins
[5] and vascular endothelial growth factors [6]. In the immune
system, we and others have shown that Nrp-1 is involved in the
priming of T cells by DC [7] and in the regulation of the immuno-
logical synapse and response [8, 9]. More recently, Sarris et al. have

*These authors contributed equally to this work.
**These authors co-directed this work.
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extended our findings by demonstrating that high expression of Nrp-1
on Treg cells promoted their prolonged interaction with immature DC
[10]. They hypothesized that this phenomenon could contribute to
peripheral tolerance by providing an advantage to Treg to interact
with immature DC that present autoantigens, thereby preventing
activation of naive autoreactive T cells. Therefore, Nrp-1 might be
considered not only as a specific marker of murine Treg, but also as a
key player to be added to the list of molecular mechanisms by which
Treg exert their suppressive effects.

Considerable confusion has however emerged in some studies
that have used this antigen to further characterize Treg cells in
human pathology [11-13] because there is no clear evidence or
study demonstrating the specific expression of Nrp-1 in human
CD4"CD25" Foxp3™ Treg. In order to clarify this point, we have
analyzed Nrp-1 expression in murine and human Tconv and Treg
subsets obtained from various immune organs by flow cytometry.
We report here that in humans, Nrp-1 is not a marker of Foxp3™*
Treg, but is expressed on a subset of secondary lymphoid organs
T cells and can be induced on T cells by in vitro activation.

Results and discussion

Nrp-1 is not differentially expressed on human Foxp3™
Treg, regardless of their organ origin

Several experiments performed in our laboratory were unable to
show clear Nrp-1 expression in human CD4*CD25" Foxp3™ Treg
isolated from the blood of healthy donors in contrast to murine
Treg. This unexpected observation prompted us to investigate
whether this difference of expression between mice and human
Treg was due to organ-specific origins (blood versus spleen) or to
species specificities (human versus mouse).

To address this question, we have analyzed Nrp-1 expression
by flow cytometry at the surface of Treg originating from the
blood, thymus, spleen and peripheral lymph nodes of mice and
from the blood, thymus, spleen, peripheral lymph nodes and
tonsils of men. For each organ of both human and mouse, we
analyzed Nrp-1 staining in two electronically gated populations:
CD3" CD4" Foxp3  CD25  Tconv and CD3" CD4" Foxp3*
CD25" Treg (Fig. 1A). For thymocytes staining, Tconv were
CD8 CD4" Foxp3~ CD25  and Treg were CD8~ CD4" Foxp3™
CD25™.

In all organs tested and in contrast to Tconv, Nrp-1
was found to be highly and specifically expressed on the cell
surface of murine Treg (Fig. 1A and C). These results confirm and
extend the finding of Bruder et al. [3] and demonstrate
that the Nrp-1-specific expression on Treg is not limited to a
specific organ but is rather a general characteristic of these cells
in mice.

In sharp contrast, in all human organs tested, the expression of
Nrp-1 was very low on both Treg and Tconv, as compared with the
high Nrp-1 levels expressed by plasmacytoid dendritic cells (Fig. 1A
and B). Although Nrp-1 expression on human Tconv and Treg cells
was consistently low, some differences between these subsets could
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Figure 1. Differential expression of Nrp-1 in human and mouse
Foxp3™ Treg. (A) Human (top) and mouse (bottom) lymph node cell
preparations were stained with anti-CD3g, anti-CD4, anti-CD25, anti-
FoxP3 and anti-Nrp-1 antibodies (or an irrelevant fluorochrome-
matched IgG) and analyzed by flow cytomery. CD3" CD4" cells were
gated as CD4" T lymphocytes and two subsets were defined according
to their CD25 and Foxp3 expression (left): Tconv (Foxp3~ CD257, Tconv)
and Treg (Foxp3* CD257, Treg). Nrp-1 expression was analyzed in Treg
cells (middle) and Tconv cells (right) (dashed line: control IgG staining;
solid line: anti-Nrp-1 staining). (B) The same FACS analysis was
performed on various samples of human thymus (n =2, two experi-
ments), blood (n=3, three experiments), lymph node (n=7, five
experiments) and tonsil (n=3, three experiments); for the thymus,
anti-CD3¢ was replaced by anti-CD8 and single positive CD4" CD8
cells were analyzed as in (A). Bars show Nrp-1 expression (mean
fluorescence intensity of anti-Nrp-1 staining compared with control
IgG staining) in Treg (black) and Tconv (white) subsets for each organ.
Nrp-1 expression of plasmacytoid dendritic cells (pDC, striped) is
displayed as a positive control for intense human Nrp-1 staining.
(C) Cells from mouse thymus (n = 3), blood (n = 3), lymph nodes (n= 3)
and spleen (n=3) were analyzed as in (B). Bars in (B) and (C) show
mean+ SEM. Data were compared using Wilcoxon’s signed-rank test
and Student’s paired t-test for human and murine data, respectively
(*p<0.05; ns: not significant).

be noted: Treg seemed to express more Nrp-1 than Tconv in the
thymus, but less in tonsils. These apparent divergences were not of
statistical significance in any organ when Wilcoxon’s signed-rank
test was applied to the data. No difference was found in the spleen
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(data not shown), but no statistical analysis could be performed as
only one sample could be recovered for this study. In summary, in
contrast to mouse organs, the expression level of Nrp-1 on Tregs was
very low in all human organs. As such, Nrp-1 cannot be considered to
be a surface marker for human Foxp3™ Treg.

Nrp-1-expressing T cells in secondary lymphoid
organs

In our experiments, the expression levels of Nrp-1 were almost
undetectable on peripheral blood T cells but much higher in
secondary lymphoid organs. Since two previous reports had identified
Nrp-1-expressing T cells in human tonsils [14] and lymph nodes [15],
we further analyzed our data focusing on such subsets.
Nrp-1-expressing T cells were variably abundant in secondary
Iymphoid organs, but consistently rare in peripheral blood (Fig. 2A
and B). In tonsils, Nrp-1* T cells (which represented an average of
5.43% of CD4" T cells) were mostly CD25~ and Foxp3~ as only
0.32 and 0.19% of CD4" T cells were Nrp-1"CD25" and Nrp-1*
Foxp3™, respectively (Fig. 2A and B). In lymph nodes, the propor-
tion of Nrp-1" T cells was heterogeneous, but only a small

A Lymph Node Lymph Node
N°1 N°2

Eur. J. Immunol. 2009. 39: 1466-1471

proportion of these cells expressed the regulatory markers CD25
and Foxp3 (Fig. 2A and B). In some lymph node samples, a maxi-
mum of 20% of Nrp-1* T cells were positive for Foxp3 and CD25
(Fig. 2, lymph node no. 1), but the populations were so small that
Nrp-1"Foxp3"* T cells only represent an average of 0.27% of all
CD4" T cells and approximately 5% of all Foxp3™* T cells (Fig. 2B).
Our data on tonsil samples are concordant with the previous data
from Dzionek et al. [14] that identified Nrp-1* T cells as follicular
helper T cells. The report on lymph node Nrp-1* T cells stated that a
high proportion (approximately 40%) of Nrp-1* T cells were CD25™*
Foxp3™ and that this regulatory phenotype in vivo was associated
with regulatory functions in vitro [15]. Our results on a total of
seven lymph nodes do not refute the fact that Nrp-1* Treg exist in
lymph nodes, but clearly show that such a subset is present at a very
low and heterogeneous rate and that the majority of Nrp-1" T cells
have a non-regulatory phenotype. Recently, the same group
published that metastatic tumor draining lymph nodes were enri-
ched in Nrp-1" Treg when compared with metastasis-free tumor
draining lymph nodes [16]. A tolerogenic cytokine milieu might
therefore increase the amount of regulatory phenotype Nrp-1*
T cells and this could be an explanation for our heterogeneous and
apparently diverging results.
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Figure 2. Nrp-1-expressing T cells in human secondary lymphoid organs are not Foxp3™ Treg. (A) Cells from human samples were stained
as in Fig. 1 and further analyzed in the CD3" CD4" gate for the co-expression of Nrp-1 and CD25 (upper row) or Foxp3 (lower row). Dot plot
analysis of two lymph nodes, one tonsil and one blood sample is shown here. Lymph node no. 1 (far left) is representative of the majority
of the lymph nodes analyzed, whereas lymph node no. 2 (middle left) has a uniquely abundant Nrp-1* T-cell population. Tonsil and blood (middle
right and far right, respectively) are representative of all the samples analyzed. Numbers in each quadrant represent the percentage of cells in this
quadrant. (B) The table summarizes the results illustrated in (A): the percentages of Foxp3™, Nrp-1¥, double-positive Nrp-1"CD25" and Nrp-1*
Foxp3* cells in the CD3"CD4 " gate were assessed for every lymph node (n = 7), tonsil (n = 3) and blood (n = 3) sample recovered. Data are expressed
as mean+SD.
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Figure 3. Expression of Nrp-1 on activated CD4" and CD8" human T cells. Human total PBMC or sorted CD4" and CD8™ T cells were activated by plate-
bound anti-CD3e and anti-CD28 antibodies as described in the Materials and methods, recovered at various time points and labeled for FACS analysis of
CD3, CD4, CD8, CD25 and Nrp-1. (A) Dot plots show CD25 versus Nrp-1 expression patterns after 48 h. Numbers in each quadrant represent the percentage
of cells in this quadrant. (B) and (C) graphs show the percentage of Nrp-1-expressing cells in activated CD25" CD4 T cells (B) and CD25" CD8 T cells (C) in
either total PBMC (light gray) or sorted cells (dark gray) after 24, 48 and 72h of culture. These data are representative of two distinct experiments.

Nrp-1 is expressed on human peripheral blood T cells
upon in vitro activation

As all secondary lymphoid organs analyzed in this study had been
removed due to reactive hyperplasia, we wondered whether Nrp-1
expression could be induced on peripheral T cells by activation.
Indeed, when human PBMC were activated by anti-CD3¢ and anti-
CD28 antibodies for 48 h, a relatively high percentage of CD4™ T cells
and CD8" T cells expressed CD25 and Nrp-1 concomitantly (Fig. 3A,
left panels). It has been reported that T cells could acquire Nrp-1
expression after contact with Nrp-1-expressing DC or activated
monocytes by an intercellular cell transfer mechanism called
trogocytosis [17]. To assess whether the Nrp-1 expression on T cells
in our activated PBMC culture was due to such a mechanism, we
repeated the experiment using magnetically purified CD4 " and CD8*
T cells. In such cultures, Nrp-1 was expressed on an even higher
proportion of activated CD25" T cells after 48 h than when they were
activated in PBMC cultures containing monocytes (Fig. 3A, right
panels), thus discarding trogocytosis as the main source of Nrp-1 on T
cells. The expression of Nrp-1 on activated T cells was detected at
24 h of culture and seemed to reach a maximum between 48 and 72h
(Fig. 3B and C). Altogether, these results show that Nrp-1 expression
can be induced on peripheral T cells upon in vitro activation.

Concluding remarks
Taken together, our results demonstrate that the difference in

Nrp-1 expression initially observed between murine Treg isolated
from the spleen and human Treg isolated from the blood is not due

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

to organ specificity, but rather to species specificity. As a result,
since Nrp-1 is not differentially expressed on human Foxp3™ Treg,
it should not be used as a specific surface marker of these cells in
human blood or other organs. As a consequence, studies that have
used Nrp-1 to demonstrate the role of Treg in several pathological
conditions should be interpreted with caution.

However, the presence of non-negligible amounts of Nrp-1-
expressing T cells in reactive secondary lymphoid organs and the
induction of Nrp-1 expression in peripheral blood T cells after in
vitro activation raises interesting questions. We can, for instance,
wonder whether Nrp-17 T cells interact longer with Nrp-1" DC
subsets such as pDC or whether they possess intrinsic regulatory
properties through expression of membrane-bound TGF-f1 [18].
Further work will be thus required to assess the role of Nrp-1
expression in activated T cells.

In any case, this phenotypic divergence between mouse and
human Treg raises the question of the signification of the loss of
Nrp-1 expression on Treg during phylogenetic evolution from
mice to men and suggests that in both species their mechanisms
of action may be different.

Materials and methods

Mice, patients, cells preparation
Six- to ten-week-old female C57BL/6 mice were purchased at

Janvier (France). For the isolation of PBMC, mice were anesthetized,
exsanguinated and blood samples were diluted two to three
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times in PBS. Mononuclear cells were then separated on a
Lymphocyte Preparation Medium (PAA, France) gradient by
centrifugation 20min at 1600rpm at room temperature. Cells
were then washed twice in cold PBS before analysis. The spleen,
lymph nodes (inguinal and mesenteric) and thymus of sacrificed
mice were homogenized in a red blood cell lysis buffer (ACK)
(Cambrex, Fance) and the resulting homogenates were filtered
through a 40 um nylon membrane and washed twice in cold PBS
before analysis.

Human PBMC were isolated on a Lymphocyte Preparation
Medium (PAA) gradient from adult healthy volunteers. Human
thymic tissue was obtained from children undergoing cardiac
surgery. Tonsils were obtained from children undergoing tonsil-
lectomy. Non-malignant lymph nodes were obtained from
patients (age range: 5-57 yrs, median: 12 yrs) with non-specific
reactive follicular hyperplasia validated by histo-pathological
analysis. Non-malignant spleen was obtained from a patient with
leishmaniosis. Briefly, organs were perfused with RPMI 1640+
20% FCS, dissociated on a 100 pM nylon membrane and washed
with cold PBS before staining. Experimental procedures with
human samples have been approved by the Necker Hospital
Ethical Committees for human research, and were done accord-
ing to the European Union guidelines and the declaration of
Helsinki.

For in vitro activation experiments, CD4" T cells and CD8*
T cells were sorted using CD4" T Cell Isolation Kit Il and CD8"
T Cell Isolation Kit, respectively, according to the manufacturer’s
instructions (Miltenyi Biotec, Germany).

Flow cytometry, antibodies

Intracellular mouse Foxp3 staining was carried out with APC-
labeled anti-Foxp3 (FJK-16s) with the eBioscience kit following
manufacturer’s instructions. Purified anti-CD16/32 (2.4G2),
PerCP-Cy5.5-labeled anti-CD25 (PC61.5), Pacific Blue-labeled
anti-CD4 (RM4-5), PE-Cy7-labeled anti-CD8 (53-6.7), APC-
labeled anti-TCRpB (H57-597) (all from BD Biosciences, France),
goat anti-rat Nrp-1 (AF566, R&D Systems, France), control goat
IgG (Southern Biotechnology Associates, France) and secondary
FITC-labeled donkey anti-goat (Santa Cruz Biotechnology,
France) antibodies were used for the analysis of mouse cells.
Intracellular human Foxp3 staining was done with PE- or
APC-labeled anti-Foxp3 (3G3) with the Milteyi Biotec kit or the
eBioscience kit following the manufacturer’s instructions. PE-
labeled anti-CD25 (4E3), PE-, APC- or Biotin-labeled anti-human
Nrp-1 (anti-BDCA4, clone AD5-17F6) (all from Miltenyi Biotec),
FITC-, APC-Cy7- or Biotin-labeled anti-CD4 (RPA-T4), FITC- or
Pacific Blue-labeled anti-CD8 (RPA-T8), Pacific Blue-labeled anti-
CD3¢ (SP34-02), control APC-labeled mouse 1gG1, and PerCP-
labeled streptavidin (all from BD Biosciences) were used for the
analysis of human cells. Cells were passed on a FACSCanto II (BD
Biosciences) flow cytometer. Data were analyzed using the
FACSDiva software (BD Biosciences) and the Flowjow software
(Tree Star, San Carlos, CA, USA).

© 2009 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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T-cell activation

For in vitro T-cell activation, 10° total PBMC or 2.10° sorted
T cells were cultured in 24-well plates which had been coated
with 5pug/mL anti-CD3e (UCHT1, R&D Systems) and 2.5 pg/mL
anti-CD28 (37407, R&D Systems). Culture medium consisted of
RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 2mM ti-glutamine,
100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the Prism 5.0 software
(GraphPad) using Wilcoxon’s signed-rank test or a paired
student’s t-test. A p-value inferior to 0.05 was considered
significant.
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1)) L’expression de la neuropiline 1 sur les lymphocytes T dans les
organes lymphoides secondaires chez 'homme est spécifique de
la population Tfh interagissant avec les lymphocytes B

Au cours de l'étude précédente, nous avons identifi€ une population
lymphocytaire T CD4" CD25 Foxp3™ exprimant la Nrp1. Le but de cette deuxiéme
étude a donc été de caractériser plus précisément cette population et de comprendre
la signification de I'expression de la Nrp1. Des travaux antérieurs avaient déja
suggere que cette population observée dans les amygdales pouvait appartenir a
celle des Tfh, mais cette hypothése n’avait cependant encore jamais été démontrée
(Dzionek et al., 2002).

Nous prouvons ici clairement que chez 'homme I'expression de la Nrp1 est
spécifique de la population Tfh au niveau des organes lymphoides secondaires, et
que cette expression est induite lors de linteraction avec les lymphocytes B.
L’expression de la Nrp1 sur les Tfh refléte le niveau d’activité du centre germinatif et
peut ainsi servir de marqueur d’activation des Tfh (Figure. 20). Les résultats sont

présentés dans l'article ci-dessous.
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Figure. 20. Schéma récapitulatif de I'’expression de la Nrp1 sur les Tfh.
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Vahid Asnafi, Olivier Hermine.
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Abstract

Follicular helper T cells (Tfh) play an essential role in the regulation of antigen-
specific B cell immunity. Tfh cells are characterized by the expression of the CXCR5
chemokine receptor, the costimulatory molecule ICOS and programmed cell death 1
(PD-1). These cells allow for the differentiation and survival of B cells in the germinal
centers of lymph nodes. We here demonstrated that Neuropilin-1 (Nrp1) is selectively
expressed by Tfh cells and correlates with their stimulatory activity in human
secondary lymphoid organs. Indeed, its expression was dependent on Tfh cells
contact with B cells and correlated with the percentage of germinal centers B cells in
secondary lymphoid organs. In addition, Tth cells expressing Nrp1 have the ability to
promote survival and immunoglobulin production by B cells. Finally, in contrast to the
mouse system, Nrp1* T cells do not exhibit any suppressive activity. Thus, Nrp1 may

serve as a marker of Tfh activity in human secondary lymphoid organs.
Introduction

T follicular helper cells (Tfh) constitute a specific population providing help to B cells,
thus bolstering the formation of germinal centers, the generation of long-lived plasma
cells and the maintenance of memory B cells. In murine and human tonsils, Tth cells
are characterized by the expression of CXCRS5, the costimulatory molecules ICOS,
PD-1 (programmed cell death 1), OX40 and the transcriptional repressor Bcl-6
(Rasheed et al., 2006; Yu et al., 2009b; Yu and Vinuesa, 2010). In vitro, these cells
are able to induce the production of IgG and IgA when co-cultured with B cells
(Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000). In addition to the secretion of IL-21, Tfh
function is dependent on a strong interaction between their TCR and peptide-loaded
MHC class |l molecules expressed on B cells (Fazilleau et al., 2009a). The

costimulatory molecules ICOS, PD-1, CD40 ligand and SAP (molecule associated
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with lymphocyte activation molecules SLAM) play a major role in facilitating the
differentiation of B cells (Fazilleau et al., 2009a; Qi et al., 2008).

Although Tfh cells interact with B cells in germinal centers, there is currently
no specific marker for this phase. We therefore hypothesized that this interaction
could induce not only B cell stimulation, but also backward signaling events, possibly
leading to activation of Tth cells. Indeed, TCR engagement on conventional T cells (T
conv) induces the expression of various surface markers such as CD69, CD25 or
Neuropilin-1 (Nrp1), which are associated with cellular activation and proliferation
(Milpied et al., 2009). Although Tfh cells do not proliferate after TCR stimulation, they
strongly express CD69 that would result from multiple contacts with antigens
(Fazilleau et al., 2009a; Rasheed et al., 2006) but other activation markers were not

studies at this time.

Nrp1 plays a key role in axonal guidance and in angiogenesis (Pellet-Many et
al., 2008). It serves as a co-receptor to class 3 semaphorins and also to VEGF, in
combination with plexin and VEGF-receptors respectively (He and Tessier-Lavigne,
1997; Kolodkin et al., 1997; Soker et al., 1998). Following interaction with
Semaphorin-3A (Sema-3A) or VEGF ligands, Nrp1 is also involved in the migration of
endothelial cells, in permeabilization of blood vessels, in adherence to the
extracellular matrix and in neo-vascularization (Miao et al., 1999; Serini et al., 2003).
Nrp1 expression is also found in some cancers and is involved in proliferation,
survival and migration of tumor cells (Bachelder et al., 2001; Ellis, 2006; Soker et al.,
1998). In tumor models Nrp1 inhibition or/and targeting has been shown effective to
control tumor invasion (Karjalainen et al., 2010a; Pan et al., 2007; Sugahara et al.,
2010). However, few studies have focused on its expression and function in T cells.
In the immune system, in addition to being a specific marker for plasmacytoid
dendritic cells (pDCs) (Dzionek et al., 2000), Nrp1 has been attributed a crucial role
for the primary activation between T cells and DCs (Tordjman et al., 2002). In mouse,
Nrp1 is specifically expressed by Foxp3™ regulatory T cells and plays a role in their
suppressive mechanisms through interaction with immature DCs (Bruder et al., 2004;
Sarris et al., 2008). However, in humans the expression of Nrp1 on T cells is not
necessarily found on CD25" FoxP3" T cells (Battaglia et al., 2008; Milpied et al.,

2009). We previously demonstrate that the majority of T cells expressing Nrp1 ex
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vivo do not express CD25, whereas its induction on T cells in vitro is dependent on

the activation, proliferation and expression of CD25 (Milpied et al., 2009).

We asked whether Nrp1 expression could be restricted to Tfh cells in human
secondary lymphoid organs, and whether its expression could be an activation
marker witnessing interaction with B cells. We show that Nrp1 expression is limited to
Tth cells and that this expression is transient and dependent on contact with B cells.
Nrp1 induction on Tfth cells was associated with B cell survival and correlated with
the percentage of germinal center B cells (GC B cells). We thus propose Nrp1 as a

marker of Tfh cell activation that is specific to the phase of contact with B cells.
Results
Nrpl* CD4" T cells in human tonsils display a Tfh phenotype

We therefore identified the Tfh cell population in tonsils by CXCR5, ICOS and PD-1
staining on the CD3" CD4" T cell population (Fig. 1 A, C). We observe that Nrp1 is
significantly and preferentially expressed by the Tfh cell population CXCR5" PD-1"
(Fig. 1 A) or CXCR5" ICOS™ (Fig. 1 C), as compared with non-Tfh cells (CXCR5PD-
1" or CXCR5'1ICOS") (Fig.1 A-D). This difference in Nrp1 expression between Tth cells
PD-1" (Fig. 1 B) or ICOS™ (Fig. 1 D) and non-Tfh cells PD-1" or ICOS" was significant
once data from multiple donors was analyzed. This shows that, ex vivo in human,
the T cell population expressing Nrp1 has a Tth phenotype in tonsils. We and other
have already demonstrated that, contrary to mice, Nrp1 expression in human is not
associated with expression of CD25 and Foxp3 (Bruder et al., 2004; Milpied et al.,
2009). Moreover, T cells expressing Nrp1 have a memory phenotype and express
high levels of CD69 like Tth cells (Supplementary Fig. 1). The comparison of Nrp1”
Tfh (CXCR5" Nrp17), Nrp1* Tfh (CXCR5" Nrp1*) and non-Tfh (CXCR5 Nrp1’) cell
populations (Fig. 1 E) revealed that the Nrp1” Tfh cell population expressed similar
levels of PD-1 as compared to Nrp1~ Tth cells, but have lower levels of CXCRS and
ICOS. Interestingly the Nrp1™ Tfh cell population produced less IL-21 (Fig. 1 F), at a
level comparable to non-Tfh cells. In addition, Nrp1™ Tfh cells did not exhibit a
particular profile of cytokine production and produced few amounts of IFN-y and IL-17

(supplementary Fig. 2).

Nrp1® Tfh cells induce B cell survival and immunoglobulin production in vitro
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To date, the expression of Nrp1 is associated either with the proliferation of T cells or
with regulatory T cells. In tonsils, Nrp1” Tfh cells were not proliferating cells (Fig. 2 A,
B) and did not suppress the proliferation of non-Tfh cells in in vitro co-culture assay
(Fig. 2 C). Differently from previous studies (Battaglia et al., 2008; Bruder et al.,
2004; Sarris et al., 2008), Nrp1 expression is thus not correlated with suppressive

mechanisms.

In order to confirm that Nrp1™ Tfh cells belong to the Tfh cell population, we tested
their ability to induce B cells survival and immunoglobulin production in vitro. For this,
we isolated different T cell populations based on CXCR5 and Nrp1 expression (Fig. 3
A). Nrp1* Tfh cells behave similarly to Nrp1™ Tfh cells, as they do not proliferate after
TCR stimulation, while non-Tfh cells proliferate in the same culture conditions (Fig. 3
B). On the other hand, co-culture assays between T cells subsets and B cells were
performed in the absence of exogenous stimulation. We observed that Nrp1* Tfh
cells haves the ability to induce B cell survival (Fig. 3 C) and production of IgG and
IgA (Fig. 3 D and E), contrary to non-Tfh cells. Although Nrp1* Tfh cells display a
lower capacity than Nrp1” Tfh cells to induce IgG and IgA production, this difference
was not significant. Thus, Nrp1”™ Tfh cells show all the phenotype and functional

characteristics of Tth cell.
Tfh cells expressed and maintained Nrpl during contact with B cells

Next, we sought to determine the origin of Nrp1 expression on Tfh cells and the
significance of this expression. When put in co-culture with B cells, Nrp1™ Tth cells
upregulated Nrp1 expression in the absence of any other stimulation (Fig. 4 A). Nrp1
expression was not accompanied by increased of CD25. Conversely, Nrp1* Tfh cells
lost Nrp1 expression when cultured in the absence of B cells, but readily recovered it
when co-cultured with B cells. This upregulation was specific of Tfh cells, as it was
not observed for non-Tfth cells. Indeed, non-Tth cells were able to upregulate Nrp1
only upon TCR stimulation by means of anti-CD3 and anti-CD28. In this case, Nrp1
upregulation was accompanied by a parallel and higher upregulation of CD25. When
stimulated via their TCR, Tth cells (both Nrp1™ and Nrp1°) also upregulated CD25, but
concomitant upregulation of Nrp1 was marginal (Fig. 4 A and B). However, few T
cells co-expressed CD25 and Nrp1 ex vivo, as Nrp1 expression is restricted to CD25
T cells in human tonsil (supplementary Fig. 1) and in secondary lymphoid organs

(Milpied et al., 2009). Moreover, B cells do not express Nrp1 in co-culture with Tfh
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cells (supplementary Fig. 3). Altogether, these experiments show that Nrp1

expression is specific of Tth cells and marks their engagement with B cells.

Correlation between Nrpl expression and germinal center activity in secondary
lymphoid organs

In contrast to lymph nodes, tonsils are secondary lymphoid organs with high activity
of B cells. In line with their effect on B cell activation, tonsils contained significantly
more Tfh cells (CXCR5" PD-1%) than lymph nodes (Fig. 5 A). The proportion of Nrp1*
population was also higher in tonsils, both on total T cells (Fig. 5 B) and on Tth cells
subset (Fig. 5 C). Because the proportion of CD19" B cells was not different between
tonsils and lymph nodes, we analyzed the distribution of B cell subpopulations
defined by the CD38 and IgD markers (supplementary Fig. 4 A-B) (Cappione et al.,
2005; Grammer et al., 2003; Jackson et al., 2009). Indeed, the higher percentage of
IgD" CD38" GC B cells in tonsils (Fig. 5 D) suggests a stronger GC activity compared
to lymph nodes. This higher GC activity was correlated with Nrp1 expression both on
total T cells (Fig. 5 E) and on Tfh cells (Fig. 5 F). In contrast, we did not observe any
correlation between Nrp1 expression and the percentage of naive B cells
(supplementary Fig. 4 B-C), the proportion of which was not different between tonsils
and lymph nodes (supplementary Fig. 4 D). This suggests that Nrp1 expression on
Tfh cells correlate with the GC activity of secondary lymphoid organs (lymph nodes
vs. tonsils) in humans. This brings support to our starting hypothesis that Nrp1

expression is specific of Tth cells and correlates with their activation.
Discussion

There are still some gray areas in the physiology of Tfh cells, including their
development, but also their dynamic activation during their contact with B cells. In
this study, we show that Nrp1 expression is specific to Tfh cells and follows their
activation status both ex vivo and after in vitro culture. These observations correlate
with two studies that suggested Nrp1 expression in Tth cells, but they did not include
classical markers of Tfh cells (Dzionek et al., 2002; Yu et al., 2007). Indeed, ex vivo
in humans, the expression of Nrp1 is mainly found in the tonsils on T cells expressing
CD57 (Dzionek et al., 2002). Although Dzioneck et al suggested that these cells are
Tfth cells, CD57 is not a stringent marker for this subset (Rasheed et al., 2006). In
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addition, in sanroque mice that present a Tfh over-activity due to increased ICOS

expression, an increase Nrp1 mRNA expression is also observed (Yu et al., 2007).

Nrp1 can thus be defined as a marker of Tfh cell activation. Indeed, we
showed that its expression is B cell contact-dependent, is specific to Tfh cell
population and leads to B cell differentiation. In addition, the percentage of Nrp1
expression on T cells in secondary lymphoid organs (tonsils and lymph nodes)
correlated with the percentage of germinal center B cells. Knowing that the Tfh cell
population sustains the maintenance of GC B cells, Nrp1 can be proposed as a
marker of the Tfh activity in GC. It is noteworthy that Nrp1 expression on Tth cells is
transient, as Tfh cells lost Nrp1 expression in the absence of B cells and maintain it
when co-cultured with them. We can speculate that Nrp1 induction is dependent on a
strong interaction between the TCR and peptide-MHC class |l complex on B cells.
Non-Tfh cells expressed Nrp1 after TCR stimulation by anti-CD3 and anti-CD28 in
vitro (Milpied et al., 2009). This expression is associated with activation and
proliferation of these cells. It is likely that in vitro activation by means of antibodies is
stronger and longer compared to physiological in vivo conditions, thus leading to
Nrp1 expression. This could explain why it is uncommon to find activated T cells that
express Nrp1, ex vivo. We cannot exclude that another factors allows for the
induction of Nrp1 expression on Tth cells. Indeed, TCR stimulation alone does not
permit Nrp1 induction on CD25  Tfh cells and does not allow to maintain it in Nrp1*
Tth cells. We can hypothesize that an unknown co-stimulatory receptor-ligand

interaction may thus be at play.

These observations raise the question of the influence of B cells on Tfth cells
during their interactions. Indeed, the B cell differentiation by Tfh cells induces the
expression of Nrp1 on these T cells. It is possible that this B cell dependent signal is
a negative feedback on Tth cells because we observed that, ex vivo, Nrp1™ Tfh cells
produce little or no IL-21, express a lower level of CXCR5 and ICOS and had a lower
capacity to induce IgG and IgA production by B cells, as compared to Nrp1~ Tth cells.
It is known that immunoregulatory proteins, such as TGF- (Glinka and Prud'homme,
2008), Sema-3A (Catalano et al., 2006; Lepelletier et al., 2006) and Galectin-1
(Hsieh et al., 2008), use Nrp1 as a receptor and could interact with Tth cells to
control their activation. However, Nrp1* Tth cells have the ability to induce B cells

expand and secrete IgG and IgA. This does not exclude the fact that Nrp1 is involved
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in the regulation of Tfh activity, but this mechanism does not appear to be significant
to inhibit all Tfh cell functions in vitro, but may be dependent on the in vivo

environment.

Nrp1 is expressed only during contact with B cells. Thus, we may suppose that
Nrp1 is involved in maintaining the interaction between B cells and Tfh cells. Nrp1 is
known to be involved in adhesion and interaction between cells or with the
extracellular matrix (Murga et al., 2005; Pan et al., 2007; Shimizu et al., 2000;
Valdembri et al.,, 2009). In particular, it plays an important role in the interaction
between T cells and DCs (Sarris et al., 2008; Tordjman et al., 2002). In our
experimental conditions, Nrp1 expression was found only on Tfh cells and not on B
cells. At this level, we can imagine that the interaction between B cells and Tfh cells
induces Nrp1 expression on Tfh cells and provides a better interaction with follicular
DCs (FDC). In GC, there are interactions between FDC and B cells, but also between
Tfh cells and B cells and between Tth cells and FDC (Boles et al., 2009; Fazilleau et
al., 2009b; Qi et al., 2008; Vinuesa et al., 2010). B cells, Tth cells and FDC are
essential for the formation and maintenance of germinal centers (Fazilleau et al.,
2009a; Vinuesa et al., 2010). Moreover, it is show that at the level of GC, interactions
between B cells, Tth cells and FDC take place in the light zone (Allen et al., 2007a;
Victora et al., 2010). Thus, we cannot exclude that these three populations interact
together at this level and that Nrp1 is involved in this event, in particular in the

interaction between Tfh cells and FDC.

In conclusion, this study demonstrates selective Nrp1 expression on Tfh cells
in secondary lymphoid organs and opens many perspectives on the importance of
this molecule in immune responses. Being expressed during Tfth cell activation, Nrp1
could serve both as a marker and a therapeutic target in autoimmune diseases
implicating autoantibodies, such as systemic lupus erythematosus and rheumatoid
arthritis (Cappione et al., 2005; Grammer et al., 2003; Simpson et al., 2010).
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Figure 1. Nrpl® CD4" T cells have a Tfh phenotype in tonsils. (A-D) Tfh cells are
delineated in the CD3" CD4" T cell gate using CXCR5, PD-1 (A) and ICOS (C) staining. Tfh
cells PD-1" or ICOS" are compared to non-Tfh cells (CXCR5 PD-1" or ICOS") for their Nrp1
expression. (B and D) A statistical analysis was performed on the percentage of Nrp1
expression between Tfh (PD-1" or ICOS™) and non-Tth cells of 10 tonsils. (E) Flow cytometry
delineation to compare the expression of CXCR5, PD-1 and ICOS on CXCR5" Nrp1™ (Nrp1°
Tfh: i), CXCR5" Nrp1* (Nrp1” Tfh: ii) and CXCR5 Nrp1” (non-Tfh: iii) populations. Dot plot was
completed by a statistical analysis of CXCR5, PD-1 and ICOS relative MFI of Nrp1™ Tth (i),
Nrp1® Tfh (ii) and non-Tth (iii) populations. (F) Comparison between the production of IL-21 by
Nrp1™ Tfh, Nrp1™ Tfh and non-Tfh populations using flow cytometry. (G) Statistical analysis of
IL-21 production by Nrp1~ Tfh (i), Nrp1™ Tfh (ii) and non-Tth (iii) populations. In each dot plot,
the percentage shown represents the mean + SD analysis of 10 tonsils. Data were compared
using Student’s impaired t-test (ns: not significant, *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001).
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Figure 2. Nrp1* T cells do not represent proliferative or regulatory T cells. (A) Staining of
Nrp1 and Ki67 on CD3" CD4" and on Nrp1" and Nrp1™ T tonsillar cells. (B) Five tonsils are
compared for the expression of Ki67 between Nrp1+ and Nrp1- T cells. (C) The regulatory
function of Nrp1™ Tfh cells was measured by thymidine incorporation after 5 days of co-culture
with non-Tfh cells stimulated by anti-CD3 and anti-CD28. Graphs represent three independent

experiments. Data were compared using Student’s impaired t-test (**: p<0.01).
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Figure 3. Nrpl" Tfh cells have the ability to induce survival and immunoglobulin
production by B cells in vitro. (A) Flow cytometry representation of Nrp1~ Tfh cells (CXCR5"
Nrp1~: i), Nrp1”™ Tfh (CXCR5" Nrp1™: ii) and non-Tfh (CXCR5™ Nrp1™: iii) isolated populations.
These different populations are compared for their ability to proliferate in response to TCR
stimulation (B), to maintain B-cell survival in 5 days (C) and to induce the production of IgG (D)
and IgA (E) after 10 days of culture. During co-culture with B cells, T cells are not exogenously
stimulated by their TCR. Graphs represent 4 separate experiments. Data were compared
using Student’s impaired t-test (ns: not significant, *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001).
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Figure 4. Tfh cells express and maintain Nrpl during B cells contact. (A) The expression
of Nrp1 and CD25 were measured on Nrp1” Tfh, Nrp1” Tfh and non-Tfh cells after 5 days of
culture with B cells (top), alone (middle) or after TCR stimulation with anti-CD3 and anti-CD28
antibodies (bottom). (B) Graphical representation of the expression of Nrp1 by Nrp1™ Tth (top),
Nrp1® Tfh (middle) and non-Tfh cells (bottom) in different conditions after 5 days of culture.

Data were compared using Student’s impaired t-test (ns: not significant, *: p<0.05 **: p<0.01,
***: p<0.001).
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Figure 5. Correlation between Nrpl expression and germinal center activity in
secondary lymph nodes. Tonsils and reactive lymph nodes were compared for their
percentage of Tfh cells (A), Nrp1 on total T cells (B), or on Tfh cells (C) and for their
percentage of germinal center CD38" IgD” B cells (D). (E-F) Correlation analysis between the
percentage of Nrp1 on total T cells (E), or on Tfh cells (F) and the percentage of germinal
center B cells. The correlation study includes tonsils and reactive lymph nodes. Data were
compared using Student's impaired t-test (ns: not significant, *: p<0.05 **: p<0.01, ***:
p<0.001). For correlations representation p<0.05 indicates a significant linear regression

represented by r*.
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Supplementary Figure 1. Complementary phenotype of Nrpl® T cells in tonsils. (A)
Expression of Nrp1 in relation to CD25, CD69, CCR7 and CD45RA expression on CD3"CD4"
T cell population in tonsils. (B) Analysis for the expression of CD25, CD69, CCR7 and
CD45RA between Nrp1” and Nrp1™ T cells. Data were compared using Student’s impaired t-
test (ns: not significant, *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001).
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Supplementary Figure 2. Cytokine profile of Nrpl® T cell population. After in vitro

stimulation by PMA / lonomycin, T cells are analyzed for their production of cytokines such as
IFN-y, IL-4, IL-17 and IL-10. (A) Nrp1” CD4"CD3" (up) and Nrp1* CD4"CD3" (bottom) T cells

populations are shown for cytokine expression. (B) Statistical analysis between Nrp1~ and

Nrp1® T cells expression for cytokines. The percentage shown is the mean + SD of a minimum

of three tonsils analyzed. Data were compared using Student’s impaired t-test (ns: not
significant, *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001).
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Supplementary Figure 3. B cells do not express Nrpl in co-culture with Tfh cells. (A)
CD25 and Nrp1 staining of B cells in co-culture with Nrp1~ Tfh (left), Nrp1™ Tfh (middle) and
non-Tfh (right) cells. (B) Graphical representation of the expression of Nrp1 on B cells in co-
culture with T cell populations. Data were compared using Student’s impaired t-test (ns: not
significant, *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001).
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Supplementary Figure 4. Tonsils and reactive lymph nodes do not show any difference
in total and naive B cells proportions. (A) Delineation of CD19" B cell populations using IgD
and CD38 staining. Naive, pre GC, GC and post GC B cells are respectively characterized by
IgD* CD38, IgD" CD38", IgD" CD38" and IgD” CD38". (B) Comparison between tonsils and
reactive lymph nodes for their percentage of total (left) or naive (right) B cells. (C) Correlation
analysis between expression of Nrp1 on total T cells or Tth cells and percentage of total and
naive B cells. Data were compared using Student’s impaired t-test (ns: not significant). For

correlation representation p<0.05 indicates a significant linear regression represented by r*.
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Materials and Methods
Human samples, Tonsils and reactive lymph nodes

Tonsils were obtained from children undergoing tonsillectomy. Non-malignant lymph
nodes (mesenteric, axillary, cervical, submaxillary and mediastinal) were obtained
from patients (age range: 2-25 yrs, median: 14 yrs) with non-specific reactive
follicular hyperplasia validated by histo-pathological analysis. Briefly, organs were
perfused with RPMI 1640 20% FCS, dissociated on a 100 ym nylon membrane and
washed with cold PBS before staining. Experimental procedures with human
samples have been approved by the Necker Hospital Ethical Committees for human
research, and were performed according to the European Union guidelines and the

declaration of Helsinki.
Flow cytometry, antibodies

FITC-labeled anti-CD19 (HIB19), APC-labeled anti-CD38 (HB-7), PE-labeled anti-IgD
(IA6-2), FITC-labeled anti-CD69 (FN50), FITC-labeled anti-CD45RA (5H9), Alexa-
488-labeled anti-Ki67 (B56), 7AAD (all from BD Biosciences, France), efluor 450-
labeled anti-CD3 (OKT3), PE-Cy7-labeled anti-CD4 (RPA-TA), PE-labeled anti-CD25
(BC96), Pacific Blue-labeled anti-IFN-y (4S.B3), Pacific Blue-labeled anti-IL10 (JES3-
9D7), PE-labeled anti-IL21 (ebio3A3-N2), APC-labeled anti-IL4 (MP4-25D2),
PERCP-cy5.5-labeled anti-IL17 (ebio64DEC17) (all from ebiosciences, France),
PERCP-Cy5.5-labeled  anti-CXCR5 (TG2/CXCR5), FITC-labeled anti-PD1
(EH12.2H7), Alexa 647-labeled anti-ICOS (C398.4A), PERCP-Cy5.5-labeled anti-
CCR7 (TG8/CCR7) (all from Biolegend, France) and PE- or APC-labeled anti-
Neuropilin1 (anti-BDCA4, 446921, R&D system, France) were used to delineate and
characterized T cells and B cells populations. In order to detect intracellular cytokine
production, PBMC were stimulated with 20 ng/ml of PMA and 1 pg/ml ionomycin in
the presence of 10 ug/ml brefeldin A (all from Sigma Aldrich) for 5 hours before
surface and intracellular staining. Data were acquired on a FACSCanto Il flow
cytometer (BD Biosciences) using FACSDiva software (BD Biosciences) and were

analyzed with FlowJo 8.8.2 software (Treestar).
T cell proliferation and activation

CD4" T cells were isolated from human tonsils using CD4 microbeads (Miltenyi).
CD4" CD3" CXCR5 Nrp1’, CXCR5" Nrp1~ and CXCR5" Nrp1* subsets were isolated
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by cell sorting. T cell subsets were activated with 5 pg/ml anti-CD3e (UCHT1, R&D
system) and 2.5 ug/ml anti-CD28 (37407,R&D system) plate-bound antibodies in
culture medium (RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 2mM L-glutamine, 100
U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin) during 5 days. In some cases, 1 uCi/well
[*H]-thymidine was added during the last 18 hours of culture and cell proliferation was
measured by counting cell associated radioactivity. Cell activation was assessed by

CD25 and Nrp1 staining and flow cytometry analysis after 5 days of activation.
B cells culture and co-culture with T cells

CD19" B cells were isolated by cell sorting and were cultured (100 x 10° cells per
200ul per well) alone or in co-culture with the previously described T cell subsets (50
x 10° cells per 200ul per well) in 96-well U-bottom tissue culture plates in culture
medium (IMDM supplemented with 10% FCS, 2mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin
and 100 mg/ml streptomycin) during 5 or 10 days. B cell viability was assessed by 7-
AAD staining and flow cytometry analysis after 5 days of co-culture. IgG and IgA

secretion was determined after 10 days by ELISA.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the appropriate tests, as indicated in

the figure legends, using Prism 5.0 software (GraphPad).
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1)} L’expression de la neuropiline 1 est caractéristique d’une

hyperactivité des lymphocytes T dans I'inflammation périphérique

Amédée Renand, Pierre Milpied, Sophie Georgin-Lavialle, Jean-Benoit Arlet, Olivier

Hermine.
CNRS UMR 8147, hopital Necker, université Paris Descartes, Paris

Dans cette partie, je présente des résultats préliminaires sur I'expression de la
Nrp1 a la surface des lymphocytes T au cours de leur activation. Nous avons
préalablement montré que I'activation par le TCR des lymphocytes T in vitro induit
I'expression de la Nrp1 et ce en association avec I'expression du CD25. Cependant,
dans les deux études précédentes, réalisées ex vivo chez I'homme, et dans
lesquelles nous avions analysé les lymphocytes T dans le sang périphérique et dans
les organes lymphoides secondaires, nous n’avions pas trouvé de lymphocytes T
exprimant a la fois la Nrp1 et le CD25. Ces résultats nous ont alors amené a penser
que I'absence d’expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T activés serait le reflet
d’'une faible activation de ces cellules. C’est pourquoi, nous avons décidé d’étendre
nos recherches a I'étude de prélévements de patients atteints de maladies auto-
immunes ou inflammatoires, afin d’évaluer I'importance de I'expression de la Nrp1 en
situation d’activités anormales des lymphocytes T. Nous avons déja démontré que
I'expression de la Nrp1 est caractéristique de l'activité des Tfth dans les organes
lymphoides secondaires, mais cette expression ne correspond pas a celle observée

in vitro sur les lymphocytes T activés exprimant le CD25.

Cette étude a été réalisée grace a des prélevements sanguins issus d’'un
patient atteint du syndrome de Sharp, de quatre patients atteints de polyarthrite
rhumatoide, et d’'un patient atteint d’'une sarcoidose articulaire duquel nous avons
également pu obtenir un échantillon de liquide articulaire présentant une infiltration
leucocytaire. Les patients atteints de polyarthrite rhumatoide présentent des taux
particulierement élevés d’auto-anticorps circulants, suggérant une hyperactivité des
Tth.

A l'aide de ces différents prélévements, nous avons pu répondre a plusieurs
hypothéses. Premiérement, 'accumulation d’auto-anticorps a déja été décrite comme

etant le reflet d’'une hyperactivité des Tfh chez les patients atteints de lupus
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(Simpson et al., 2010). Il est donc intéressant de déterminer la proportion de Tfh

circulants chez ces patients et de caractériser leur expression en Nrp1.

Deuxiémement, le liquide articulaire est un lieu d’inflammation provoquée par
I'infiltration de lymphocytes T. L’analyse phénotypique de ces lymphocytes T infiltrés
est donc intéressante pour évaluer I'importance de I'expression de la Nrp1, au cours
de l'activité des lymphocytes T, et établir une corrélation avec les observations faites
in vitro (Milpied et al., 2009).

Troisiemement, l'inhibition de la Nrp1 sur les lymphocytes T a été décrite
comme aggravant les maladies auto-immunes chez la souris (Solomon et al., 2011;
Yamamoto et al., 2008). La Nrp1 apparaissant donc nécessaire au contréle de la
réponse immune, nous avons alors cherché un candidat susceptible d’'induire une
surexpression de la Nrp1 sur les lymphocytes T activés afin de proposer
d’éventuelles perspectives thérapeutiques capables de limiter [l'activité des

lymphocytes T.

A travers cette étude, nous montrons clairement que I'expression de la Nrp1
est restreinte a l'activation des lymphocytes T mémoires de type Tth ou TEM, au
niveau central et périphérique respectivement. Ainsi, au sein des organes
lymphoides secondaires, seulement les Tfh vont exprimer la Nrp1, caractérisant leur
engagement avec les lymphocytes B, alors que, a l'inverse, dans le sang, qu’il
s’agisse des donneurs sains ou des patients atteints de maladies auto-immunes,
I'expression de la Nrp1 n’apparait pas sur les Tfh circulant. Par ailleurs, au niveau
des sites d’inflammation en périphérie, I'expression de la Nrp1 est exclusivement
retrouvée sur les lymphocytes T activés CD25%, ce qui correspond & une
hyperactivation des lymphocytes T effecteurs, arrivés en fin d’activation. De plus,
nous avons découvert que I'acide rétinoique (ATRA) induisait une surexpression de
la Nrp1 lors de l'activation des lymphocytes T in vitro et ce, indépendamment de

I'induction de Foxp3 caractéristique des Treg.
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RESULTATS

Les Tfh circulants n’expriment pas la Nrpl

Dans le sang périphérique la seule population qui exprime la Nrp1 est la
population dendritique plasmacytoide (PDC), elle exprime le CD4 a un niveau
intermédiaire, mais pas le CD3 (Figure. 1 A). La visualisation de cette population
permet de contrbler l'efficacité du marquage Nrp1 en cytometrie en flux. Le
phénotype des Tfh circulants est basé sur I'expression des marqueurs CXCR5 et
ICOS, au sein de la population CD4" CD3" (Figure. 1 B). Cette méthode d’analyse
permet de distinguer les Tfh circulants (CXCR5") de ceux du centre germinatif (GC
Tfh) caractérisés par I'expression simultanée de CXCRS5 et ICOS (Morita et al., 2011;
Yu and Vinuesa, 2010). Nous observons une trés faible expression de la Nrp1
(0,30%) parmi les lymphocytes T CD4" CD3" de donneurs sains, et ce
indépendamment de I'expression du CXCRS5 (Figure. 1 B).

CD4
Nrp1

CD3 CXCR5 CXCR5
Figure. 1. Les Tfh circulants n’expriment pas la Nrpl. (A) L'identification de la population
PDC Nrp1* CD4°" CD3 dans le sang périphérique permet de contrbler I'efficacité du
marquage Nrp1. (B) L'identification de la population GC Tfh (ICOS™" CXCR5") et Tfh circulant
(CXCR5") au niveau des lymphocytes T CD4" CD3", révéle que I'expression de la Nrp1 dans
le sang périphérique est faible et ne correspond pas aux Tth. Ce marquage est représentatif
de 'ensemble des prélévements de donneurs sains et atteints des diverses maladies auto-

immunes décrites ci-dessus.
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Bien que les différents patients présentent des taux élevés d’auto-anticorps
circulants, le phénotype des Tfth et I'expression de la Nrp1 ne présentent pas de
grande différence avec les donneurs sains (Table 1). Néanmoins, les patients
atteints de polyarthrites rhumatoides (P2, P3 et P4) ou de sarcoidose ont une
expression plus élevée de CXCRS5, sans pour autant présenter de différence dans le
pourcentage en GC Tfh (ICOS"9" CXCR5") contrairement aux études des patients
atteints de lupus érythémateux (Simpson et al., 2010). Bien que cette étude soit
restreinte et nécessiterait un panel de patients plus important, les Tfh circulants

n’expriment pas la Nrp1.

% Nrp1* CXCR5" % 1C0OS ™" CXCR5" % CXCR5"

Healthy Donors (n=3) 0,13 +0,12% 0,85 + 0,49% 6,67 +£2,14%
Syndrome de Sharp 0,35% 0,40% 3,85%
Sarcoidose 0,36% 0,81% 9,50%
Polyarthrite rhumatoide (P1) 0,50% 0,61% 6,40%
Polyarthrite rhumatoide (P2) 0,23% 1,05% 8,30%
Polyarthrite rhumatoide (P3) 0,15% 0,63% 12,01%
Polyarthrite rhumatoide (P4) 0,36% 0,88% 18,70%

Table 1.

L’expression de la Nrpl sur les lymphocytes T activés est retrouvée au niveau des

sites d’inflammations périphériques

L’expression de la Nrp1 au cours de l'activation des lymphocytes T in vitro et
son implication dans le contréle de la réponse immune chez la souris, nous a amené
a étudier les lymphocytes T de linflammation périphérique. Nous avons eu
'opportunité d’obtenir un échantillon de liquide articulaire d’'un patient atteint d’'une
sarcoidose articulaire. Lors de crise « inflammatoire », le patient est victime d’une
infiltration de ses articulations par des lymphocytes T, provoquant alors une
inflammation importante, au niveau de laquelle le médecin effectue une ponction.

L’utilisation d'immunosuppresseurs permet de controler ces épisodes inflammatoires.

Nous avons donc réalisé un phénotype des lymphocytes T dans cet
échantillon, et avons constaté une forte activité de ces lymphocytes T,
principalement CD4", & travers I'expression du CD25 et de la forte augmentation du

FSC (forward light scatter) caractéristique des lymphocytes T en prolifération (Figure.
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2 A). In vitro, l'activation des lymphocytes T induit I'expression du CD25, de la Nrp1
(exclusivement sur les cellules CD25") et une augmentation de l'intensité du FSC.
Or, dans le liquide articulaire, nous pouvons remarquer qu’'une partie des cellules
CD25" expriment la Nrp1 et présentent une intensité plus élevée du FSC. Ceci
montre donc que ces lymphocytes T CD4", exprimant & la fois la Nrp1 et le CD25,
sont bien des cellules en cours d’activation (Figure. 2 A). De plus, ICOS, autre
marqueur pouvant étre associé a I'activation, est également retrouvé a la surface de
ces cellules, mais pas CXCR5, ce qui exclut une infiltration des Tfh, normalement
localisées dans les organes lymphoides secondaires (Figure. 2 B). En comparaison,
les lymphocytes T CD4" du sang périphérique (PBMC), de ce méme patient ont été
analysés et n'ont pas ou peu montré d’expression de la Nrp1, y compris parmi les
cellules exprimant le CD25 (Figure. 1 A). Dans les amygdales, I'expression de la
Nrp1 est restreinte aux Tfh qui, a la différence des lymphocytes T effecteurs
classiques, ne proliférent pas aprés activation et n’expriment pas le CD25 (c.f Chap
résulats I1)). Ainsi, nous avons pu observer au sein des amygdales et du sang
périphérique une faible activité des lymphocytes T associée a un faible pourcentage
d’expression en CD25 et une absence d’augmentation d’intensité du FSC, ce qui
expliquerait 'absence de Nrp1 & la surface des lymphocytes T CD25" dans les

organes lymphoides secondaires et dans le sang périphérique (Figure. 2 A).
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Figure. 2. L’expression de la Nrp1 sur les lymphocytes T activés est restreinte aux sites
d’inflammations périphériques. (A) Comparaisons de I'expression du CD25 et de la Nrp1
sur les lymphocytes CD4" CD3" aprés 72h d’activation in vitro avec 10 ug d’anti-CD3 et 5 ug
d’anti-CD28 (gauche), linfiltrat d’'une articulation de patient atteint de sarcoidose (milieu
gauche), du sang périphérique du méme patient (milieu droite) ou d’'une amygdale d’'un
donneur sain (droite). Chaque population est comparée par rapport a son intensité de FSC,
caractérisant la prolifération des lymphocytes T. (B) Phénotype complémentaire des

lymphocytes T CD4" CD3" infiltrant pour I'expression d’ICOS et de CXCR5.
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L’induction de la Nrpl sur les lymphocytes T correspond a un niveau

d’hyperactivation caractérisant la fin de la réponse immunitaire

Selon le niveau de différenciation, les lymphocytes T ont des potentiels
d’activation différents. De méme que les lymphocytes T naifs, les lymphocytes T
mémoires centraux (TCM) possédent un faible potentiel d’activation, alors que les
lymphocytes T effecteurs mémoires (TEM) répondent quant a eux tres vite a une
stimulation par le TCR (Sallusto et al., 1999). De plus, les lymphocytes T naifs et les
TCM s’activent au niveau des organes lymphoides secondaires, alors que les TEM
ont un tropisme particulier les orientant vers les tissus dans lesquels ils vont s’activer

rapidement et éliminer les pathogénes.

Nous avons donc isolé chacune de ces populations sur la base de
I'expression du CD45RA et du CCR7 (Figure. 3 A) et évalué leur capacité a exprimer
la Nrp1 lors d’activations in vitro via une stimulation de leur TCR. Nous avons ainsi
pu observer, aprés stimulation, un niveau d’expression de la Nrp1 élevé sur la
population des lymphocytes TEM, coincidant avec leur état d’activation et leur
expression importante de CD25, supérieur a celui détecté sur les lymphocytes T
naifs et TCM (Figure. 3 A, B). Apreés trois jours d’activation in vitro, nous avons isolé
la population Nrp1* afin de la caractériser et nous avons constaté une sensibilité
particuliere de ces cellules a I'apoptose aprés réactivation par leur TCR (Figure. 3 C).
De plus, ces cellules Nrp1* n'ont pas la capacité de proliférer aprés réactivation de
leur TCR (Figure. 3 D). Ces expériences montrent donc que la Nrp1 est exprimée
par les lymphocytes T fortement activés lors de la phase précédant leur fin

d’activation.
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Figure. 3. L'induction de la Nrpl sur les lymphocytes T correspond a un niveau
d’hyperactivation caractérisant la fin de la réponse immunitaire. (A) Les différentes
populations de lymphocytes T naifs, TCM et TEM sont isolées sur I'expression du CD45RA et
du CCRY. Ces cellules sont activées par le TCR durant 72h in vitro et analysées sur leur
expression en CD25 et en Nrp1. (B) Ces trois populations sont comparées par rapport a leur
intensité d’expression en CD25 afin de prendre en compte leurs niveaux d’activations. (C)
Aprés 72h d’activation in vitro, les lymphocytes T Nrp1” et Nrp1™ sont isolés et réactivés par
leur TCR. Aprés 12h de réactivation 'apoptose des cellules est mesurée par un marquage
Annexine V. (D) La capacité de prolifération des lymphocytes T Nrp1” et Nrp1” est mesurée
par incorporation de 3H Thymidine aprés trois jours d’activation in vitro. Les résultats sont
comparés par le test statistique Student’s impaired T test (ns: non significatif, *; p<0.05 **:
p<0.01, ***: p<0.001).

104



L’acide rétinoique (ATRA) induit une surexpression de la Nrpl sur les lymphocytes T

indépendamment de I'expression de Foxp3

L’ATRA est un dérivé de la vitamine A qui suscite un intérét croissant en
immunologie de part sa capacité a induire la différenciation de lymphocytes T naifs
en Treg Foxp3™ en présence de TGF-p (Schambach et al., 2007). Lors d’expériences
in vitro d’induction de Treg, nous nous sommes rendus compte que l'utilisation seule
de I'ATRA, durant I'activation des lymphocytes T, induisait une forte expression de la
Nrp1 (Figure. 4 A) et ce, indépendamment de I'expression de Foxp3 (Figure. 4 B).
Ainsi, lors de I'activation des lymphocytes T, ’ATRA seul n’a pas la capacité d’'induire
I'expression de Foxp3, mais celle de Nrp1, par ailleurs trés peu exprimée par les
cellules Foxp3®. De plus, nous avons constaté que la Nrp1, retrouvée sur les
lymphocytes T activés en cours de division, voit son expression augmenter en
présence de 'ATRA (Figure. 4 C). En plus d’induire I'expression de la Nrp1, 'ATRA a
également la capacité de réduire la prolifération des lymphocytes T in vitro (Figure. 4
D). Ainsi, ces résultats mettent en évidence un potentiel immunorégulateur de

I'ATRA possiblement lié a ses effets sur I'induction de la Nrp1.
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Figure. 4. L’ATRA induit une surexpression de la Nrpl sur les lymphocytes T
indépendamment de I'expression de Foxp3. (A) Aprés 72h d’activation in vitro, I'ajout de
10nM d’ATRA entraine 'augmentation de la Nrp1 a la surface des lymphocytes T activés
CD25". (B) Linduction de la Nrp1 est indépendante de I'expression de Foxp3 sur ces
lymphocytes T activés. (C) L’incorporation de CFSE par les lymphocytes T en activation
permet de mesurer la divisions cellulaires et I'expression de la Nrp1. (D) Représentation en
histogramme de la dilution du CFSE durant I'activation des lymphocytes T en présence ou non
d’ATRA. Le pourcentage représente la proportion de cellules entrées en divisions. (C et D)

Les pourcentages indiqués représentent la moyenne de trois expériences avec I'écart type.
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Dans cette étude, nous montrons que I'expression de la Nrp1 est restreinte a
I'activation centrale des Tfh dans les organes lymphoides secondaires et a
I'activation périphérique des lymphocytes T effecteurs, probablement de type
effecteur mémoire (TEM) au niveau des sites d’inflammations. L'expression de la
Nrp1 est le reflet d’'une forte activation et correspond a un niveau de fin de réponse. Il
est décrit que linhibition de la Nrp1 ou de la boucle autocrine de la Sema-3A
provoque une hyperactivité des lymphocytes T qui, privés de signaux contrélant leur
fin d’activation, continuent de proliférer de maniére excessive et de jouer leur role
d’effecteurs (Catalano, 2010; Lepelletier et al.,, 2006; Solomon et al.,, 2011;
Yamamoto et al., 2008). Ainsi, I'expression de la Nrp1 est indispensable pour freiner
I'activité des lymphocytes T. D’aprés nos résultats, il semble intéressant d’étudier les
effets de 'ATRA, ou d’autres dérivés de la vitamine A, afin de réguler I'activation des
lymphocytes T. En effet, TATRA permet d’augmenter I'expression de la Nrp1 sur les
lymphocytes T en cours d’activation et ce indépendamment de l'induction du facteur
de transcription Foxp3. De plus, 'ATRA a la capacité de réduire la prolifération des
lymphocytes T in vitro. Ces résultats suggerent que 'ATRA pourrait étre utilisé
comme un immunorégulateur et que son action exercée sur linduction d’une
surexpression de la Nrp1, permettrait de sensibiliser les lymphocytes T a la Sema-3A

exogene ou endogene.
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IV) Le défaut génétique du CD25 chez I'lhomme est associé a un
déséquilibre de I'homéostasie des Ilymphocytes Treg et T
effecteurs

Dans le modéle murin de l'invalidation du géne de l'il2ra, il a été montré que
ce défaut génétique était responsable d’'une lymphoprolifération associée a de 'auto-
immunité. De plus, il est décrit que I'expression du CD25 est indispensable a la
survie des Treg, mais pas a leur génération (Fontenot et al., 2005). Chez 'lhomme,
seulement deux cas ont été décrits et associés a de I'auto-immunité définie comme
syndrome IPEX-like, autrement dit comparable aux patients possédants un défaut
geénétique sur le géne FOXP3 (Caudy et al., 2007; Sharfe et al., 1997). Cependant,
I'influence d’'une déficience en CD25 sur ’'homéostasie des Treg et des lymphocytes

T effecteurs reste encore peu connue chez ’homme.

Dans cette étude, nous présentons trois nouveaux cas humains de déficience
en CD25 dle a des mutations sur le géne IL2RA. Ces patients agés de 2, 6 et 26
ans, ont développé diverses maladies auto-immunes s’aggravant avec I'age. Ainsi,
notre travail basé sur I'étude de 'homéostasie des Treg naifs et effecteurs d’'une
part, et celle des lymphocytes T naifs et mémoires d’autre part, a donc été réalisé en

tenant compte des différences d’age des donneurs.

Il ressort de cette étude que l'absence de CD25 induit un défaut de
I'hnoméostasie des Treg associé a un défaut de maintien. En paralléle, 'absence de
CD25 provoque une hyperactivité des lymphocytes T avec une accumulation de
lymphocytes T mémoires effecteurs et une lymphoprolifération. Les résultats sont

présentés ci-dessous sous forme d’article.
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Abstract

CD4" CD25" Foxp3" regulatory T (Treg) cells play a central role in the control
of autoimmunity. In mice, IL-2 / CD25 signaling is dispensable for Treg cell
generation but is required for Treg cell homeostasis. Although rare cases of CD25
deficiency due to IL2RA gene mutations have been described, the role of CD25 in
human Treg and T cell homeostasis remains poorly understood. Here we present
three human cases with autosomal recessive mutations in the IL2ZRA gene resulting
in the complete absence of CD25 cell surface expression, and in autoimmune
diseases resembling the IPEX syndrome. Although the three patients had normal
percentages of Foxp3®™ CD4" T cells in the blood, the balance between naive and
effector Treg cells was altered in all patients and was characteristic of a default in
Treg cell homeostasis. Moreover, the three patients had an altered CD4/CD8 ratio
with higher proportions of CD4" and CD8" effector T cells. These results suggest that
CD25 is critical to Treg cell homeostasis, to control effector CD4" and CD8" T cells

numbers, and to maintain immune tolerance in humans.
Introduction

Regulatory T (Treg) cells are key players in the control of autoimmunity. Treg
cells are characterized by the expression of the transcription factor Foxp3 and high
expression of the IL-2 receptor alpha chain (CD25) (Shevach, 2009). Foxp3
deficiency provokes a fatal autoimmune disease in mice and humans associated with
a major default in Treg cell development and function. The autoimmune disease
observed in foxp3"' mice can be abrogated by the transfer of wild-type Treg cells
(Khattri et al., 2003). In humans, a loss-of-function mutation in the FOXP3 gene is
associated with immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked

(IPEX) syndrome, an association of multiple severe autoimmune diseases (Bacchetta
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et al., 2006; Bennett et al., 2001; Gambineri et al., 2008). The disease starts in early
infancy and is rapidly fatal without aggressive therapeutic intervention including

allogeneous bone marrow transplantation.

In mice, CD25 expression is dispensable for Treg cells generation but is
required for their homeostasis (D'Cruz and Klein, 2005). il2ra™ mice rapidly develop
an autoimmune disease associated with T cell homeostasis disorder and T cell
lymphoproliferation (Sharma et al., 2007; Willerford et al., 1995). il2ra’” mice have
normal amounts of Foxp3 positive T cells with normal suppressive function (D'Cruz
and Klein, 2005; Fontenot et al., 2005). However, il2ra” Treg cells are unable to
survive upon adoptive transfer in ragl” mice (Antony et al., 2006). Human studies
show that polymorphisms in the IL2RA gene or defects in IL2 / CD25 signaling can
be associated with autoimmune disorders like type 1 diabetes, multiple sclerosis,
Grave’s disease, and rheumatoid arthritis (Alcina et al., 2009; Brand et al., 2007).
Only two human cases with complete CD25 deficiency have been described, both
suffering from multiple severe autoimmune diseases termed IPEX-like syndrome
(Caudy et al., 2007; Sharfe et al., 1997). Although the expression of Foxp3 was
found to be normal in one of these cases (Caudy et al., 2007), the symptoms of
CD25-deficient patients suggested a profound defect in Treg cell homeostasis and/or

function that were not studied in that case report.

Recent reports have shown that in humans Foxp3-expressing T cells
compartment is heterogeneous. Foxp3 positive cells can be divided in three distinct
populations: naive Treg cells (CD25'°"" Foxp3'™¥ CD45RA"), effector Treg cells
(CD25"" Foxp3"9" Ki67* CTLA-4"), both exhibiting suppressive activity in contrast to
pro-inflammatory cytokine-secreting (CD25°" CD45RA™ FoxP3"°") T cells, which are
devoid of suppressive activity (Miyara et al., 2009). This complexity demonstrates the
impossibility to use Foxp3 alone to identify Treg cell populations, especially in the
absence of CD25 expression. The proportions of naive Treg and effector Treg cells
evolve with age following the same rules as conventional T cells. Naive T cells,
including naive Treg cells, are largely represented at birth and decrease with age
(Fuchizawa et al., 2007; Miyara et al., 2009; Valmori et al., 2005) while the inverse
correlation is observed for memory T cells and effector Treg cells (Miyara et al.,
2009). Activation of naive Treg cells in response to antigen stimulation induces their

proliferation and give rise to effector Treg cells (Miyara et al., 2009). In human,
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however, the role of IL-2/ IL-2RA interaction in these processes is not clearly

established

Herein, we analyzed T cell homeostasis, focusing on Treg and memory T cells
subsets repartition, in three patients with CD25 deficiency presenting clinical features
of IPEX like syndrome. Because the three patients’ ages were different, we
compared their data to the average age-related evolution of T cell homeostasis in
healthy donors. Our results in CD25-deficient patients are consistent with a major
role of CD25 signaling in the homeostasis of Treg cells and in the control of memory

T cell numbers in humans.
Results and discussion
CD25 expression defect in 4 patients with IPEX-like syndrome

We report on four patients displaying IPEX-like syndrome with early-onset
autoimmune enteropathy and various auto-immune diseases appearing overtime
(Table 1). P1 and P4 developed invasive CMV infections. P1 died at the age of 3
months due to disseminated CMV infections and P4 died at the age of 26 years after
severe sepsis. P4 progressively developed multiple auto-immune diseases during the
course of her disease. She presented frequent otitis media in childhood and later
developed several staphylococcus aureus skin abscesses. P1 and P2 were siblings,
born from non-consanguineous parents. There were 1 girl and 3 boys. In the later,
IPEX syndrome related to Foxp3 anomaly was excluded by its sequencing.
Percentage of CD4" Foxp3™ T cells was normal in all 3 patients tested (Fig.1 A) but
CD25 surface expression on Foxp3" CD4" T cells was totally absent (Fig.1 B).
Likewise, all patients displayed homozygous mutations in the IL2RA gene (Fig.1 C,
D) P1 and P2 had homozygous frameshift mutation in exon 1 with premature stop
codon, P3 carried 2 frameshift mutations (in exon 1 and 4) with premature stop

codon, P4 was homozygous for a nonsense mutation in exon 6.

Overall, the clinical features of IPEX-like syndromes observed in CD25-
deficient patients suggest a default in Treg cell function as in classical Foxp3

deficient patients that are associated with IPEX syndromes.

CD25 deficiency alters the distribution of distinct Foxp3™ T cells subsets
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First we have characterized Foxp3"9" T cells in P2 and P4 and found a normal
intensity of CTLA-4 that is implicated on the suppressive mechanism of Treg cells.
(Supplementary Figure 1). But, we cannot exclude a functional defect of Treg cells in
the absence of CD25. Thus, in order to understand at the cellular level by which
mechanisms CD25 deficiency give rise to an IPEX like syndrome despite the
presence of Treg cells, we have analyzed Treg and effector T cell subsets in patients
and age matched controls. Recent reports strongly suggest that the subset of CD4"
Foxp3™ T cells contains, in addition to Treg cells, pro-inflammatory cytokine-secreting
CD45RA” FoxP3"™" T cells, which are devoid of suppressive activity. Only CD45 RA*
Foxp3™" naive Treg cells and Ki67* Foxp3™e" effector Treg cells exhibit regulatory
functions. In order to determine the repartition of naive Treg cells (Foxp3'°W
CD45RA") and effector Treg cells (Foxp3™" Ki67* CD45RA’) in CD25-deficient
patients we further analyzed CD45RA and Ki67 and Foxp3 expression in gated CD3"
CD4" T cells (Fig. 2 A). Major differences were observed for naive and effector Treg
cells (Fig. 2 A, Table 2). CD25-deficient patients presented a lack of naive Treg cells
as compared to age-matched healthy donors (HD) but no-difference for Foxp3
expression (Fig. 2 B-C). P2 presented an accumulation of effector Treg cells (2.78%
Fig. 2 D) and a dramatic decrease of naive Treg cells (Fig. 2 C). In contrast older
patients, P3 and P4, had a significant reduction in naive Treg cells but did not
present an accumulation of effector Treg cells (Fig. 2 C, D). Parents of P1, P2 and
P4 displayed normal distribution of Treg cells compared to age-match HD,
suggesting that no inherited genetic alterations other than CD25-deficiency are likely
involved in the Treg and T cell phenotypes observed in our patients. Patients with
CD25 deficiency showed a significant decrease of naive Treg cells compared to age-
matched controls while this difference was not observed for effector Treg cells. If we
consider that effector Treg cells derive from the activation of naive Treg cells, these
results suggest a role for CD25 in survival or generation of Treg cells more than

differentiation or activation.

To complete this analysis, we determined the total Treg cell fraction, as
defined by the addition of naive and effector Treg cells percentages, to exclude pro-
inflammatory cytokine-secreting Foxp3'°Y CD45RA” (Foxp3® non-Treg) T cells.
Foxp3* non-Treg cells are them determined by subtracting total Treg cells from total
Foxp3® CD4" T cells. The total Treg cell fraction does not significantly differ with age

in HD, revealing a tightly regulated physiological balance between naive and effector
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Treg cells, characterized by decrease of naive Treg cells and increase of effector
Treg cells with age (Fig. 2 C-E). In comparison, total Treg cells in CD25-deficient

patients dramatically decreased with age (Fig. 2 E).

As described by Miyara et al, we observed in HD an increase number of
Foxp3™ non-Treg with age (Fig. 2F). In patients, this increase was more pronounced
(Fig. 2F). Interestingly, the ratio between Foxp3™ non-Treg cells and total Treg cells,
which is low and inferior to 1 in HD, was much higher in patients (Fig. 2G). This
finding strongly suggests a high effector T cell activity in patients and may explain the
normal percentage of Foxp3 observed in these patients. This observation was further
confirmed by analyzing INF-y expression in one patient (P4) by Foxp3™ T cells. The
proportion of INF-y* Foxp3™ T cells was higher in P4 (18.03 + 1.34%) as compared to
HD (12.25 + 2.76%)(Table 2).

Several studies have shown a relationship between Treg cell homeostasis
disorder and immune-related diseases like multiple sclerosis (Venken et al., 2008),
IPEX (Fuchizawa et al., 2007) or autoimmune enteropathy (Zuber et al., 2007).
Because naive Treg cell defects were observed in three patients tested, we can

suspect a major implication of this population in their clinical phenotype (Table 1).
CD25 deficiency alters T cell homeostasis

Autoimmunity is a consequence of auto-reactive T cell expansion and it is
describe that IL-2 influence memory T cell population (Letourneau et al., 2009), thus
it is important to understand the consequence of CD25 deficiency on the T cell
compartment. In mice, Treg cells and IL-2 / CD25 signaling play an important role in
T cell homeostasis (Sharma et al., 2007). Thus, in order to assess the role of IL-2 /
CD25 signaling in human T cell homeostasis, we analyzed the repartition of naive
(CD45RA* CCRT7"), central memory (TCM, CD45RA” CCR7", effector memory (TEM,
CD45RA" CCR7) and terminally differentiated effector (TEMRA, CD45RA" CCR7) T
cells on gated CD4 and CD8 populations (Sallusto et al., 1999) in CD25-deficient
patients. The three patients had an altered CD4/CD8 ratio with lower proportion of
CD4" T cells, but normal proportion of CD3" T cell in the lymphoid gate, compared to
HD (Table 3). As previously reported in HD (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2008),
numbers of both naive CD4" and CD8" T cells decrease and CD4" TEM cells and
TEMRA CD8" T cells accumulate with age (Table 3). In the three patients similar
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kinetic was observed, but more pronounced with lower proportions of CD4" and CD8"
naive T cells (Table 3). CD25 deficiency, however, did not alter TCM proportions in
CD4" T cells and TCM and TEM proportions in CD8" T cells (Table 3). The elevated
numbers of CD4" TEM and CD8" TEMRA cells were associated with a high
proportion of IFN-y producing T cells after in vitro stimulation in P4 (CD4": 38.90 +
2.41%; CD8": 53.80 + 6.85%) versus 20-35 year-old HD (CD4": 15.67 + 2.15%;
CD8™: 33.17 * 6.04%). Altogether, these results reflect a high T cell activity that
probably favors auto-immune disease. Moreover, we observed a difference between
the CD4 and CD8 population homeostasis in absence of CD25. We noticed an
aberrant proportion of proliferating CD4" T cells (CD4" Ki67", Table 3) in the three
patients comparatively to HD, with higher proportion of CD4 TEM cells and lower
number of naive CD4 T cells. In comparison, an increase in CD8" T cells proliferation
was only observed in P4 (8,50 + 0,47%) comparatively to 20-35 year-old HD (2,26 +
0,27%, Table 3) and accumulation of CD8 TEMRA cells and decrease of naive CD8

T cells was accentuated with age in the three patients.

Indeed, reduced proportions of naive T cells with accumulation of memory T
cells have been observed in patients with Foxp3 mutations (Costa-Carvalho et al.,
2008) and common variable immunodeficiency (Datta and Sarvetnick, 2009;
Giovannetti et al., 2007), and can be associated to a lack of Treg cells or to
lymphopenia-induced proliferation and reduced thymus output. In this study we can’t
conclude to the specific origin of the T cells disorder, however, accumulation of IFN-y
reveals a possible effector capacity of T cells independently of CD25 expression.
Because serum IL-2 concentrations differed in patients (P 2 = 27 pg/ml, P 3 = 800
pg/ml, P 4 < 7 pg/ml), we suspect a major implication of IL-15 in the observed
lymphoproliferation and T cell activation because IL-15 could use IL2Rp to mediate
signaling. Moreover, CD25-deficiency does not affect the capacity of T cells to
differentiate into Foxp3-expressing cells upon culture with TGF-1 and high dose IL-2
(1000 U/mL) or 10 ng/mL of IL-15 (Supplementary Fig. 2) and these T cells
proliferated after T cell receptor (TCR) activation even in the presence of high dose
IL-2 (1000 U/mL) or 10 ng/mL of IL-15, with normal cell survival (Supplementary Fig.
3). These observations suggest the implication of IL2Rp and IL-15 for T cell activation
in absence of CD25. We hypothesize that CD25-deficiency triggers cytokine-induced
proliferation (CIP)(Datta and Sarvetnick, 2009) of T cells that results in higher
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proportions of effector memory T cells, Ki67* CD4" and CD8" T cells, and decrease
of naive T cells. Thus, in addition to the naive Treg cell defect, the observed CIP
might participate in the IPEX-like phenotype of these patients. A default in activation-
induced cell death AICD has been observed in il2ra” mice and could explain the high
proportion of effector T cells in our patients (Van Parijs et al., 1997; Willerford et al.,
1995). However, we observed a normal response of human CD25-deficient T cells to
AICD in vitro (data not shown), thereby discarding AICD failure as the main cause of

effector T cells accumulation.

Contrary to IPEX patients with FOXP3 mutation, CD25-deficient patients
suffer from various infectious that suggest an effector T cell failure. It was described
that TEMRA CD8" T cells have the highest effector capacity in response to antigen
(IFN-y production and perforin expression) (Geginat et al., 2003), and, in mice, IL-2 /
CD25 signaling play a critical role for the generation of functional memory T cells
(Dooms et al., 2007; Williams et al., 2006). It was described that in the absence of
CD25, CD8" T cells differentiate inefficiently into effector cytotoxic T lymphocytes but
produce IFN-y (Pipkin et al.). Despite increased relative numbers of CD8" TEMRA
cells, P4 was highly susceptible to CMV infection, thereby implying that effector T
cells are functionally impaired to eliminate pathogens but can participate to
autoimmunity by producing IFN-y in the absence of CD25 in humans, and can explain

the patients’ susceptibility to infection.

Our work describes for the first time the consequence of CD25 deficiency on
human T cell homeostasis and its correlation with autoimmune disease evolution
(Table 1). CD25 deficiency provokes Treg cells instability with a marked default in
naive Treg cells homeostasis. CD25-deficient patients are characterized by a mild T
cell lymphoproliferation and a massive accumulation of effector memory T cells.
Finally, Treg cells instability and CIP probably participate closely to autoimmunity in
absence of CD25.
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Figures

Table 1
patient 1 patient 2 patient 3 patient 4
sexe male male male female
age first manifestation birth birth 2 months birth
last follow up (age) 3 months 2.5 years 6 years 26 years
last follow up (status) died alive alive died
auto-immune diseases enteropathy (birth) enteropathy (1m)  enteropathy (2m) enteropathy (2m)
/age of onset
eczema (1m) eczema eczema (2m) eczema (3y)
(1.5y)
asthma (7m) AIHA (3y)
food allergy(1y) ITP deafness (10y)
Biermer gastritis (10y)
diabetes (16y)
neutropenia (20y)
lymphoproliferation NA mild ADP mild ADP mild ADP
infections Disseminated CMV 0 otitis media recurrent otitis media in
infection childhood, cutaneous SD
abces pneumonia chronic
CMV infection
Immunosuppressive none steroids, steroids, steroids, azathioprin,
treatment sirolimius azathioprin ciclosporin, sirolimus,

monoclonal anti CD20 Ab

m= months; y= year; ADP=adenopathy; AIHA= autoimmune hemolytic anemia; ITP= immune thrombocytopenic purpura; CMV=

cytomegalovirus
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Table 2

Cord HD HD patient 2 patient 3 patient 4
Blood
(20-35 year) (40-60 year) (2.5 year) (6 year) (26 year)
(n=4) (n=7) (n=8) (4 samples)
CD4" T cells:
% Foxp3" 4.44 £0.98 6.01+£0.97 6.62 + 1.01 5.57 413 6.86 +0.70
% naive Treg cells  3.56 + 0.75 1.77 £ 0.34* 1.46 +0.21* 0.38 1.03 0.12 £ 0.02**
% effector Treg cells 0.35+0.02 1.69+0.25** 2.61+0.34*** 2,78 0,43 0.80 + 0.10*
% Total Treg (naive + effector) 3.92 +0.77 3.46 £ 0.57 4.18 £0.49 3,16 1,46 0.92 + 0.12**
% Foxp3* non-Treg  1.06 + 0.36 2.55+0.45 3.36 £ 0.48** 241 2.67 5.94 + 0.62***
ratio (non-Treg / Total Treg) 0.26+0.08 0.75 + 0.09** 0.85+0.15* 0.76 1.83 6.60 £ 0.63***
% IFN-y " Foxp3" cells - 12.25+2.76 5.30+1.05 1.28 - 18.03+1.34

comparative p value with cord blood

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

comparative p value with HD (20-35 year)
* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

Table 3
Cord Blood HD HD patient 2 patient 3 patient 4
(20-35 year) (40-60 year) (2.5 year) (6 year) (26 year)
(n=4) (n=7) (n=8) (4 samples)
Total lymphocyte:
% CD3"  64.37 £6.27 70.66 + 2.58 70.13+2.38 51.7 70.4 88.47 + 1.43*
Total T cells:
% CD4" 83.93+3.56  64.50+2.78* 59.23 + 3.65** 54.5 53.6 47.35 +3.27*
% CD8" 8.09 + 1.24 28.11 + 2.46*** 29.12 + 4.74* 31.7 32.6 43.28 + 4.42*%*
CD4" T cells:
% naive T cells  46.40 £ 5.22 4479 +2.88 32.30 £ 5.53 12.4 33.1 1.07 £ 0.18***
% TCMcells 4257 +2.11 2823 +1.15*** 36.73+5.28 37.6 38.5 34.05+7.85
% TEM cells 6.59 + 1.82 23.47 + 2.68** 2442 +3.81* 45.6 222 64.08 + 7.91***
% Ki67" 2.49 £ 0.06 1.81 £ 0.09** 214 +£0.22 9.88 7.99 6.30 + 0.94%**
% IFN-' - 15.67 £ 2.15 11.59 £ 2.06 3.12 - 38.90 + 2.41**
CD8" T cells
% naive T cells  64.13 + 3.69 47.96 + 6.67 23.75 + 3.15** 52.9 30.8 3.49 + 0.92%**
% TCMcells  14.97 +2.96 5.29 + 1.67* 10.06 +2.92 7.92 0.95 5.43 +£2.09
% TEMcells 11.95+4.06 29.10 + 3.53* 28.88 + 3.29* 22.8 19.2 41.18 + 3.02*
% TEMRA cells 8.94 £2.92 17.67 +5.94 37.32+4.72* 16.3 49 49.93 + 3.5**
% Ki67" 9.43 +0.96 2.26 £ 0.27** 3.93 +1.05* 4.14 5.29 8.50 + 0.47***
% IFN-y - 33.17 £ 2.26 33.85+6.04 9.95 - 53.80 * 6.85*

comparative p value with cord blood

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

comparative p value with HD (20-35 year)

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001
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Figure 1. Four patients with autosomal recessive mutations in the IL2RA gene resulting

in the complete absence of CD25 surface expression. (A-B) Representative flow cytometry

profiles from patients and Healthy donors (HD) of the day for the expression of Foxp3 in
association with CD25 (B) or with CD4 (A) on gated CD3" CD4" lymphocytes. (C) Schematic

representation of the IL2RA gene including mutation localization (top) and the phylogenic

analysis of patient mutation (bottom). (B) Sequence trace of patients’ genomic DNA showing

guanine deletion (*) after position 52 for patient 2. Similar deletion and cytosine deletion (*)

after position 538 for patient 3 and switch of cytosine by thymine (*) at position 667 for patient

4.
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Figure 2. CD25 deficiency alters the distribution of distinct Foxp3® T cell subsets. (A)
Representative gate to identify naive Treg (CD45RA" Foxp3®) or effector Treg (Ki67"
Foxp3™"™"), in three healthy donors comparatively to patients’ cells. (B to G) Age-related
analysis to determine the homeostasis of Treg population. Healthy donors (dark circles) and
parents of patients 4 and 2 (white circles) were used to constitute the normal age-related Treg
homeostasis. Patients 2, 3 and 4 (red cross) were incorporated. For patient 4, the red cross
represent the mean of the 4 samples. Graphs represent the correlation between age and total
Foxp3" CD4" T cells (B), naive Treg cells percentage in CD4" T cells (C), effector Treg cells
percentage in CD4" T cells (D), total Treg cells percentages in CD4" T cells (E), Foxp3® non-
Treg cells percentages in CD4" T cells (F) and the ratio between Foxp3" non-Treg cells and
Total Treg cells in CD4" T cells (F). Total percentage of Treg cells was determined by the ad
of CD45RA" Foxp3® and Ki-67" Foxp3™®" T cells percentage and the Foxp3* non-Treg cells
percentage was determined by subtracting Total Foxp3™ CD4" percentage by total Treg cells
percentage. Line represents linear regression and p value was obtained after linear regression

analysis. Linear regression was significant when p value < 0.05.
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Supplementary Figure 1. Foxp3™®" Treg cells of patients present normal CTLA4
expression. (A) Delineation of Foxp3"®", Foxp3-°" and Foxp3 T cells to compare CTLA4
expression. (B) Histograms representation of CTLA4 for each subset Foxp3high (Dark line),
Foxp3°" (Dashed line) and Foxp3™ (full gray) CD4" T cells.
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Supplementary Figure 2. CD25 is dispensable for the in vitro induction of Foxp3. (A)
Induction of Foxp3 was measured by flow cytometry after 5 days of activation in presence of
TGF-B and IL-15 or high dose of IL-2. (B) Graph representation of 3 experiences of Foxp3
induction with patient 4 PBMC.
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Supplementary Figure 3. Proliferation and survival of CD25-deficient cells were rescues
in presence of IL-15 or high dose of IL-2. (A) PBMC were activated for 5 days and
proliferation measured by [°H]-thymidine incorporation. (B) Survival of T cells was measured

by 7-AAD expression by flow cytometry. Statistical analyzed was performed using the non-

parametric T test (* p<0.05; ** p<0.01; ns: not significant).
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Materials and Methods
Patients and healthy donors

Umbilical cord blood units were obtained from normal full-term deliveries after
mothers’ informed consent at the Obstetrics Unit of Necker Hospital (n=4). Peripheral
blood samples were obtained from male and female healthy adult volunteers (n=15,
20-60 years), and from three CD25-deficient patients (2.5 year old male, 6 years old
male and 26 years old female) with their informed consent or the consent of their
parents. Experimental procedures with human samples have been approved by the
Necker Hospital Ethical Committees for human research, and were done according
to the European Union guidelines and the declaration of Helsinki. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were obtained after centrifugation over a gradient of

Lymphocyte Preparation Medium (PAA).
In vitro T cell activation and Foxp3 induction

For T cell activation, PBMCs were activated with 5 pg/ml anti-CD3¢ (UCHT1,
R&D Systems) and 2.5 pg/ml anti-CD28 (37407, R&D Systems) plate-bound
antibodies in culture medium (RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 2mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin) completed with
recombinant human IL-2 (10 to 1000 U/ml, Roche) or IL-15 (10 ng/ml, R&D Systems)
during 5 days. In some cases, 1 uCi/well [°H]-thymidine was added during the last 18
hours of culture and cell proliferation was measured by counting cell associated
radioactivity. Cell viability was assessed by 7-AAD (BD Biosciences) staining and

flow cytometry analysis.

For Foxp3 induction, PBMCs were cultured during 5 days with recombinant
human TGF-B1 (5 ng/ml, R&D Systems) and IL2 (1000 U/ml) or IL15 (10 ng/ml).

Foxp3 expression was determined by flow cytometry.
Flow cytometry

Freshly isolated or in vitro cultured lymphocytes were stained with anti-CD3¢
(OKT3: eFluor450, eBioscience or PE, Beckman Coulter), anti-CD4 (RPA-T4:
PECy7, eBioscience), anti-CD25 (BC96: PE, eBioscience or M-A251: FITC, BD
Biosciences), anti-CD45RA (5H9: FITC, BD Biosciences), anti-CD8(RPA-T8: APC,
BD Biosciences) anti-CCR7 (TG8: PerCPCy5.5, Biolegend), anti-Foxp3 (236A/E7:
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APC, eBioscience), anti-Ki67 (B56: AlexaFluor488, BD Biosciences), anti-IFN-y (4S-
B3: PacificBlue, eBioscience), anti-CD152 (BN13: Biotin, BD Biosciences) and
streptavidin (PerCP, BD Biosciences). Intracellular staining was performed using the
Foxp3 staining kit (eBioscience) following the manufacturer’s instructions. For
detection of intracellular cytokine production, PBMC were stimulated with 20 ng/ml of
PMA and 1 ug/ml ionomycin in the presence of 10 ug/ml brefeldin A (all from Sigma
Aldrich) for 5 hours before surface and intracellular staining. Data were acquired on a
FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences) using FACSDiva software (BD

Biosciences) and were analyzed with FlowJo 8.8.2 software (Treestar).
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the appropriate tests, as indicated in

the figure legends, using Prism 5.0 software (GraphPad).
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DISCUSSIONS

) La cartographie de la Nrpl sur les lymphocytes T chez ’homme

Le facteur de transcription Foxp3 chez 'homme ne cible pas le gene de la Nrpl

La recherche actuelle en immunologie utilise comme modeéle principal la
souris pour sa facilité d’approche expérimentale. Cependant, il est important de
souligner que les résultats de ces travaux, bien que riche d’enseignements cognitifs,
ne sont pas toujours transférables a la physiologie et pathologie humaine. Nos
travaux sur la Nrp1 en sont un bon exemple. En effet I'expression de la Nrp1
détectée sur la population Treg chez la souris aurait pu permettre une meilleure
caractérisation de cette population chez 'lhomme (Bruder et al., 2004). Mais, nous
montrons que la Nrp1 n’est pas retrouvée sur les Treg humains exprimant le facteur
de transcription Foxp3. Ainsi, il est impossible d’utiliser ce marqueur chez 'homme

pour définir les Treg.

De plus, la transfection de Foxp3 dans des lymphocytes T CD4" Foxp3
murins induit I'expression de la Nrp1 démontrant ainsi que chez la souris, le géne de
la Nrp1 est une cible de Foxp3 (Bruder et al., 2004). Or, chez 'homme, les
recherches actuelles ne permettent pas de confirmer a cette observation, et il est
suggéré que les lymphocytes T Foxp3® Nrp1” retrouvés dans les ganglions drainant
la tumeur, pourraient provenir d’'une induction de Foxp3 engendrée par la présence
de TGF-B dans l'environnement (Battaglia et al., 2009; Battaglia et al., 2008).
Cependant, I'expression de la Nrp1 par les lymphocytes T humains est indépendante
de linduction de Foxp3. Et c’est ce que notre étude démontre en mettant en
evidence que [l'utilisation du TGF-B pour induire I'expression de Foxp3 sur les
lymphocytes T CD4" humains, ne permet pas d’induire celle de la Nrp1 (Figure. 21).
Au contraire, le TGF-$ aurait plutét tendance a diminuer I'expression de la Nrp1 sur
les lymphocytes T activés, ce qui démontre que chez 'homme le facteur de

transcription Foxp3 ne cible pas le géne de la Nrp1.

Foxp3 est décrit comme interagissant avec le facteur de transcription NFAT

pour d’'une part inhiber la transcription des génes codant pour les cytokines telles
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que I'lL-2, I'lL-4 et 'IFN-y (Bettelli et al., 2005), et d’autre part, favoriser I'expression
du GITR et du CTLA-4 (Hu et al., 2007). De plus, NFAT est indispensable a la
différenciation des lymphocytes T, et son implication dépend de son interaction avec
d’autres facteurs de transcription tels que AP-1 pour permettre la synthése de
cytokines et de récepteurs aux cytokines (Hermann-Kleiter and Baier, 2010). La
fixation des facteurs de transcription, telle que NFAT, a 'ADN dépend des sites de
liaison présents sur les génes cibles, et il est probable que le couple NFAT/Foxp3

n’ait pas les mémes cibles génétiques entre deux especes.

Activées + 10 ng/ml de TGF-p

Nrp1

Figure. 21. Chez I'homme, I'induction de Foxp3 dans les lymphocytes T CD4 n’est pas
associée a I'expression de la Nrpl. Des lymphocytes T CD4 ont été isolés et activés en
culture in vitro avec 10 ug d’anticorps anti-CD3 et 5 ug d’anticorps anti-CD28, en présence ou
non de TGF-B a 10ng/ml. Aprés 72h d’activation les expressions de Nrp1, Foxp3, et CD25

sont mesurées et analysées par la méthode de cytometrie en flux.
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L’'importance de la Nrpl sur les Tfh

Chez 'homme, la Nrp1 exprimée par les lymphocytes T, est retrouvée
principalement a la surface des Tfh dans des conditions physiologiques normales au
niveau des organes lymphoides secondaires, et ce, essentiellement dans les
amygdales. Les Tth circulants CXCR5" n’expriment pas la Nrp1, ce qui laisse penser
que cette expression est dépendante de leur localisation. L’expression de la Nrp1 sur
les Tfh ne semble pas définir un sous-type cellulaire de Tfh, mais caractérise leur
engagement avec les lymphocytes B. En effet, en co-culture in vitro les Tfh Nrp1”
expriment la Nrp1 au contact des cellules B, et ce en absence de stimulation
extérieure. De plus, le taux d’expression de la Nrp1 a la surface des Tfh est corrélé
au pourcentage de lymphocytes B du centre germinatif, qui caractérise I'activité des
Tth (Fazilleau et al., 2009a; Yu and Vinuesa, 2010). Nous pouvons donc définir la
Nrp1 comme un marqueur de I'activité des Tfh spécifiquement au niveau des centres

germinatifs.

Cependant, une question reste en suspens a savoir: quel est le réle de la
Nrp1 sur les Tth ? D’aprés nos observations nous pouvons émettre deux hypothéses

possibles.

La premiére hypothese suggere que la Nrp1 a un réle de rétro contréle
négatif sur les Tfh. Il est déja décrit que les plasmocytes contrdlent négativement les
Tfh, et inhibent leur production d’IL-21 (Pelletier et al., 2010). En outre, I'absence de
plasmocytes aboutit a une hyperactivité des Tfh, mais le mécanisme impliqué dans
ce rétro contrble n’est pas encore connu. Par ailleurs, a la différence des Tfh Nrp1,
les Tfth Nrp1™ produisent trés peu d’IL-21 ex vivo et ont une intensité d’expression de
CXCRS5 et dICOS diminuée. Nous pouvons donc supposer que linduction
d’expression de Nrp1 a la surface des Tfh, aprés interaction avec les lymphocytes B,
pourrait servir au rétro contréle négatif de ces cellules. Il est possible qu’a ce niveau
les ligands de la Nrp1, tels que la Sema-3A (Lepelletier et al., 2006), ou encore le
TGF-B (Glinka and Prud'homme, 2008), soient impliqués dans ce mécanisme. Par
contre, in vitro, les Tfh Nrp1* ont la capacité d’induire la différenciation et la survie
des lymphocytes B, ce qui suggére I'existence d’'une source exogéne de ces ligands,
pouvant provenir des plasmocytes (Pelletier et al., 2010) ou encore de cellules
dendritiques folliculaires (FDC). Actuellement aucune étude n’a mis en évidence

I'expression de la Sema-3A aux niveaux des organes lymphoides secondaires, mais
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il a en revanche été montré que le TGF-B était fortement présent au niveau des
centres germinatifs et dans les plasmocytes des organes lymphoides secondaires
(Ho et al., 2003). De plus, le TGF-3 est également retrouvé a la surface des FDC,
ainsi que produit par les Tfh eux-mémes (Dullaers et al., 2009; Suzuki et al., 2010).
Cependant, dans ces deux études le TGF-B n'est pas décrit comme
immunorégulateur, mais plutdt comme indispensable a l'induction de production
d’IgA par les lymphocytes B. Il n’est donc pas a exclure que le TGF-B soit impliqué
dans la régulation des Tfth, mais il serait aussi intéressant d’évaluer I'implication et
I'expression de la Sema-3A, ligand principal de la Nrp1 et déja décrite pour ses

fonctions immunorégulatrices, au niveau des centres germinatifs (Figure. 22 A).

Notre deuxiéeme hypothése suggere que la Nrp1 pourrait jouer un rdle dans
'adhésion et I'interaction cellulaire. En effet, une implication directe de la Nrp1 a été
décrite via linteraction de type homotypique s’effectuant entre la Nrp1 des
lymphocytes T et la Nrp1 des DC (Sarris et al., 2008; Tordjman et al., 2002). De plus,
le maintien du centre germinatif et la sélection des clones de lymphocytes B
mémoires du centre germinatif passent par de nombreuses interactions, notamment
celles s’effectuant entre les BCR des lymphocytes B et les CMH Il des FDC qui
permettent une activation antigéne spécifique des lymphocytes B, puis une
différenciation de ces derniéres en cellules B mémoires du centre germinatif.
D’autres interactions ont lieu entre les TCR des Tfh et les CMH |l des lymphocytes B
en association avec les liaisons de diverses molécules de costimulation (Fazilleau et
al.,, 2009a; Yu and Vinuesa, 2010). Chaque étape d’activation aboutit a une
prolifération des lymphocytes B du centre germinatif et se caractérise par une
dynamique de migration entre la zone claire et la zone sombre du centre germinatif
(Allen et al., 2007b; Victora et al.,, 2010). En effet, dans une premiére étape, les
lymphocytes B présents au niveau de la zone claire s’activent au contact des FDC,
avant d’effectuer une migration vers la zone sombre ou ils proliférent. Puis, aprés
expansion clonale, ces lymphocytes B regagnent la zone claire dans laquelle ils sont
soumis a une sélection antigénique au contact des Tfh. Ceci provoque une
réactivation des lymphocytes B qui migrent de nouveau vers la zone sombre ou ils
poursuivent leur prolifération. Ainsi, ce mécanisme permet de maintenir un pool
constant et important de lymphocytes B mémoires du centre germinatif et de mettre
en place une mémoire a long terme grace a leur différenciation en plasmocytes

producteurs d’anticorps. La proximité de ces trois types cellulaires au niveau de la
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zone claire, et la possibilité d’interactions entre Tth et FDC (Boles et al., 2009),
laissent a penser qu’il pourrait se former une sorte de « ménage a trois » a ce niveau

avec une possible implication de la Nrp1 (Figure. 22 B).

A: Réle régulateur de la Nrp1

Lymphocyte B Tfh

B: Le "ménage a trois"

Lymphocyte B :

Figure. 22. Hypothéses de I'implication de la Nrpl au niveau des Tfh. (A) L’'expression de
la Nrp1 a la surface des Tth, induite par l'interaction avec les lymphocytes B, permettrait une
régulation négative de la réponse Tth (diminution de I'lL-21) en sensibilisant ces cellules au
TGF-B ou a la Sema-3A. (B) L’expression de la Nrp1 permettrait une interaction avec les FDC
et ainsi augmenter la survie et la différenciation des lymphocytes B. Ce « ménage a trois »

pourrait permettre de stabiliser I'interaction entre Tfh et lymphocyte B.

L’expression de la Nrp1 est transitoire et dépendante du contact avec les
lymphocytes B. Ainsi, le maintien de I'expression de la Nrp1 sur les Tfh Nrp1* est
strictement lié a leur contact avec les lymphocytes B, alors qu'une simple stimulation
du TCR ne le permet pas. De plus, les lymphocytes T non-Tfh ne sont pas capables
d’acquérir I'expression de la Nrp1 au contact des lymphocytes B, ce qui suggere

I'existence d’un signal spécifique entre Tfh et lymphocytes B pour induire
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I'expression de la Nrp1 a la surface des Tfh. Par ailleurs, au cours de cette réponse,
plusieurs molécules de costimulation interviennent dans la survie et la différenciation
des lymphocytes B, notamment ICOS, PD-1 et SLAM, exprimés par les Tfh et
interagissant avec leurs ligands respectifs ICOSL, PD-1L et SLAM a la surface des
lymphocytes B. L'expression de la Nrp1 sur les Tfh pourrait de ce fait étre la
résultante de signalisations induites par une ou plusieurs de ces molécules de
costimulation, et il serait intéressant de les étudier de plus prés afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans ce phénoméne. Actuellement,
I'hypothese la plus soutenue serait celle impliquant ICOS, car il a été décrit, dans un
modeéle de souris sanroque invalidé pour le géne roquin, une hyperactivité des Tfh,
I'’émergence de maladies auto-immunes et une augmentation significative d'ICOS et
de Nrp1 (Vinuesa et al., 2005; Yu et al., 2007). L'expression d’'ICOS est
normalement régulée négativement et spécifiquement par la famille des protéines
Roquin et par le microRNA mir-101 se fixant sur les mMRNA d’ICOS (Athanasopoulos
et al., 2010; Yu et al., 2007). Or, il n’est pas décrit d'implication directe des protéines
Roquin ou du microRNA mir-101 sur I'expression de la Nrp1. Il n’est cependant pas
impossible que linduction de I'expression de la Nrp1 puisse résulter de la
surexpression d'ICOS. Bien qu'lICOS semble jouer un réle non négligeable dans ce
mécanisme, il serait aussi intéressant d'effectuer des études approfondies sur
d’autres molécules de costimulation tels que PD-1 ou de SLAM, elles mémes
connues pour reguler l'activité des lymphocytes T, et de ce fait, possiblement
impliquées dans l'induction de I'expression de la Nrp1 (Fife and Bluestone, 2008;
Schwartzberg et al., 2009).
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La Nrpl est un marqueur de fin de la phase effectrice des lymphocytes T

En plus d’étre exprimée par les Tfh, la Nrp1 est exprimée par les lymphocytes
T activés, qui auront acquis I'expression du CD25, au niveau des sites
d’'inflammations périphériques. |l est intéressant d’observer que, in vitro, I'expression
de la Nrp1 est trés fortement retrouvée a la surface des TEM activés, et peu a la
surface des lymphocytes T naifs et TCM. Ceci peut s’expliquer par la capacité
d’activation de chacune de ces populations, qui est beaucoup plus importante chez
les TEM que chez les lymphocytes T naifs ou TCM (Sallusto et al., 2004). De plus,
les TEM sont localisés en périphérie et interviennent aux niveaux des sites
d’'inflammations périphériques, tandis que les lymphocytes T naifs et les TCM sont
retenus au niveau des organes lymphoides secondaires grace a leur expression de
CCR?7. Nous pouvons donc suspecter que les lymphocytes T CD4 Nrp1* retrouvés
au niveau des sites d’inflammation sont des TEM activés ce qui suggere que la Nrp1
est induite a la surface des lymphocytes T, suite a une forte activation, lors de la
phase effectrice. Ainsi, 'absence d’augmentation du FSC et de I'expression de la
Nrp1 & la surface des lymphocytes T CD25" dans les organes lymphoides
secondaires, proviendraient du fait que ces organes sont des lieux de faible
activation des lymphocytes T, car essentiellement consacrés a la différenciation de
ces derniers. En effet, au contact de l'antigene, les lymphocytes T naifs vont se
différencier soit en TCM et Tfh qui resteront dans les organes lymphoides
secondaires, soit en T effecteurs et TEM qui migreront en périphérie pour servir de
sentinelles. Lors de leur deuxieme rencontre avec l'antigene en périphérie, il se
produira une forte activation des TEM, aboutissant a une augmentation sur ces
cellules du CD25, du FSC et de la Nrp1. En revanche, au niveau des organes
lymphoides secondaires, cette deuxiéme rencontre avec I'antigéne provoquera une
plus faible activation des TCM qui se différencieront en lymphocytes T effecteurs ou
en TEM avant de migrer vers la périphérie (Sallusto et al., 2004). Ceci expliquerait
donc pourquoi les lymphocytes T activés des organes lymphoides secondaires
n'expriment pas la Nrp1. Par ailleurs, I'observation d’'une forte expression de la Nrp1
in vitro est trés certainement corrélée a la force du signal d’activation induit via la
stimulation du TCR, qui est beaucoup plus forte in vitro qu’in vivo. Finalement, nous
pouvons affirmer que la Nrp1 est un marqueur d’activation des lymphocytes T au

niveau des sites d’'inflammations périphériques.
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L’expression de la Nrp1 sur les Tth semble suivre le méme schéma. En effet,
la premiére rencontre avec I'antigéne entraine la différenciation des lymphocytes T
naifs en Tfh qui vont exprimer le CXCRS5 pour se localiser au niveau des centres
germinatifs. Puis, a ce niveau, la deuxiéme rencontre avec I'antigéne, présenté par le
CMH des lymphocytes B (Fazilleau et al., 2009a; Yu and Vinuesa, 2010), induit alors
I'expression de la Nrp1, confortant ainsi notre hypothése proposant la Nrp1 comme

un marqueur de la phase effectrice des lymphocytes T (Figure. 23).

Organe lymphoide secondaire

Activation Il:
J phase effectrice

- @2

Activation II:

phase effectrice :Ac_tivatic_m.l:
- Différenciation

TTEM
CD25* Nrp1*

Tissu: inflammation périphérique

TEM Lymphocyte T naif

Figure. 23. Schéma de I'expression de la Nrpl sur les lymphocytes T chez I’homme.

L’expression de la Nrp1 est essentiellement retrouvée lors de la phase effectrice.

Cependant il existe des différences entre I'expression de la Nrp1 a la surface
des Tfh et a la surface des lymphocytes T effecteurs. En effet, alors que les Tfh, au
contact des lymphocytes B, ne proliferent pas et n’expriment pas le CD25, les
lymphocytes T effecteurs, au contraire, proliféerent et expriment le CD25 au contact
des cellules dendritiques (DC). Pour les lymphocytes T effecteurs la stimulation du
TCR via l'anti-CD3 et la signalisation de la molécule de costimulation CD28 sont
suffisantes pour induire I'expression de la Nrp1. En revanche, pour les Tfh, la

molécule de costimulation impliquée dans I'expression de la Nrp1 a leur surface n’est
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a ce jour pas encore clairement établie, bien que certaines études aient commencé a
suggérer un possible réle d'ICOS, comme discuté plutét. CD28 et ICOS sont des
molécules de costimulation des lymphocytes T, cependant, contrairement au CD28,
la signalisation d'ICOS ne permet pas d’induire la production de I'lL-2, indispensable
a la prolifération des lymphocytes T activés via leur expression de CD25 (van Berkel
and Oosterwegel, 2006). Ceci pourrait donc expliquer I'association de I'expression du
CD25 et de la Nrp1 a la surface des lymphocytes T effecteurs activés en présence

de la signalisation du CD28.

Nous montrons que les lymphocytes T effecteurs Nrp1* sont sensibles a
'apoptose et n‘ont pas la capacité de proliférer en réponse a une stimulation du
TCR, et qu’ils ne produisent pas ou peu d’IL-21. Ces observations suggerent que ces
cellules auraient recu des signaux négatifs les empéchant de répondre normalement.
Nous émettons ainsi I'hypothése que la Nrp1 participerait activement a la régulation
de l'activité des lymphocytes T. De plus, il est déja montré que I'absence de la Nrp1
ou I'absence de rétro contréle via la Sema-3A favorisent une hyperactivation des
lymphocytes T (Catalano, 2010; Lepelletier et al., 2006; Solomon et al., 2011;
Yamamoto et al., 2008). Ainsi, une forte activation des lymphocytes T (effecteurs ou
Tfh) induirait I'expression de la Nrp1 sur les cellules les plus activées afin de les
rendre sensibles a la Sema-3A ou au TGF-$, et ainsi bloquer leur expansion. Il serait
donc intéressant de connaitre les effets d’'une surexpression de la Nrp1 a la surface
des lymphocytes T afin d’évaluer son rbéle dans le contrble de I'activation de ces

cellules.
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L’acide rétinoique (ATRA) : inducteur de la Nrpl et potentiel immunorégulateur

Il a été intéressant d’'observer que 'ATRA posséede un fort potentiel d’induction
d’expression de la Nrp1 a la surface des lymphocytes T, sans pour autant induire
'expression de Foxp3. Ce constat suscite des interrogations et ouvre des
perspectives sur le potentiel immunorégulateur de 'ATRA, et I'implication de la Nrp1

dans ce mécanisme.

L’ATRA ou all-trans retinoic acid, est le produit final du métabolisme de la
vitamine A décrite comme importante pour le bon fonctionnement de I'immunité. Le
défaut en vitamine A provoque un mauvais contrble des infections avec une
augmentation de l'inflammation aussi bien chez la souris que chez ’'homme (Semba,
1994; Wiedermann et al., 1996). La vitamine A est présente dans le sang et dans le
foie sous forme de rétinol ou de rétinyl ester respectivement. Ses précurseurs sont
catalysés par les enzymes rétinol déshydrogénases de type alcool déshydrogénase
(ADH) pour donner le rétinal. Ce dernier est ensuite transformé en acide rétinoique
(dont 'ATRA) par les aldéhydes déshydrogénases (ALDH) et ce de maniére
irréversible. L’ATRA se lie alors aux CRABP (cellular retinoic acid binding protein)
pour étre directement présenté aux récepteurs nucléaires des acides rétinoiques
(RARs). Ce complexe joue le role de facteur de transcription en se fixant
spécifiqguement a une séquence ADN du génome. |l existe trois membres de RAR : le
RARa, le RARp et le RARy (Pino-Lagos et al., 2008).

En immunologie, au niveau cellulaire, 'ATRA agit a différents niveaux
notamment sur la maturation des cellules dendritiques (DC), le homing des

lymphocytes T, 'induction de Treg Foxp3™ et le contréle des lymphocytes T.

L’ATRA a la capacité d’'induire la maturation des DC en présence de cytokines
pro-inflammatoires. En I'absence de ces cytokines, 'ATRA exerce plutbét des effets
pro-apoptotiques (Geissmann et al., 2003). L’ATRA est aussi décrit pour favoriser le
homing des lymphocytes T vers l'intestin. En effet, la différenciation des DC induite
en sa présence, favorise I'émergence de DC « des muqueuses », produisant du
TGF-B et de I'lL-6, qui permettent I'acquisition des récepteurs de homing pour
I'intestin, CCR9 et l'intégrine a4p7, a la surface des lymphocytes T (Saurer et al.,
2007). L’ATRA peut étre produit par les DC de l'intestin et agir directement sur les

lymphocytes T pour induire les expressions de CCR9 et d’intégrine a4p7 (lwata et
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al., 2004). De méme, in vitro, 'ATRA induit 'expression de CCR9 a la surface des
lymphocytes T et, bien que I'expression de la Nrp1, au niveau des amygdales et des
sites d’'inflammations périphériques exclut I'hypothése d’une expression exclusive de
la Nrp1 par les lymphocytes T ayant un homing pour lintestin, nous nous
interrogeons sur les possibles effets que ’ATRA pourrait exercer sur I'expression de
la Nrp1 a la surface de ces lymphocytes T. A ce niveau, une observation semble
intéressante, car L’ATRA provoque la production de TGF-B par les DC, mais
également par les FDC des plaques de Payer favorisant ainsi la production d’IgA par
les lymphocytes B (Saurer et al., 2007; Suzuki et al., 2010). Rappelons que la Nrp1 a
eté décrite comme capable de fixer le TGF-B afin de le présenter a d’autres types
cellulaires (Glinka and Prud’homme, 2008). Ainsi, le TGF-B pourrait étre présenté
aux lymphocytes B par les Tth via la Nrp1 pour favoriser et augmenter la production
d’IgA.

|l est aussi décrit que I'ATRA favorise la différenciation des iTreg Foxp3®. En
effet, in vitro, les lymphocytes T naifs peuvent étre différenciés en iTreg Foxp3® en
présence d’ATRA et de TGF-B (Schambach et al., 2007). Cependant, cet effet serait
dd a la capacité de 'ATRA a sensibiliser les lymphocytes T au TGF- et a inhiber la
production d’autres cytokines telles que I'lFN-y et I'lL-17 (Mucida et al., 2007; Nolting
et al., 2009). De plus, in vivo, dans un model d’EAE (encéphalite auto-immune
expérimentale) 'ATRA ne semble pas favoriser 'émergence des Treg mais inhibe la
production d’lIL-17 (Xiao et al., 2008). Par ailleurs, nous n’avons pas observé
d’augmentation de I'expression de Foxp3 par les lymphocytes T activés in vitro en

présence d’ATRA seul.

D’autres études montrent également une implication directe de 'ATRA sur le
contréle des lymphocytes T. Des travaux effectués sur des souris traitées avec de
I’ATRA ont permis de mettre en évidence des effets bénéfiques de ce dernier dans le
contréle de diverses maladies auto-immunes telles que I'uvéorétinites auto-immunes
expérimentales (Keino et al., 2010), le lupus érythémateux (Kinoshita et al., 2003;
Perez de Lema et al., 2004) ou encore l'arthrite rhumatoide (Nozaki et al., 2006), et
ce, grace a une diminution de production d'IFN-y et/ou d’IL-17. Ces études montrent
ainsi que '’ATRA peut avoir une action directe sur les lymphocytes T et inhiber leurs

actions pro-inflammatoires.
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Dans des modéles murins, l'inhibition de la Nrp1 a la surface des lymphocytes
T provoque une augmentation de I'auto-immunité (Solomon et al., 2011; Yamamoto
et al., 2008). Ainsi, I'induction de la Nrp1 pourrait étre une solution pour freiner cette
hyperactivité observée dans l'auto-immunité. L’ATRA semblerait étre un bon
candidat car il permet non seulement d’induire des expressions importantes de Nrp1
au cours de l'activation des lymphocytes T, mais participe en plus activement au
contrdle du développement des maladies auto-immunes. Il serait donc intéressant
d’évaluer la place centrale de la Nrp1 dans le mécanisme régulateur de 'ATRA.
Nous pouvons ainsi imaginer que 'ATRA induirait I'expression de la Nrp1 au cours
de lactivation des lymphocytes T, sensibilisant alors ces cellules aux facteurs
immunorégulateurs tels que le TGF-p et la Sema-3A, et inhibant par ailleurs leurs

productions en cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y et I'lL-17.

Au niveau des Tfh, il est aussi possible que 'ATRA agisse de la méme
maniére. En effet, TATRA a la capacité de diminuer 'auto-immunité chez les souris
présentant un lupus érythémateux ou une arthrite rhumatoide, qui sont des
pathologies associées a la présence d’auto-anticorps et a une forte activité des Tfh
(Simpson et al., 2010). Dans ces deux cas I'ATRA diminue la présence d’auto-
anticorps et nous pouvons imaginer une action directe de celui-ci sur les Tfh. Ainsi,
tout comme sur les lymphocytes T activés, il serait intéressant d’évaluer l'influence
directe de I'ATRA sur les Tfh et notamment sur I'expression de la Nrp1, de méme

que ses effets sur la survie et la différenciation des lymphocytes B.
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) Limplication du CD25 dans le maintien de I’homéostasie des

lymphocytes T chez I’lhomme

Cette étude fut limitée par la rareté des mutations homozygotes chez
'homme, et par conséquent, des prélévements obtenus. Cependant, nous avons
étendu au maximum notre étude afin de comprendre le niveau d’'implication du CD25

dans le maintien de 'homéostasie des lymphocytes T chez ’homme.

Tout d’abord, nous constatons que l'absence en CD25 n’empéche pas
'expression de Foxp3. Cependant, nous remarquons un réel déséquilibre des
populations Treg lorsque nous utilisons la délimitation des populations Foxp3*
proposée par Miyara et al (Miyara et al., 2009). En effet, les trois patients présentent
un nombre de Treg naifs (Foxp3™ CD45RA") trés significativement diminué, mais un
taux de Treg effecteurs, exprimant fortement le Foxp3 (Foxp3™"), plus ou moins
normal. |l peut donc paraitre surprenant de retrouver un taux normal de lymphocytes
T exprimant le Foxp3 chez ces patients, mais ceci pourrait s’expliquer par la
contamination d’une population non-Treg Foxp3®, correspondant a la population
productrice de cytokines pro-inflammatoires non régulatrice décrite par Miyara et al.
De plus, 'augmentation d’IFN-y dans la population Foxp3®™ chez le patient 4 (P4)
rejoint et conforte cette hypothése. Cette observation révéle une augmentation de la
proportion de lymphocytes T effecteurs Foxp3™ chez ces patients, témoignant d’une
activité du systeme immunitaire, probablement auto-immune, et démontre
I'impossibilité d’utiliser seulement Foxp3 pour caractériser les Treg. Concernant les
Treg, nous pouvons dores et déja affirmer que le CD25 est indispensable au
maintien de cette population chez 'homme, et plus particuliérement de la population
de Treg naifs. De plus, le fait d’'observer chez ces patients des Treg effecteurs,
décrits comme provenant de la différenciation des Treg naifs aprés activation,
suggere que I'absence de CD25 n‘empéche pas la différenciation ni I'activation des

Treg.

Quelle peut-étre l'origine de ce déséquilibre ? Chez ces patients, il existe
probablement un défaut de renouvellement de la population Treg et nous pouvons
eémettre deux hypothéses sur I'origine de ce phénomene. Venken et al montrent dans

leur étude que la diminution des Treg naifs chez les patients atteints de sclérose en
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plagues est la conséquence d’'un défaut de production thymique (Venken et al.,
2008) et nous pouvons supposer le méme phénomeéne en l'absence de CD25.
Cependant, il aurait fallu mesurer I'expression du CD31 sur les lymphocytes T naifs
afin de caractériser les lymphocytes T récemment émigrés du thymus pour valider
cette hypothese (Kilpatrick et al., 2008; Kohler and Thiel, 2009). Par ailleurs, la
diminution des Treg naifs peut aussi étre la conséquence d’'un défaut de survie de
ces cellules en absence du CD25, ce qui expliquerait alors l'absence de
renouvellement de cette population. En effet, il est possible que dans un contexte
auto-immun I'’hyperactivation des Treg, pour controler les clones auto-réactifs,
provoque la différenciation des Treg naifs en Treg effecteurs, et que I'absence du
CD25 entraine une mort précoce de ces cellules, aboutissant alors a I'épuisement
des Treg totaux, caractérisé par un faible taux de Treg naifs mais sans augmentation
des Treg effecteurs. Il serait donc intéressant d’étudier in vitro la capacité de survie
des Treg naifs et effecteurs humains en présence d’IL-2, et d’évaluer son rdle au
cours de l'activation des Treg naifs, afin de mieux comprendre a quels niveaux le

CD25 et I'lL-2 sont impliqués dans 'lhoméostasie des Treg.

L’apparition de symptdbmes auto-immuns séveres, de type IPEX chez les
patients atteints de mutations sur le géne IL2RA, suggére un réle central des Treg
dans le développement de cette pathologie. En effet, les patients classiquement
atteints du syndrome IPEX présentent des mutations sur le géne FOXPS3,
généralement associées a un défaut qualitatif et/ou quantitatif en Treg totaux
(Bacchetta et al., 2006; Fuchizawa et al., 2007). Cependant, les patients analysés
dans notre étude présentent exclusivement un défaut en Treg naifs et nous pouvons
suspecter que cette population naive jouerait un role central dans le contréle de

I'auto-immunité.

L’auto-immunité étant provoquée par I'apparition de clones lymphocytaires T
auto-réactifs, il était donc intéressant d’étudier les variations de ’homéostasie des
lymphocytes T en absence du CD25. Il est observé chez ces patients une diminution
en lymphocytes T naifs, particulierement prononcée pour les lymphocytes T CD4, et
une augmentation des T effecteurs, associée a une accumulation des cellules
productrices d’'IFN-y chez le patient 4. De plus, les lymphocytes T CD4 de ces

patients présentent une accumulation de cellules en prolifération exprimant le Ki67. Il
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est aussi observé une diminution du compartiment CD4 au sein des lymphocytes T
CD3".

La cause de la diminution en lymphocytes T naifs peut étre de diverses
origines. Elle peut étre la conséquence d’'une absence de Treg, qui ne contrbleraient
plus une hyperactivation des lymphocytes T naifs, comme observée et suggérée
chez les patients présentant des mutation du géne FOXP3 (Costa-Carvalho et al.,
2008) ou chez un patient présentant une entéropathie auto-immune (Zuber et al.,
2007). Inversement, il est aussi possible que la diminution en lymphocytes T naifs, la
lymphoprolifération et I'accumulation en Ilymphocytes T effecteurs soient
indépendantes des Treg. En effet, divers événements peuvent provoquer la
diminution en lymphocytes T naifs, tel qu'un épisode lymphopénique (LIP =
lymphopenia induced proliferation) ou un environnement particulier en cytokines (CIP
= Cytokine induced proliferation) (Datta and Sarvetnick, 2009). La LIP peut étre la
conseéquence d’un défaut de production thymique qui aboutit a la prolifération des
lymphocytes T naifs sur des auto-antigénes et a 'accumulation de lymphocytes T
effecteurs, comme observé chez les patients atteints d'immunodéficience
(Giovannetti et al., 2007). Bien que I'hypothése d’un défaut de production thymique
ne soit pas exclue chez les patients mutés sur le géne de I'lL2RA, il est fortement
possible que la lymphoprolifération et 'accumulation des lymphocytes T effecteurs
meémoires observées, soient la conséquence d'une sensibilité particuliere des
lymphocytes T a I'lL-15 a défaut de I'lL-2, et correspondraient alors a une CIP. En
effet, en 'absence du CD25, il est probable que I'lL-15 utilise le récepteur IL2Ry pour
induire I'activation des lymphocytes T. Ceci serait en accord avec les observations in
vitro qui montrent une prolifération normale des lymphocytes T du patient 4 en
présence d’IL-15, et expliquerait 'accumulation de lymphocytes T effecteurs en
absence du CD25. Dans ces deux cas, la lymphoprolifération des lymphocytes T

peut étre a I'origine de I'auto-immunité et de la diminution en Treg.

Finalement, deux scénarios sont possibles pour comprendre l'influence du
CD25 sur 'homéostasie des lymphocytes T. Premierement, le défaut en Treg naif
serait a I'origine de I'expansion des clones auto-immuns et de la lymphoprolifération.
Ou, deuxiemement, la lymphoprolifération des lymphocytes T, responsable de I'auto-

immunité, provoquerait I'épuisement des Treg d0 a un défaut de survie, et

143



amplifierait 'accumulation des symptémes auto-immuns. Ces deux événements sont

difficilement dissociables I'un de 'autre.

Cependant, chez les patients IPEX, ayant des mutations sur le géne FOXP3,
le développement des maladies auto-immunes leur est rapidement fatal et les Treg
occupent une place centrale lors ce phénomeéne. Par ailleurs, les patients CD25-
déficients développent également des maladies auto-immunes, suggérant une
implication des Treg, mais décédent généralement a la suite de maladies
infectieuses. Chez les patients déficients pour le CD25 laugmentation de la
population CD8 TEMRA, contenant la majorité des clones anti-CMV, suggere une
activité du systeme immunitaire pour contrdler le virus mais ne permet pas son
élimination. Ceci montre que le CD25 et I'lL-2 jouent des rdles non négligeables
dans l'acquisition par les lymphocytes T d’'une mémoire et d’'une capacité a éliminer
les pathogenes, tels que le CMV. Comme chez la souris, le CD25 semble aussi
influencer le systéeme immunitaire humain a différents niveaux aussi bien sur le
compartiment Treg que sur les lymphocytes T effecteurs (D'Cruz and Klein, 2005;
Pipkin et al., 2010).
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Résumé

La neuropiline 1 (Nrp1) est une protéine transmembranaire impliquée dans la
formation du systéme nerveux et dans I'angiogénése, mais aussi dans le contréle de
la prolifération des lymphocytes T en immunologie. Cependant, peu d’études ont été
réalisées chez 'homme pour déterminer dans quelle(s) situation(s) la Nrp1 est
exprimée par les lymphocytes T. Nous montrons que la Nrp1 est spécifique de
'activité des lymphocytes T folliculaires helper (Tfh) au niveau des organes
lymphoides secondaires et des les lymphocytes T effecteurs, au niveau des sites
d’'inflammations périphériques, mais est absente a la surface des lymphocytes T
régulateurs. Dans les deux cas, cette expression survient en fin d’activation et
servirait de frein a une activation incontrélée des lymphocytes T.

D’autre part, seuls deux cas de déficience en CD25, associés a des maladies
auto-immunes, ont été décrits chez 'homme. Cependant, ces études n’ont pas
abordé a quel niveau le CD25 intervient sur 'lhoméostasie des lymphocytes T. Nous
complétons ces études par la présentation de trois nouveaux cas et montrons que le
CD25 intervient activement dans le maintien des populations Treg naives et
effectrices, mais aussi dans celui des populations lymphocytaires effectrices
mémoires.

Mots-clés : neuropiline - récepteur alpha a l'lL-2 - lymphocyte T — homéostasie -
lymphocyte T folliculaire auxiliaire - lymphocyte T régulateur.

Abstract

“Neuropilin 1 and IL-2 receptor alpha (CD25): expression and implication in normal
or pathologic human T cell homeostasis.”

Recent studies have shown the involvement of neuropilin 1 (Nrp1) in the
control of T cell activation. However, few studies have been conducted in humans to
determine when Nrp1 is expressed by T cells. Here we show that Nrp1 is expressed
by effector T cells after engagement with antigen, either in secondary lymphoid
organs for follicular helper T cells (Tth) interacting with B cells, either in peripheral
inflammation for effector memory T cells (TEM), but is not express by regulatory T
cells. We conclude that this expression corresponds to a level of late activation in
both cases and may control T cell activation.

The study in mice il2ra’ revealed a significant role of IL-2 receptor alpha
(CD25) for the survival of Treg in vivo, but also for the differentiation of memory T
cells. Only two cases of CD25 deficiency associated with autoimmune diseases have
been described in humans. However, these studies do not assess at what level
CD25 is involved in T cell homeostasis. Here we provide further insight of these
studies by presenting three new cases of CD25 deficiency developing autoimmune
diseases like IPEX. We show that CD25 plays an active role to maintain naive and
effector Treg cell populations of, and effector memory T cell populations.

Keywords: neuropilin - IL-2 receptor alpha - T cell — homeostasis - follicular helper T
cell - regulatory T cell.

Thése préparée dans l'unité du CNRS UMR 8147 « Cytokines, hématopoiése et
réponse immune ». Hopital Necker, 149 rue de Sévres, 75015 Paris.
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