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Au XVllIe siecle, alors que des épidémies de variole font des milliers de victimes, le
médecin Anglais Edward Jenner fait I’observation que des fermiers en contact régulier avec le
virus de la vaccine (VV) ne sont jamais infectés par le virus de la variole. En 1796, il
démontre que I’inoculation volontaire de pus provenant de plaies induites par VV protege
I’organisme humain de la variole. Ce fut la premiére mise en évidence d’une propriété
fondamentale du systéme immunitaire adaptatif, la mémoire immunitaire, qui sera plus tard
exploitée par Louis Pasteur pour développer le principe de la vaccination. Par définition, la
mémoire immunitaire est la capacité du systtme immunitaire a répondre plus rapidement et
plus efficacement aux pathogeénes avec lesquels il a déja été en contact afin de les empécher
de causer a nouveau la maladie. Cette réponse immunitaire améliorée est permise grace a la
génération de cellules mémoires lors d’un premier contact avec un agent pathogéne. Ces
cellules mémoires possedent en effet un grand nombre de caractéristiques spécifiques leurs
permettant de réagir plus rapidement et plus efficacement lors d’un second contact avec le
méme agent pathogéne. Bien que le contact préalable avec un agent pathogéne soit un
prérequis essentiel a I’établissement de la mémoire immunitaire, de trés nombreuses études
rapportent que des cellules immunitaires possédant des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles de cellules mémoires sont générées en absence apparente d’infection par un
pathogéne ou de transformation tumorale. Ce phénomeéne paradoxal est particuliérement bien
documenté au sein de la population de lymphocytes T (LT) CD8. En effet, ces LT CD8
mémoires dits innés sont générés dans des conditions physiologiques. La population de LT
CD8 mémoires est donc une population de cellules hétérogéne, composée de deux classes de
cellules mémoires. D’une part, les LT CD8 mémoires conventionnels générés lors d’une
réponse primaire contre un pathogéne ou une tumeur. D’autre part, les LT CD8 mémoires
innés générés en absence apparente de la reconnaissance d’antigénes dérivés de pathogenes

ou de cellules tumorales.

Au cours de cette introduction bibliographique, nous développerons les deux grands
mécanismes identifiés a ce jour permettant la génération de LT CD8 mémoires. Une
comparaison des propriétés phénotypiques et fonctionnelles décrites pour chacune de ces

classes de cellules mémoires sera également proposée.
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Figure 1: TCR formé par recombinaisons aléatoires entre différents segments géniques.
Schéma représentant la structure d'un TCRaf, lié a un complexe CMH-l/antigéne (Ag). Chaque
chaine est composée d'une partie constante (Ca et CR) et d’'une partie variable (Va et V). C’est la
partie variable de chaque chaine qui détermine la spécificité antigénique du TCR. Cette partie variable
est formée par recombinaison aléatoire entre différents segments géniques. Pour la chaine a, la
recombinaison VJ permet de réarranger aléatoirement un des 70 segments V et un des 60 segments
J présents au niveau du locus codant pour cette chaine a. Pour la chaine 3, la recombinaison VDJ
permet de réarranger aléatoirement un des 50 segments V, un des 2 segments D et un des 12
segments J présents au niveau du locus codant pour cette chaine . Ce processus de recombinaison

dépend de I'activité des recombinases RAG1 et RAG2 (non montrées sur ce schéma).
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1. Les LT CD8 naifs, précurseurs des LT mémoires.

A. Génération et maturation

Toutes les cellules du systtme immunitaires proviennent de la différenciation de
cellules souches hématopoiétiques (CSH). Le lignage lymphoide est déterminé tres tot par une
premiere différenciation des CSH en progéniteur lymphoide commun (PLC). La génération
des LT a lieu dans le thymus. Ainsi, certains PLC migrent depuis la moelle osseuse vers le
thymus pour subir une étape de maturation (Baba et al., 2004). Au cours de ce processus, les
thymocytes immatures subissent plusieurs étapes de différenciation, identifiées par
I’expression de différentes molécules au niveau de la membrane plasmique, notamment les
co-recepteurs CD4 et CD8. En pénétrant dans le thymus, les thymocytes immatures
n’expriment aucun des ces co-recepteurs, on parle alors de stade de différenciation double

négatif (DN).

1. Génération du récepteur antigénique des LT

Lors du stade DN, les thymocytes commencent a exprimer les génes codants pour le
récepteur antigénique des LT, appelé TCR (T Cell Receptor). Le TCR permet aux thymocytes
qui ’expriment de reconnaitre spécifiquement des antigenes associés a une molécule de CMH
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité). Le processus de génération particulier de ce
récepteur antigénique permet de produire une trés grande diversité de TCR, chacun ayant sa
propre spécificité antigénique. On distingue plusieurs type de TCR : les TCR formés d’une
chaine a et d’une chaine B (TCRop) et les TCR formés d’une chaine y et d’une chaine 6
(TCRyd). Pour plus de clarté, nous parlerons a présent uniquement des LT exprimant un
TCRop, ces cellules représentant la grande majorité des LT périphériques. Chaque chaine du
TCRop est constituée d’une partie constante et d’une partie variable. La partie variable,
impliquée dans la reconnaissance de 1’antigéne, est formé par un processus de recombinaisons
aléatoires entre plusieurs segments géniques (V, D et J pour la chaine B et V et J pour la
chaine o) sous contrdle des recombinases RAG1 et RAG2 (Figure 1) (Abbey and O'Neill,
2008). Ainsi, chaque TCR formé via ce processus de recombinaison aléatoire est unique et
posseéde sa propre spécificité antigénique, permettant au thymocyte qui ’exprime de
reconnaitre un nombre limité d’antigénes, présentés en association avec une molécule de

CMH. Une fois I’expression du TCR achevée, les thymocytes expriment les deux co-
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récepteurs CD4 et CD8, on parle alors de stade double positif (DP). La population de
thymocytes DP (composée de plusieurs millions de cellules) exprime donc une trés grande
diversité de TCR, lui permettant de reconnaitre un trés grand nombre d’antigenes différents.
Cette population est qualifiée de polyclonale (multiples clones exprimant un TCR différent) et
son répertoire TCR diversifi¢ permet la reconnaissance d’une grande diversité d’antigenes.
Cette tres grande diversité du répertoire TCR est essentielle pour garantir la reconnaissance

spécifique de n’importe quel antigéne auquel I’organisme pourrait étre confronté.

Les antigénes reconnus spécifiquement par le TCR se présentent sous forme de
peptides d’environ 9 a 15 acides aminés en moyenne, chargés au niveau d’un sillon de liaison
au peptide sur des molécules de CMH. On distingue deux catégories d’antigéne reconnu par
le TCR. Les antigeénes du soi, provenant de protéines propres a I’organisme, et les antigénes
du non soi, provenant d’agents pathogeénes tels que les virus, bactéries et parasites mais
également de cellules tumorales (on parle alors de soi modifi¢). Néanmoins, la reconnaissance
de chacune de ces deux catégories d’antigene ne doit pas avoir la méme conséquence sur le
LT. En effet, la reconnaissance d’un antigéne du non soi doit conduire a ’activation du LT et
ainsi au déclenchement d’une réponse immunitaire adaptative. A D’inverse, méme si la
reconnaissance d’antigénes du soi est cruciale pour la survie des LT matures comme nous le
verrons plus tard, cette reconnaissance ne doit pas conduire a 1’activation du LT, sous peine
de développement de pathologies auto-immunes. Pour cette raison, chaque thymocyte DP
subit une étape de sélection thymique, véritable contréle qualité de leur TCR nouvellement

formé.

2. La sélection thymique

Le processus de sélection thymique est organisé en deux phases. La premiére phase,
appelée sélection positive, a lieue au niveau du cortex thymique. Le but de cette étape de
sélection positive est de conserver uniquement les thymocytes exprimant un TCR fonctionnel
capable de reconnaitre un antigéne du soi associ¢ a une molécule de CMH. En effet, tous les
réarrangements conduisant a la formation d’un TCR ne sont pas productifs et de nombreux
TCR formés ne sont ainsi pas capables de reconnaitre spécifiquement les antigenes du soi. La
sélection positive est réalisée par les cellules épithéliales thymiques corticales (cTEC) qui
présentent aux thymocytes des antigénes du soi en association avec des molécules du CMH.
La reconnaissance spécifique d’un complexe CMH/antigéne du soi induit la génération d’un

signal de survie pour les thymocytes. Ainsi, seuls les thymocytes possédant un TCR
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. Thymocytes éliminés par négligence (sélection positive)
[] Thymocytes sélectionnés

. Thymocytes eéliminés (sélection négative)

Mombre de thymocytes

Réactivité contre antigénes du soi

Figure 2 : Sélection thymique conservant uniquement les thymocytes capables de reconnaitre
les antigénes du soi tout en les tolérant.

Graphique représentant I’évolution du nombre de thymocytes en fonction de leur réactivité contre des
antigénes du soi. La majorité des thymocytes (aire bleue) posséde une trés faible réactivité vis a vis
des antigénes du soi. Cette faible réactivité ne permet pas la réception de signaux de survie via le
TCR. Ces thymocytes sont donc éliminés par négligence lors de la sélection positive. Parmi les
thymocytes sélectionnés positivement, certains ont une réactivité trés forte contre les antigénes du soi
(aire rouge). Ces thymocytes dits auto-agressifs sont éliminés par sélection négative. Ainsi, seule une
minorité de thymocytes (aire blanche) est conservée a I'issue du processus de sélection thymique.
Ces thymocytes sont capables de reconnaitre des antigénes du soi, mais cette reconnaissance ne

délivre pas un signal TCR suffisamment fort pour activer ces cellules. On parle de tolérance centrale

au soi.
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fonctionnels survivront, les autres seront ¢liminés par apoptose. On parle de mort par
négligence (Figure 2) (Surh, 1994; Klein et al., 2014). La fin de la phase de sélection positive
est marquée par la down-régulation de I'un des deux co-récépteurs. La détermination du
lignage adopté dépend entre autre de la molécule de CMH reconnu par le TCR du thymocyte.
Il existe deux classes de CMH : le CMH-I, exprimé par toutes les cellules nucléés de
I’organisme, et le CMH-II, exprimé uniquement par un petit groupe de cellules, appelées
cellules présentatrices d’antigéne (APC) dont font partie les ¢cTEC. Ainsi, les thymocytes
reconnaissant des complexes CMH-II/antigéne du soi expriment le co récepteur CD4 (on
parle alors de stade de différenciation simple positif (SP)) tandis que les thymocytes
reconnaissant des complexes CMH-I/antigéne du soi expriment le co récepteur CDS. La
fixation du lignage CD4 ou CDS est un phénomeéne complexe régulé par la durée du signal
TCR, I’expression différentielle de nombreux facteurs de transcription, tels que Runx3, Th-
POK, TOX, Gata 3, ainsi que des signaux environnementaux, tels que le signal délivré par

I’interleukine 7 (IL-7) (Singer et al., 2008).

En plus de sélectionner uniquement les thymocytes possédant un TCR fonctionnel
capable de reconnaitre un complexe CMH-antigéne du soi, le systétme immunitaire doit
¢galement éliminer les thymocytes dit auto-agressifs dont le TCR posséde une haute affinité
pour les complexes CMH/antigéne du soi (Figure 2). En effet, I’engagement du TCR de LT
auto-agressifs matures par un complexe CMH/antigéne du soi conduirait a I’activation de ces
cellules et au développement de pathologies auto-immunes. Ainsi, les thymocytes SP
sélectionnés positivement migrent vers la zone médullaire du thymus pour subir I’étape de
sélection négative, également appelée tolérance centrale. Au cours de ce processus, de tres
nombreux antigenes du soi associés a des molécules de CMH-I et II seront présentés aux
thymocytes par différentes populations d’APC notamment les cellules épithéliales thymiques
médullaires (mTEC) et les cellules dendritiques (DC). Ces populations cellulaires thymiques
présentent la particularité d’exprimer des antigénes du soi dont 1’expression est normalement
restreinte a d’autres tissus. Il a été démontré que I’expression de ces tissue restricted antigen
(TRA) par les mTEC dépend du facteur de transcription autoimmune regulator (AIRE),
induisant la transcription de génes normalement inhibés (Yin and Steitz, 2002). Plusieurs
études suggerent que la présentation de TRA par les DC est permise par le transfert de ces

antigénes depuis les mTEC (Millet et al., 2008; Koble and Kyewski, 2009).

Au cours de la sélection négative, la majorité des thymocytes SP reconnaissant les
complexes CMH/antigéne du soi avec une forte affinité seront ¢liminés par apoptose ; on
parle de délétion clonale (Figure 2) (Klein et al., 2014; Kisielow et al., 1988; Kappler et al.,

1987). A I'inverse, les thymocytes SP reconnaissant ces complexes CMH/antigéne du soi
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Expression

Marqueurs Fonction LT CD8 naif LT CD8 mémoire
CD44 Récepteur de I'acide hyaluronique lo hi
CXCR3 Récepteur des chimiokines CXCL9/10/11 lo hi
CD122 Chaine B du récepteur a I'lL-2 et a I'lL-15 lo hi
Ly6C Glycoprotéine a ancre GPI lo hi
CD62L L-sélectine + +/-
LFA1 Intégrine + ++
CCR5 Récepteur des chimiokines CCL3/4/5 - +
CD127 Chaine a du récepteur a I'lL-7 hi hi

Tableau 1 : Principaux marqueurs mémoires.

Tableau présentant une liste non exhaustive des principaux marqueurs phénotypiques utilisés pour

distinguer les LT CD8 mémoires des LT CD8 naifs (- : absence d’expression, + : expression). Pour un

certain nombre de ces marqueurs, c’est le niveau d’expression (lo : faible, hi: forte) qui permet de

distinguer les populations de LT CD8.
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avec une faible affinité survivent et quittent le thymus pour rejoindre les organes lymphoides
secondaires. Ces cellules se différencient alors en LT CD4 ou CD8 matures (Hogquist et al.,
2015). Il est important de noter que le processus de sélection négative est malgré tout
imparfait. En effet, certains thymocytes potentiellement auto-agressifs ne sont pas éliminés et
se différencient en LT matures en périphérie. Ainsi, un processus de tolérance périphérique
est mis en place par le systéme immunitaire afin de prévenir le développement de pathologies
auto-immunes. Cette tolérance périphérique est entre autre assurée par les LT régulateurs

(LTreg). Plusieurs sous-populations de LTreg ont ét¢ identifiées :

* Les LTreg CD4, caractérisés par I’expression du facteur de transcription FoxP3 et la
chaine a du récepteur a I’IL-2 (CD25). Au sein de cette population, on distingue les
LTreg naturels, générés au niveau du thymus lors de la sélection négative, et les LTreg
induits, générés en périphérie via une stimulation du TCR associée a une stimulation
par I'IL-2 et le TGFP (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009).

* Les LTreg CDS, caractérisés par 1’expression de la chaine f du récepteur a I’'lL-15
(CD122) et des récepteurs inhibiteurs Ly49. Les mécanismes controlant la génération

de ces cellules demeurent cependant inconnus (Kim et al., 2011; Liu et al., 2015).

Les fonctions immunosuppressives des LTreg impliquent différents mécanismes, utilisant
notamment la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, I’expression de molécules de
costimulation inhibitrices et I’élimination de cellules immunitaires par cytotoxicité. Ces

différents mécanismes ne seront pas développés au cours de cette introduction.

Les LT matures émigrant du thymus sont dits naifs, car ils n’ont jamais été en contact
avec les antigénes du non soi dont leur TCR est spécifique. Nous verrons plus tard que cette
définition est cependant quelque peu erronée, puisque certains LT CD8 mémoires sont
générés sans avoir €té en contact avec les antigenes du non soi dont ils sont spécifiques. Ainsi,
I’état naif d’un LT CD8 est davantage li¢ a un phénotype caractéristique ainsi qu’a [’absence
de fonctions améliorées spécifiques permettant aisément de les distinguer des LT CDS8

mémoires (Tableau 1) (Veiga-Fernandes et al., 2000).

B. Localisation

Lorsqu’ils émigrent du thymus, les LT CD8 naifs se localisent au niveau des organes
lymphoides secondaires (OLS), tels que la rate, les ganglions lymphatiques et les plaques de

Peyer (au niveau de I’intestin). Blattman et collégues ont pu mettre en évidence que parmi la
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: FRC (noir) et conduits (blanc)
:DC

:LT CD8

: Chimiokines (CCL19/21)

Figure 3 : Migration ordonnée des LT CD8 naifs au sein des ganglions lymphatiques.

Au sein d’'un ganglion lymphatique, les LT CD8 naifs migrent le long de conduits lymphatiques
enveloppés de FRC (Fibroblastic Reticular Cells). Cette migration le long de ces conduits s’explique
notamment par la présence des chimiokines CCL19/21 sur ces structures. Des DC portant des
antigénes associés au CMH-I sont enchassées dans ce réseau de conduits. Ainsi, cette structure
particuliere permet aux LT CD8 naifs de scanner rapidement et efficacement un grand nombre de DC,
augmentant ainsi la probabilité d’identifier celles portant les antigenes dérivés de pathogenes dont ils

sont spécifiques.
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population de LT CDS8 présente chez des souris naives (c’est a dire n’ayant jamais été
immunisées ou infectées délibérément par un pathogene), seules 200 cellules possédent un
TCR spécifique de I’antigene GP33 du virus de la chorio méningite (LCMV) (Blattman et al.,
2002). Ainsi, la localisation anatomique particuliere de ces cellules permet d’augmenter
considérablement la probabilité de rencontre entre un antigéne du non soi et les rares LT CD8

naifs portant le TCR spécifique de cet antigéne (Ldmmermann and Sixt, 2008).

Les LT CDS8 naifs expriment un certain nombre de molécules permettant leur entrée
dans les OLS. L’expression du récepteur de chimiokine CCR7 permet aux LT CD8 naifs de
migrer contre des gradients des chimiokines CCL19 et CCL21. Ces deux chimiokines sont
retrouvées en abondance notamment au niveau des ganglions lymphatiques ou elles sont
produites par les cellules stromales, mais également au niveau du lumen des HEV (High
Endothelial Venules), porte d’entrée des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques
(Bromley et al., 2008). Associ¢ a ’expression de molécules d’adhésion, telles que la L-
selectine et certaines intégrines, notamment 1’intégrine LFA1, ces molécules de homing
permettent aux LT CD8 naifs de traverser 1’endothélium des HEV par diapédese et ainsi

d’accéder au ganglions lymphatiques (Andrian and Mackay, 2000).

Les LT CDS8 naifs ne résident pas dans un OLS en particulier. En effet, ils circulent en
permanence entre les différents OLS via le systéeme lymphatique et sanguin. De méme, au
sein d’un OLS, les LT CD8 naifs ne demeurent pas statiques. Au contraire, afin d’augmenter
la probabilité de rencontre avec les antigénes du non soi dont ils sont spécifiques, les LT CD8
naifs sont extrémement mobiles, effectuant des nombreux mouvements rapides (10 pm/min)
longtemps considérés comme aléatoires. La technologie de la microscopie intravitale a
néanmoins permis d’invalider cette hypothése, démontrant que cette migration est
parfaitement organisée. En effet, I’é¢tude de Bajénoff et collégues démontre trés clairement
que les LT CD8 naifs se déplacent le long de conduits lymphatiques enveloppés de cellules
stromales, notamment des fibroblastes réticulés (Bajénoff et al., 2006). Ces cellules stromales
produisent les chimiokines CCL19 et CCL21, créant ainsi une importante chémo attraction
pour les LT CDS naifs qui se servent alors de ces conduits lymphatiques comme de véritables
rails (Bromley et al., 2008). En parcourant ce réseau de conduits au sein de I’OLS, la
probabilité qu’un LT CDS8 rencontre un des antigénes dont il est spécifique est grandement
augmentée (Figure 3) (Mempel et al., 2006). En effet, des études démontrent qu’entre les
interstices de ces conduits sont localisées des DC qui sont chargées de présenter des
complexes CMH-I/antigéne aux LT CDS8 naifs (Lindquist et al.,, 2004). A [D’état
d’homéostasie, ces cellules sont relativement peu mobiles par rapport aux LT (de 3 a 5

um/min) et interagissent en moyenne avec 500 a 4500 LT en 1h (Bousso and Robey, 2003;
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Miller et al., 2004). Ainsi, le mode de circulation des LT CD8 naifs leur permet de
« scanner » trés rapidement un trés grand nombres de DC afin d’identifier celles portant les

antigénes du non soi dont ils sont spécifiques.

C. Survie

La survie des LT naifs est une question qui a été abordée par de nombreuses études.

Deux grands types de signaux sont essentiels pour garantir leur maintien.

1. Le signal TCR

Comme nous I’avons vu précédemment, la reconnaissance de complexes
CMH/antigeéne du soi par les thymocytes est essentielle pour induire un signal de survie au
sein de ces cellules. La nécessité de telles interactions hors du thymus pour la survie des LT
naifs fut déterminée notamment par le transfert de ces cellules dans des souris déficientes
pour les molécules de CMH ou exprimant un haplotype de CMH différent de celui utilisé
pour la sélection positive. Ces études ont démontré que dans de telles conditions, les LT naifs
disparaissent rapidement de 1I’organisme, suggérant que la survie de ces cellules dépend de la
réception d’un signal TCR (Tanchot, 1997; Kirberg et al., 1997; Rooke et al., 1997; Murali-
Krishna et al., 1999; Witherden et al., 2000). Cette hypothése est notamment soutenue par
I’étude de Whitherden et collegues qui démontre qu’en absence de molécules de CMH-II, les
LT CD4 naifs présentent un niveau plus faible de phosphorylation de certaines protéines de
signalisation en aval du TCR (Witherden et al., 2000). De méme, Seddon et collegues
démontrent que I’inactivation des kinases Lck et Fyn associées au complexe TCR conduit a
I’¢limination progressive des LT CDS8 naifs (Figure 6) (Seddon and Zamoyska, 2002). Ainsi,
méme si la reconnaissance de complexes CMH-I/antigene du soi n’induit pas un signal
suffisant a 1’activation des LT CDS8 naifs (grace au processus de tolérance centrale), elle

génére un signal TCR crucial pour la survie de ces cellules (Sprent et al., 2008).

2. Le signal cytokinique

22



ec

‘seJBb ua anbipul }se uonduosuel; ap Jnajoe; |ediound
9] ‘saAnoe aljg Juaanad ]y S sinaisnid anbsio "] y1S uonduosuel) ap sinajoe) sap 18 (47SL hp Jnaydaoal 9] Jnod 91deoxa) §/LMVYI S8Seun| Sep UOlleAl}oB | B JINpUod
aun0jAo Ing| Jed sinaydadal sao ap Juswabebus, 1 (zz1 D) aunwwod g aujeys aun snid us juspassod Inb G-I, € 18 Z-11.] & sinaidedal s9| unod jnes ‘v aujeyo aun e

99100SSE JUsWalelauab 1S9 aujeyD 81190 "dUNWWOI dA aujeyd aun Jasijiin p aylenonied e| jusyuasaid (47SL np Inaydaocal o] 91deoxa) oA sauoiho sap sinaydedal saT

oA 9jjiwey B] 9p SBUN|0JAD sap suna)dadgy : ¢ ainbi4

SINIE SIS SI¥lS SIS SENINLE 9sIvls SE/LIYLE

.'.Il.li_l_ll.l_l.llll...-.ﬂlli.ll_il

W

a4 A= [ |

DHE

i
] L L LI N R LN LN N RS e Ny
FCLaD

I oo JUL
(@) @ .

Hd1SL— i TN

)

SE00

el

<2403 A LA
OHSL-TI



Les cytokines jouent un role prépondérant dans le fonctionnement du systéme
immunitaire. Parmi les différentes cytokines produites au sein de 1’organisme, les cytokines
appartenant a la famille yc régulent trés finement la biologie des LT CDS8. Cette famille de
cytokine comporte 7 membres (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 et TSLP) et les récepteurs
de ces cytokines possedent la particularité d’utiliser une chaine yc (CD132) commune, d’ou le
nom attribué a cette famille (Figure 4) (Rochman et al., 2009). Le signal transmis via ces
récepteurs de cytokine active les kinases Janus kinases 1 et 3 (JAK1 et JAK3) ainsi que les
facteurs de transcription STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription). Parmi les
cytokines yc, I’IL-7 a été identifiée comme un membre essentiel pour la survie des LT CDS8
naifs. En effet, des LT CD8 naifs déficients pour le récepteur a I’'IL-7 sont rapidement
¢liminés de 1’organisme (Tan et al., 2001; Schluns, 2000). Cette cytokine est produite de
manicre constante par les cellules stromales des OLS. L’engagement du récepteur de cette
cytokine a la surface des LT CD8 conduit entre autre a I’expression des genes codant pour les
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1, favorisant ainsi la survie cellulaire (Mazzucchelli

and Durum, 2007; Schluns, 2000).

Conclusion |

Au cours de cette premiére partie, nous avons vu que la moelle osseuse et surtout le
thymus sont essentiels a la génération des LT CDS8 naifs fonctionnels. Ces cellules, aisément
reconnaissables par leur phénotype, constituent une population polyclonale capable de
reconnaitre et de réagir spécifiquement contre une trés grande diversité d’antigéne du non soi
tout en tolérant les antigénes du soi. Les LT CD8 naifs sont maintenus a 1’état quiescent dans
les OLS ou ils recoivent les signaux adéquats pour leur survie. Ces cellules sont trés mobiles,
scannant un trés grand nombre de DC dans les différents OLS afin d’augmenter la probabilité
de rencontrer les antigénes du non soi dont elles sont spécifiques. Dans la suite de cette
introduction, nous allons voir qu’en fonction des signaux regus par les LT CDS8 naifs,

différentes classes de LT CD8 mémoires vont étre générées.

l. Les LT CD8 mémoires conventionnels

Lors d’une premiére infection par un pathogeéne, les LT CDS8 naifs spécifiques

d’antigénes provenant de cet agent pathogeéne vont étre activés, déclenchant ainsi la réponse
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Spécificité

Haplotype de

Segments V

Hops duuti.II;geB CMH-I reconnu réarrangés GO
OTI OVA257.264 H-2K° Va2 ; VB5 (Hogquist et al., 1994)
F5 NP366.374 H-2D° Va4 ; V11 (Mamalaki et al., 1993)
P14 GP33.41 H-2D° Vo2 ; VB8.1 (Pircher et al., 1989)
2C H-2L¢ H-2D° VB8 (Sha et al., 1988)
H-Y H-Y H-2D° Vp8.2 (Kisielow et al., 1988)

Tableau 2 : Principales lignées de LT CD8 transgéniques pour le TCR.

Tableau présentant une liste non exhaustive des principales lignées murines transgéniques pour un
TCR restreint au CMH-I d’haplotype H-2°.
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immunitaire adaptative primaire. Ces cellules activées vont proliférer trés fortement et se
différencier en LT CDS effecteurs, capables de reconnaitre et d’éliminer les cellules infectées.
A T’issue de cette réponse immunitaire primaire, une population de LT CD8 mémoires
conventionnels est générée. Ces cellules persisteront trés longtemps dans 1’organisme et, lors
d’une seconde infection par le méme pathogene, seront capable de produire une réponse

immunitaire secondaire plus rapide et plus efficace.

A. Les modeéles de LT CD8 transgéniques pour le TCR

Le grand intérét de la communauté scientifique pour la sélection thymique a conduit a
la génération de modeles de souris transgéniques pour le TCR afin de mieux comprendre ce
mécanisme. L’expression forcée de transgeénes codant pour les chaines o et B du TCR
combinée a I’inactivation des recombinases RAG conduit a I’expression d’un seul TCR de
spécificité antigénique connue. Ainsi, la population de LT CDS8 naifs au sein de ces souris
présente la particularit¢ d’étre monoclonale (une seule spécificité antigénique). De
nombreuses lignées de LT CDS transgéniques pour le TCR, de spécificité antigénique connue,
ont ainsi été¢ générées (Tableau 2). Si ces modeles TCR transgéniques se sont révélés
particuliérement utiles pour la compréhension du mécanisme de sélection thymique, leur

utilisation a également facilité 1’étude de la mémoire immunitaire T CDS.

Comme nous I’avons vu précédemment, dans un contexte physiologique, la population
de LT CDS est polyclonale. Au sein de cette population, le nombre de cellules exprimant le
TCR spécifique d’un antigéne du non soi donné est particulierement faible (= 200 cellules
spécifique de I’antigéne GP33 du virus LCMV par exemple) (Blattman et al., 2002). Cette
fréquence trés faible rend particulicrement difficile le suivi des réponses immunitaires
précoces T CD8 spécifiques d’un antigene donné. Pour pallier a ce probléme, des expériences
de transfert adoptif de LT CDS8 naifs transgéniques pour le TCR dans des souris polyclonales
ont trés largement été utilisées. En immunisant 1’hote avec un pathogéne recombinant
exprimant I’antigéne modele dont les LT CDS8 transgéniques pour le TCR sont spécifiques,
ces cellules transférées se différencient en LT CD8 mémoires conventionnels, aisément
identifiables par [’utilisation de marqueurs allotypiques différents. Néanmoins, ces
expériences de transfert adoptif furent sujettes a d’importants débats, notamment sur la
physiologie de la réponse T CD8 générée. L’étude de Marzo et collegues révele en effet que
le phénotype de la population de LT CD8 mémoires spécifique d’un antigéne donné dépend

grandement de la fréquence initiale de LT CD8 naifs spécifiques de cet antigéne (Marzo et al.,
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2005). A TI’inverse, 1’étude de Munitic et collégues démontre qu’une fréquence ¢€levée de LT
CDS8 TCR transgéniques ne modifie pas la réponse de I’hote contre le LCMV (Munitic et al.,
2009).

B. Génération

1. Activation des LT CD8 naifs

a) Interaction avec les DC

Méme si toutes les cellules nucléées de I’organisme sont capables de présenter des
complexes CMH-I/antigéne du non soi aux LT CDS8 naifs, seules les DC possedent les
signaux nécessaires a l’activation complete de ces cellules (Jung et al., 2002; Sigal et al.,
1999). Pour cette raison, les DC sont qualifiées d’APC professionnelles. Chez la souris, au
moins 6 sous-populations de DC ont été identifiées. On distingue notamment les DC
migratoires, localisées dans les tissus périphériques, et les DC résidentes des OLS. Parmi
I’ensemble de ces sous-populations de DC, il a été¢ mis en évidence par plusieurs études dans
un certains nombre de contextes infectieux que la présentation d’antigenes du non soi par les
DC CDS8a+ résidentes des ganglions lymphatiques induits I’activation des LT CDS8 naifs
(Allan et al., 2003; Belz et al., 2004; Allan et al., 2006). Néanmoins, 1’absence d’activation
des LT CDS8 observée lorsque la migration des DC migratoires est inhibée suggere un role
indirect mais essentiel de cette population de DC dans le processus d’activation des LT CD8
naifs. Ainsi, les DC migratoires prennent en charge |’antigéne au niveau des tissus
périphériques, migrent jusqu’au ganglion lymphatique drainant ou les DC CD8a+ résidentes
prennent a leur tour en charge 1’antigéne pour le présenter aux LT CD8 naifs (Allan et al.,

2006).

Il existe deux voies distinctes de présentation de 1’antigéne aux LT CDS. La
présentation directe d’antigénes via le CMH-I permet de présenter aux LT CDS8 naifs des
antigénes endogénes a I’APC. Ces antigénes endogeénes sont dégradés via le protéasome, puis
transportés au niveau du réticulum endoplasmique par le transporteur TAP (Transporter
associated with Antigen Processing) ou ils sont associés a une molécule de CMH-I qui sera
ensuite exportée a la surface cellulaire via I’appareil de golgi. Dans un contexte infectieux,
cette voie est utilisée lorsque la DC elle méme est infectée par un pathogene intracellulaire. A
I’inverse, lorsque les DC ne sont pas elles méme infectées, la présentation croisée d’antigénes

via le CMH-I leur permet de présenter aux LT CDS8 naifs des antigénes d’origine exogene
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(Joffre et al., 2012). Ces antigénes proviennent généralement de débris cellulaires (cellules
infectées par le pathogene) phagocytés par les DC. Ces antigénes sont alors exportés dans le
cytosol ou ils sont dégradés par le protéasome en petits fragments peptidiques. Le transporteur
TAP permet le transport de ces fragments antigéniques au niveau du réticulum
endoplasmique, ou ils sont chargés sur des molécules de CMH-I. Ces complexes CMH-
I/antigéne sont alors transportés au niveau de la membrane plasmique. On parle de
chargement du CMH-I via le réticulum endoplasmique. Les fragments antigéniques produits
par le protéasome peuvent également étre chargés sur une molécule de CMH-I directement au
niveau du phagosome. Le transporteur TAP localis¢ au niveau de ce phagosome permet le
transport de ces fragments antigéniques dans ce compartiment. Ces antigénes sont alors
chargés sur une molécule de CMH-I, qui est ensuite transportée au niveau de la membrane
plasmique. On parle alors de chargement du CMH-I via le phagosome. Il est important de
noter que parmi les différentes sous-populations de DC, les DC CD8a+ sont les plus efficaces
pour effectuer la présentation croisée d’antigénes associés au CMH-I (Haan et al., 2000;
Pooley et al., 2001). L’utilisation de I’une ou 1’autre de ces voies de présentation de I’antigéne
pour activer les LT CD8 naifs dépend de nombreux parametres, notamment du tropisme du
pathogeéne infectant I’organisme, de la voie d’immunisation ainsi que de la quantité¢ de

pathogéne (Sigal et al., 1999; Hickman et al., 2008).

L’interaction au niveau des ganglions lymphatiques entre des LT CDS naifs et des DC
présentant I’antigéne dont ils sont spécifiques en association avec le CMH-I est un processus
complexe, organisé en trois phases, décrites par Mempel et collégues (Mempel et al., 2004).
Durant la premiere phase, les LT CD8 naifs effectuent de nombreux contacts transitoires
(5min) avec les DC présentant I’antigéne. Durant la seconde phase, la vitesse de migration des
LT CD8 naifs diminue tres fortement et ces derniers effectuent alors des contacts prolongés
(1h ou plus) avec les DC, aboutissant a I’expression de certains marqueurs d’activation et a la
production de certaines cytokines, notamment 1’'IL-2, par les LT CDS. Enfin, lors de la
troisieme phase de cette interaction, les LT CDS8 établissent a nouveau des contacts
transitoires avec les DC, réacquierent une vitesse de migration importante et proliferent
fortement (Mempel et al., 2004). Ce processus d’interaction en trois phases est essentiel a
I’activation complete des LT CD8 naifs et ainsi au développement de réponses immunitaires
T CDS efficaces. En effet, I’étude de Henrickson et collégues, utilisant un mode¢le in vivo dans
lequel ils contrdlent la quantité d’antigene disponible, démontre que 1’absence de phase 2 lors
des contacts entre LT CD8 naifs et DC conduit a la génération d’une réponse T CDS8
incompléte, ne générant qu’un tres faible nombre de LT CD8 mémoires (Henrickson et al.,

2013).
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Figure 5 : La synapse immunitaire.

L’interaction entre un LT CD8 et une DC présentant I'antigéne conduit a la formation d’'une synapse
immunitaire. La vue coupe permet d’observer I'interaction des différents composants de la synapse
immunitaire. La vue plan permet d’observer la répartition des différents composants de la synapse
immunitaire a la surface du LT CD8. Une image symétrique est présente a la surface de la DC (non
montrée). La synapse immunitaire est organisée en anneaux appelés SMAC (Supra Molecular
Activation Cluster) (Vue coupe). En position centrale, on observe le SMAC central (cSMAC). Cette
structure est formée par le regroupement des TCR et co-récepteurs CD8 liant les complexes CMH-
I/antigéne (Vue plan). On retrouve également au niveau du cSMAC les récepteurs de costimulation
CD28 et CTLA4 liant les molécules CD80/86. Le SMAC périphérique (pSMAC) s’établit autour du
cSMAC. Cette structure est formée par le regroupement des intégrines LFA1 liant leur ligand ICAM1.
Enfin, le SMAC distal (dSMAC) se trouve autour du pSAMC et est formé par le regroupement de
protéines de grande taille telles que CD43, CD44 et CD45.
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La zone de contact entre le LT CDS8 et la DC, appelée synapse immunitaire, est une
zone structurellement trés organisée. Monks et colleégues présentent pour la premicre fois en
1998 la structure en forme d’anneaux de la synapse immunitaire, résultant de la réorganisation
de la membrane plasmique du LT et de la DC (Figure 5). Ils définissent alors différentes
régions au sein de cette structure, appelées SMACs (Supra Molecular Activation Clusters).
Au niveau de la membrane plasmique, on distingue ainsi le SMAC central (cSMAC),
contenant différents récepteurs essentiels a 1’activation du LT CD8, notamment les complexes
TCR-CMHI/antigéne, et le SMAC périphérique (pSMAC) contenant des molécules
d’adhésion, notamment I’intégrine LFA1 liée a son ligand ICAM1 (Figure 5) (Monks et al.,
1998). Une troisieéme région périphérique aux deux premicres a également été caractérisée au
sein de la synapse immunitaire. Cette région, nommée le SMAC distal (ASMAC), contient
certaines protéines de grande taille, notamment la leucosialine (CD43) ainsi que la
phosphatase CD45. La localisation distale de ces protéines de grande taille apparait comme
étant essentielle pour I’activation des LT, leur encombrement stérique important gé€nant
probablement I’interaction entre le TCR et le complexe CMH/antigene. En effet, un défaut de
relocalisation de CD43 au niveau du dSMAC entraine une activation incompléte des LT

(Delon et al., 2001) (Figure 5).

La dynamique d’établissement de la synapse immunitaire a été largement étudiée. En
utilisant un modéle in vitro de bicouche lipidique contenant des complexes CMH/antigeéne et
des protéines ICAM1 marqués, Grakoui et collégues ont mis en évidence que les interactions
précoces entre les complexes CMH/antigeéne et les TCR sont d’abord localisées de maniére
diffuse a la surface de la membrane plasmique tandis que la DC et le LT interagissent
fortement grace a la liaison de LFA1l avec ICAMI1 (Grakoui et al., 1999). Bien que
I’établissement de la synapse immunitaire ait longtemps été considéré comme le point de
départ de I’activation des LT, notamment de part le recrutement de nombreuses molécules de
signalisation au niveau du cSMAC, la cinétique d’apparition de cette structure (5 a 10 min) ne
coincide pas complétement avec celle de I’apparition des premiers signes d’activation dans les
LT (Saito et al., 2010). Ainsi, il a été mis en évidence que les microclusters de complexes
TCR-CMH/antigene formés immédiatement aprés engagement du TCR (< 1 min) et donc
préalablement a [’établissement de la synapse immunitaire, sont, au moins en partie,
responsables de 1’activation des LT. En effet, Yokoshuka et colleégues démontrent que c’est au
niveau de ces microclusters que sont localisées les formes activées de certaines protéines de
transduction du signal , notamment Zap70 et SLP-76, impliquées dans la cascade de

signalisation du TCR (Yokosuka et al., 2005). La formation de la synapse immunitaire est
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donc un processus actif trés finement régulé suite a la transmission de différents signaux aux

LT CDS naifs.

b) 3 signaux nécessaires a I'activation

Plusieurs points de contrdle (signal TCR, signal de costimulation, signal cytokinique)
régulent I’activation des LT CD8 naifs. C’est la récéption des signaux permettant le passage

de ces points de controle qui conduira a I’activation des LT CDS8 naifs.

e |Lesignal TCR

L’engagement du TCR par un complexe CMH-I/antigéne du non-soi conduit au 1¢
signal essentiel a I’activation d’un LT CD8 naif. Le co-recépteur CDS8 interagit avec un
domaine non polymorphe du CMH-I afin de stabiliser 1’interaction entre la DC et le LT CD8
naif. La transduction du signal induit par reconnaissance de 1’antigéne est assurée par le
complexe CD3. Ce complexe moléculaire formé de 6 chaines polypeptidiques (2 chaines ¢, 1
chaine v, 1 chaine 0 et 2 chaines () est associé de maniére non covalente a I’hétérodimere of
du TCR (Figure 6). Chaque chaine du complexe CD3 posséde une queue intra-cytoplasmique
sur laquelle sont positionnés des motifs ITAMs (Immuno receptor Tyrosine-based Activation
Motif) comportant des résidus tyrosines phosphorylables par certaines tyrosine-kinases de la
famille Src associées au complexe TCR, notamment Fyn et Lck. La phosphorylation des
motifs ITAM suite a ’engament du TCR par le complexe CMH-I/antigéne constitue le point
de départ d’une importante cascade de signalisation, dépendante de la mobilisation de calcium
intracellulaire. A 1’issue de cette cascade de signalisation, trois principaux facteurs de
transcription sont activés : NF-kB (Nuclear Factor Kappa B), NFAT (Nuclear Factor of
Activated T cells) et AP-1 (Activator Protein 1). L’activation de ces trois facteurs de
transcription permet 1’induction d’un programme génétique menant a la prolifération et a la

différenciation en cellule effectrice (Figure 6).

De nombreuses études rapportent que la durée ainsi que la force du signal TCR
influent sur la réponse primaire des LT CD8. lezzi et collegues démontrent en 1998 que
I’induction de la prolifération de LT naifs nécessite une stimulation du TCR durant 20h (Iezzi

et al., 1998). Cette observation correle avec 1’étude de Mempel et collegues, démontrant in
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vivo que les LT CD8 naifs effectuent des contacts avec les DC durant environ 20h avant de
commencer a proliférer (Mempel et al., 2004). Afin d’étudier I'impact de la durée du signal
TCR sur I’activation des LT CDS8 naifs, Prlic et collégues utilisent des injections in vivo de
DC, transgéniques pour le récepteur a la toxine diphtérique, chargées avec un peptide
antigénique. L’injection de toxine diphtérique permet de controler précisément la durée du
signal TCR recu par les LT CD8 spécifiques de 1’antigeéne. Ils démontrent ainsi qu’une courte
durée de stimulation du TCR suffit a induire la prolifération des LT CDS8 naifs ainsi que leur
différenciation en cellules effectrices fonctionnelles. Néanmoins, plus la durée du signal TCR
est importante, plus les LT CDS8 proliférent, générant ainsi une population de cellules
effectrices plus importante (Prlic et al., 2006). Ainsi, la durée du signal TCR semble
davantage influer sur la capacité de prolifération des LT CDS8 plutét que sur leur

différenciation en cellules effectrices fonctionnelles.

La force du signal TCR recu par les LT CD8 naifs dépend a la fois de la quantité de
complexes CMH-I / antigéne disponibles a la surface des DC et de I’affinité du TCR pour ces
complexes. L’influence de la quantité de complexes CMH-I / antigéne sur 1’établissement de
réponse T CDS§ a notamment été étudié par Vijh et collégues en utilisant plusieurs souches de
Listeria monocytogenes (Lm) arborant des mutations au niveau de I’antigéne p60 qui affecte
son association avec le CMH-I et sa présentation par les DC. Ainsi, ils démontrent qu’en
infectant des souris avec la méme dose de bactérie, I’amplitude de la réponse T CDS8
spécifique de 1’antigéne p60 correle directement avec la quantité de complexes CMH-I / p60
présent a la surface des APC (Vijh, 1998). En utilisant un modéle particulier de VV
recombinant pour 1’antigéne OV A, leur permettant de faire varier la quantité de cet antigéne a
la surface des APC in vivo, Wherry et collégues parvinrent a la méme conclusion (Wherry et
al., 1999). L’influence de I’affinité du TCR sur I’établissement de réponse T CDS a été étudié
de maniére trés pertinente par Zehn et collegues en 2009. En utilisant différentes souches de
Lm portant différents APL (Altered Peptide Ligands) de 1’antigéne OV A, ils démontrent que
I’amplitude de la réponse des LT CD8 TCR transgéniques OTI spécifiques de cet antigéne
dépend directement de I’affinit¢ du TCR pour son ligand. Une interaction de faible affinité
entre le TCR et son ligand permet la production d’un faible nombre de LT CDS effecteurs et

mémoires fonctionnels (Zehn et al., 2009).

Malgré son importance capitale dans 1’élaboration de réponses T CDS, le signal TCR
ne permet pas la levée des tous les points de contrdle nécessaires a ’activation des LT CD8
naifs. En effet, un LT CDS naif stimulé uniquement via son TCR deviendra anergique c’est a
dire a incapable de répondre a ce signal antigénique lors d’une restimulation (Schwartz,

2003). Pour prévenir I’induction de cet état anergique et induire ’activation compléte des LT
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CD8 naifs, le signal TCR doit étre couplé a des signaux de costimulation ainsi qu’a des

signaux cytokiniques.

e |e signal de costimulation

Le signal de costimulation régule 1’activation, la différenciation et la survie des LT
CDS8. Ce signal de costimulation peut étre délivré aux LT CDS8 par deux types de récepteurs,
des récepteurs activateurs et des récepteurs inhibiteurs. Il existe un trés grand nombre de
molécules costimulatrices qui, sur base de leur homologie de structure et/ou de séquence, sont
classées en deux superfamilles (Tableau 3). Ainsi, c’est I’intégration des différents signaux
de costimulation (activateurs et inhibiteurs) regus par le LT CD8 qui déterminera le devenir
de cette cellule (Chen and Flies, 2013). Les ligands des récepteurs de costimulation sont
exprimés par les APC, soit constitutivement, soit aprés maturation via la reconnaissance de
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) par une famille de récepteurs nommés
PRRs (Pattern recognition receptors) exprimés par la plupart des cellules du systéme

immunitaire.

La superfamille des immunoglobulines

Les récepteurs les mieux caractérisés au sein de cette famille sont le récepteur
activateur CD28 et les récepteurs inhibiteurs CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4) et
PD1 (Rudd et al., 2009). Les deux ligands identifiés de CD28 sont les molécules B7.1 (CD80)
et B7.2 (CD86), exprimés par les APC a la suite de leur maturation. CD28 est lui
constitutivement exprim¢ par les LT CD8 naifs (Rudd et al., 2009). En 1989, Lindsten et
collégues démontrent que 1I’engagement de CD28 conjointement a une stimulation du TCR de
LT humains a pour effet d’augmenter la stabilit¢ des ARNm codant pour certaines cytokines,
notamment le TNF-o (Tumor Necrosis Factor), I'I[FN-y (Interferon), I’'IL-2 et le GM-CSF
(Granulocytes and Macrophages Colony Stimulating Factor). De manicre intéressante, cet
effet semble limit¢ aux ARNm codant pour des cytokines, puisque la demi-vie des ARNm
codant pour c-myc, c-fos et le récepteur a I’IL-2 n’est pas modifiée par cette costimulation
(Lindstein et al., 1989). Depuis, le signal de costimulation délivré via CD28 a été démontré
comme étant essentiel a 1’établissement de réponses T CDS efficaces contre différentes

infections virales, notamment contre les virus influenza, VSV, VV, mCMV et herpes virus
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(Bertram et al.,, 2002; McAdam et al., 2000; Fuse et al., 2006). Le role crucial de
I’engagement du récepteur CD28 par ses ligands lors des réponses immunitaires T CD8
s’explique notamment par la grande diversité de molécules intracellulaires sur lesquelles ce
signal de costimulation a un impact. En effet, il a ét¢é démontré que le signal CD28 permet
d’amplifier de maniére significative I’activation des facteurs de transcription NFAT, AP-1 et
NK-kB, essentiels pour 1’activation des LT (Michel et al., 2000; Harhaj et al., 1996; Rincon
and Flavell, 1994). Ainsi, le signal costimulateur CD28 permet d’augmenter la transcription
de certains geénes, notamment le geéne codant pour I’IL-2, cytokine essentielle a la
prolifération des LT lors de leur activation (Rincon and Flavell, 1994). Par ailleurs, le signal
de costimulation délivré via CD28 permet également d’empécher la mort des LT par apoptose
en induisant I’expression de certaines protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl2,

notamment Bel-X (L) (Okkenhaug et al., 2001; Burr et al., 2001).

L’engagement de CTLA4 a un effet inverse a celui de CD28, a savoir d’inhiber
I’activation des LT (Rudd et al., 2009). En effet, il a ¢t¢ démontré que I’engagement de ce
récepteur permet d’inhiber 1’activation des facteurs de transcriptions NFAT, NF-kB et AP-1
(Fraser et al., 1999). CD28 et CTLA4 partagent les mémes ligands, néanmoins CTLA4
posseéde une affinité plus grande que CD28 pour ces ligands, notamment pour CDSO0.
Contrairement a CD28, D’expression de CTLA4 par les LT CDS8 est induite apres
I’engagement de leur TCR par un complexe CMH-I/antigéne et devient maximale plusieurs
jours apres activation (Krummel and Allison, 1995). A cet instant, les deux récepteurs se
trouvent alors en compétition pour leurs ligands communs. De plus, lors de son engagement
par CD80/86, le récepteur CD28 est endocyté libérant ainsi des ligands pour CTLA4 (Badour
et al., 2007). Yokoshuka et collégues montrent que tout comme CD28, CTLA4 est recruté au
niveau du cSMAC de la synapse immunitaire lors de son expression par les LT activés. La
compétition entre CTLA4 et CD28 pour leurs ligands communs induit une relocalisation de
CD28 a la périphérie du cSMAC tandis que CTLA4 est maintenue au centre de cette structure
(Yokosuka et al., 2010). Ainsi, I’engagement précoce de CD28 conduit a 1’augmentation de
I’activation des LT CDS, induisant notamment 1’expression de CTLA4 qui permet alors de

diminuer le signal regu par les LT CD8 (Chen and Flies, 2013).

PDI est un récepteur de costimulation inhibiteur possédant deux ligands (PDL1 et
PDL2). Ce récepteur est exprimé par les LT CD8 apres engagement de leur TCR. Le signal
PD1 permet de réguler les réponses T effectrices, notamment en inhibant le signal TCR (Keir
et al., 2008). Iwai et collegues démontrent que des souris déficientes pour PD1 controlent
beaucoup plus rapidement une infection par un adénovirus que des souris WT. Néanmoins,

cette réponse T exacerbée est accompagnée de dommages tissulaires beaucoup plus marqués
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au niveau du foie de ces animaux (Iwai et al., 2003). De méme, la réponse T CDS8 contre le
virus LCMV clone 13 dans un environnement déficient pour PDL1 conduit au développement
d’immuno pathologies séveres dont succombent les animaux (Barber et al., 2005). Ainsi, le
signal PD1 semble important pour contrdler la réponse T CD8, en permettant 1’élimination du

pathogéne tout en limitant le développement d’immuno pathologies fatales a 1’organisme.

Lors d’infection aigués, I’expression de PD1 diminue rapidement apres la phase effectrice de
la réponse T CD8. A I’inverse, lors d’infections chroniques, I’expression de PDI1 est
maintenue sur les LT CDS8, conduisant a I’inhibition durable de leur fonction (Barber et al.,
2005). Cet état, connu sous le terme « d’exhaustion », rends les LT CD8 hypo-répondeurs
(faible prolifération, faible production de cytokines et de molécules cytotoxiques) et corréle
avec le développement de I’infection virale chronique a la fois chez la souris (LCMV clone
13) et chez ’homme (HIV) (Barber et al., 2005; Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006). Le
blocage du signal PD1 via I’injection d’anticorps bloquants anti-PDL1 permet de restaurer les
fonctionnalités des LT CDS8 et permet 1’¢limination du virus LCMV clone 13 chez la souris
(Barber et al., 2005). De maniere similaire, le traitement in vitro de LT CD8 humains
spécifiques du virus HIV par un anticorps bloquant anti-PDL1 permet de restaurer la
fonctionnalité de ces cellules (Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006). Le signal PD1 joue
également un réle important dans le développement tumoral. En effet, de nombreuses cellules
cancéreuses expriment les ligands de PD1 et de nombreuses études démontrent que cette
expression permet aux cellules tumorales d’échapper a I’immuno surveillance en inhibant les
fonctions des LT CDS8. L’utilisation d’anticorps anti-PD1 et anti-PDL1 en clinique pour
bloquer ce signal PD1 démontre des résultats prometteurs dans le traitement de certains types

de cancers (mélanome) (Nguyen and Ohashi, 2015).

La superfamille des récepteurs au TNF

Les membres les mieux décrits au sein de cette famille sont CD27, 4-1BB (CD137) et
0X40 (CD134), qui sont tous des récepteurs de costimulation activateurs, interagissant
respectivement avec les ligands CD70, 4-1BB ligand (CD137L) et OX40 ligand (CD252).
CD27 est constitutivement exprimé par les LT CD8 naifs et son ligand CD70 est exprimé par
les APC matures (Croft, 2009). Certaines ¢études rapportent que 1’engagement de CD27
produit un signal de costimulation important pour booster I’efficacité de réponses T CDS
contre des infections aigués par certains pathogenes, notamment les virus VSV et VV ainsi

que la bactérie Lm (Schildknecht et al., 2007). Cependant, lors d’infections par le virus
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Influenza, ce signal de costimulation semble davantage influer sur les réponses T CDS8

secondaires (Hendriks et al., 2000).

Tout comme le signal OX40, le signal de costimulation CD27 délivré au moment de la
réponse immunitaire primaire conditionne les LT CDS, leur permettant d’acquérir des
propriétés fonctionnelles de LT CD8 mémoires. En effet, les LT CD8 mémoires générés en
absence de signal de costimulation CD27 présentent d’important défaut de prolifération et de
production d’IFN-y lors d’une seconde infection par le méme pathogéne (Dolfi et al., 2008;
Dong et al., 2012). Le role du signal de costimulation délivré par CD27 dans des contextes
d’infections virales chronique est plus controversé. En effet, des études rapportent que des
patients atteints d’un déficit génétique de CD27 succombent a des infections chroniques par le
virus d’Epstein-Barr (EBV), suggérant un role important de ce signal de costimulation dans le
contrdle de I’infection chronique (van Montfrans et al., 2012; Salzer et al., 2013). A I’inverse,
les études de Matter et collégues et Penaloza-MacMatser et collégues démontrent que lors
d’une infection chronique par le virus LCMV, le blocage du signal de costimulation CD27
permet, entre autre, d’augmenter la réponse T CDS et d’¢éliminer le virus (Matter et al., 2006;

Penaloza-MacMaster et al., 2011).

Contrairement a CD27, I’expression de 4-1BB par les LT CDS8 est induite apres
engagement du TCR. L’utilisation de souris déficientes pour le ligand de 4-1BB a permis de
mettre en évidence I’importance de ce signal dans 1’amplification des réponses T CDS8
primaires. En effet, lors d’infections virales par le virus LCMV ou Influenza, 1’absence de
signal de costimulation 4-1BB conduit a la génération d’un nombre plus faible de LT CDS8
effecteurs spécifiques du pathogéne (Tan et al., 1999; Hendriks et al., 2005). A I’inverse,
I’injection d’un anticorps agoniste de 4-1BB durant une infection par le virus Influenza
augmente le nombre de LT CDS8 spécifiques d’antigéne sous-dominants associ€s a ce virus
(Halstead et al., 2002). Bien que moins nombreux, les LT CDS8 effecteurs générés en absence
de signal 4-1BB sont parfaitement fonctionnels, conduisant a 1’élimination efficace du
pathogene (Tan et al., 1999; Hendriks et al., 2005). Le signal 4-1BB est également important
pour la génération de LT CD8 mémoires fonctionnels. En transférant dans des souris WT des
LT CD8 mémoires générés dans un environnement déficient pour 4-1BB-L, Hendricks et
collegues démontrent que ces cellules présentent un déficit de prolifération lors d’une seconde
infection avec le pathogene dont elles sont spécifiques. Ainsi, le signal de costimulation 4-
IBB semble également important pour « éduquer » les futurs LT CD8 mémoires générés a
proliférer de maniére importante lors d’un second contact avec l’antigéne dont ils sont

spécifiques (Hendriks et al., 2005).
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Le signal de costimulation est donc un signal complexe puisqu’il existe une tres
grande variété de paires récepteur/ligand capables de délivrer des signaux de costimulations
activateurs ou inhibiteurs aux LT CDS. Le timing d’expression de ces différentes paires ainsi
que leur combinaison régulent la nature du signal de costimulation délivré. Les LT CDS8
devront donc intégrer les différents signaux de costimulation émanant des différents
récepteurs et c’est la somme de ces signaux qui permettra d’induire des modifications
substantielles au niveau de la cellule. Néanmoins, en plus des signaux 1 et 2, I’induction d’un
programme de différenciation complet en cellules T CD8 effectrices fonctionnelles nécessite

I’intégration d’un troisieme signal par les LT CD8 au moment de leur activation.

* | e signal cytokinique.

La réception d’un signal cytokinique constitue le troisiéme point de controle dans le
processus d’activation des LT CDS. Plusieurs cytokines pro-inflammatoires permettent de
délivrer ce signal 3 aux LT CD8 (Curtsinger and Mescher, 2010).

Dés 1999, des études in vitro mettent en évidence que ’ajout d’IL-12 ou d’IFN-I lors de
I’activation de LT CD8 naifs par les signaux 1 et 2 augmente considérablement 1’amplitude
des réponses T CD8 notamment en augmentant la capacité de prolifération de ces cellules
(Curtsinger et al., 1999; Schmidt and Mescher, 1999; Curtsinger et al., 2005; Le Bon et al.,
2006). L’utilisation de modéles de LT CDS8 transgéniques pour le TCR et déficients pour les
récepteurs de ces cytokines a permis de mettre en évidence que I’amplitude des réponses T
CD8 dépend directement du signal induit par ces cytokines dans les LT. Cependant, la
dépendance a I’une ou I’autre de ces cytokines est liée en grande partie au type de pathogene

utilis¢ (Way et al., 2007; Aichele et al., 2006; Kolumam et al., 2005; Keppler et al., 2009).

L’¢tude de Starbeck-Miller et collégues a permit d’identifier certains mécanismes
moléculaires impliqués dans [’augmentation de la réponse T CDS8 via le signal 3. Ils
démontrent, dans un mod¢le d’immunisation par injection de DC chargées avec ’antigéne
OVA, que I'injection de CpG (permettant d’induire la production de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires dont I’IL-12) augmente et maintien la transcription de génes associ€s au
cycle cellulaire dans les LT CD8 OTI, favorisant la prolifération de ces cellules. Cet effet est
li¢ au maintien de I’expression de la chaine a du récepteur a I’IL-2 (CD25) induit par le signal
IL-12 et IFN-I, permettant ainsi aux LT CD8 d’étre sensibles plus longtemps a cette cytokine
connue pour €tre un important facteur de prolifération des LT CD8 (Starbeck-Miller et al.,

2014). Les signaux IL-12 et IFN-I permettent ¢galement d’augmenter I’efficacité des réponses
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T CD8. Des expériences de microarrays démontrent que lors de 1’activation des LT CDS8 naifs
durant 72h en présence des signaux 1 et 2, I’ajout d’IL-12 ou d’IFN-of3 permet d’augmenter la
transcription de respectivement 730 et 610 génes comparé a une activation en présence des
signaux 1 et 2 uniquement. Cette transcription augmentée des génes s’explique par ’action de
I’IL-12 et de I'IFN-I sur la chromatine. En effet, le signal induit par ces deux cytokines
permet d’augmenter 1’acétylation des histones au niveau du promoteur des genes cibles
(granzyme B et eomes dans le cadre de cette étude), modifiant ainsi la structure de la
chromatine et augmentant 1’accessibilit¢ de ce promoteur pour les ARN polymérases
(Agarwal et al., 2009). Un second mécanisme permettant au signal 3 d’augmenter ’efficacité
des réponses T CDS effectrices a été mis en évidence. Richer et collégues démontrent en effet
que le signal 3 permet d’augmenter de maniére significative la sensibilit¢ du TCR des LT
CDS8 effecteurs. Cette sensibilité accrue s’explique par [’augmentation des signaux de
signalisation proximaux en aval du TCR, notamment la phosphorylation de ZAP70, PLC-y et
ERK (Richer et al., 2013). En plus des effets a court terme, le signal 3 a un impact sur la

génération de LT CD8 mémoires fonctionnels (Xiao et al., 2009).

L’IL-21 est une cytokine pro-inflammatoire produite par les LT CD4 et délivrant
¢galement un co-signal aux LT CDS8. Dans un contexte d’infection chronique par le virus
LCMYV clone 13, des souris déficiente pour I’'IL-21, le récepteur a I’IL-21 ou pour les LT CD4
présentent un phénotype hypo-répondeur des LT CDS8 spécifiques du pathogéne ainsi qu’une
persistance de I’infection. L’injection d’IL-21 dans les souris déficientes en LT CD4 infectées
avec LCMV clone 13 suffit a restaurer une réponse T CDS efficace et conduit a I’¢limination

du pathogene (Elsaesser et al., 2009; Frohlich et al., 2009).

En conclusion, le signal cytokinique permet de lever le dernier point de contrdle
régulant I’activation des LT CDS8 naifs. Ce signal a un impact direct sur I’amplitude de la
réponse T CD8 mais également sur sa qualité et sur la génération de LT CD8 mémoires

fonctionnels.

c) Le help CD4

Plusieurs études démontrent qu’un signal de help, délivré par les LT CD4, est
nécessaire pour établir une réponse immunitaire T CD8 efficace. Si la réception de ce signal
de help ne semble généralement pas avoir d’impact sur la réponse immunitaire primaire, il
semble essentiel pour induire la génération et le maintien de LT CD8 mémoires fonctionnels.

En effet, des LT CD8 mémoires conventionnels générés en absence de LT CD4 sont peu

40



réactifs lors d’une seconde rencontre avec 1’antigéne dont ils sont spécifiques. Plusieurs
¢tudes s’accordent a dire que c’est la réception du signal help CD4 durant la réponse primaire
qui conditionne la réactivit¢ des LT CD8 mémoires générés. Ainsi, le transfert de LT CDS8
mémoires, générés dans des souris WT, dans des souris présentant un déficit de LT CD4
(CD4-/- ou CMH-II-/-) et infectées avec le méme pathogeéne conduit a une réponse secondaire
fonctionnelle de ces cellules mémoires. A I'inverse, des LT CD8 mémoires générés dans des
hétes CD4-/- ou CMH-II-/- produisent une réponse secondaire trés faible, méme lorsqu’ils

sont transférés dans un hote WT (Janssen et al., 2003; Fuse et al., 2009).

L’implication du help CD4 dans les réponses T CD8 reste néanmoins tres
controversée. Shedlock et collégues démontrent que lors d’infection par Lm, la réponse T
CDS8 est faiblement dépendante du help CD4 (Shedlock et al., 2003). L’étude de Sun et
collegues contredit celle de Shedlock et collegues, démontrant que 1’absence de help CD4 lors
d’une infection par la bactérie Lm conduit a un maintien plus faible des LT CD8 mémoires
ainsi qu’a une réactivité plus faible de ces cellules (Sun and Bevan, 2003). De méme, si Fang
et collégues démontrent que les LT CD8 mémoires générés en absence de LT CD4 lors
d’infection par VV sont parfaitement fonctionnels, Fuse et collégues démontrent exactement
I’inverse (Fang et al., 2015; Fuse et al., 2009). Bien que ces études utilisent la méme souche
de pathogene, la dose utilisée pour immuniser les souris varie treés fortement (de 25000 a
500000 fois). Ainsi, il semble que des modé¢les d’infection utilisant peu d’agent pathogene
favorise [’établissement de réponse T CDS8 dépendantes du help CD4. A Iinverse,
I’immunisation par de grandes quantités de pathogene contribue a 1’établissement de réponses
T CDS8 indépendantes du help CD4, probablement a cause de I’important niveau

d’inflammation induit par un tel protocole d’immunisation.

Dans le cadre de réponses T CD8, le mode d’action le plus couramment décrit du help
CD4 implique un conditionnement des DC par les LT CD4 via I’engagement du récepteur
CDA40 par son ligand CD40L. Ce conditionnement a pour effet d’augmenter 1’expression de
molécules de costimulation, permettant alors aux DC d’activer efficacement les LT CDS8 naifs
(Schoenberger, 1998; Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998). Les cytokines produites par les
LT CD4, notamment I’'IL-2 et I’IL-21 peuvent également délivrer ce signal de help aux LT
CD8 (Wilson and Livingstone, 2008; Elsaesser et al., 2009; Frohlich et al., 2009). Castellino
et collegues ont identifié un autre mécanisme du help CD4. IIs co-transférent dans des souris
des LT CD8 OTI et des LT CD4 OTII (transgéniques pour le TCR, spécifiques de I’antigene
OV A3y3.339 présenté en association avec le CMH-II). Ces souris sont ensuite injectées en sous-
cutané a deux endroits distincts (flancs droit et gauche) avec des DC chargées avec différents

antigénes. Le flanc droit est injecté avec des DC chargées avec les antigénes OTI et OTII
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tandis que le flanc gauche est injecté avec des DC chargées uniquement avec 1’antigéne OTI.
Ils observent que les LT CD8 OTI se localisent préférentiellement dans le ganglion drainant le
flanc droit, lieu d’interaction des DC avec les LT CD4. Ils démontrent que cette localisation
préférentielle est due a une attraction des LT CD8 vers les complexes DC/LT CD4 par les
chimiokines CCL3 et CCL4 produites par ces cellules (Castellino et al., 2006; Castellino and
Germain, 2007). Deux études récentes proposent cependant une vision différente du help
CDA4. En utilisant la microscopie intravitale, Hor et Eickhoff démontrent en effet que les LT
CD4 et les LT CD8 sont en réalité activés par différentes sous-populations de DC. Les LT
CD4 sont activés en premier par une population de DC non infectée par le pathogene, tandis
que l’activation des LT CDS8 intervient plus tard et requiere une interaction avec les DC
CD8a+ XCRI1+ résidentes du ganglion. L’activation préalable des LT CD4 leur permet
d’induire un signal de help au niveau des DC CD8a+ XCRI1+, permettant ainsi a ces cellules

d’activer pleinement les LT CD8 (Hor et al., 2015; Eickhoff et al., 2015).

L’intégration des trois signaux que nous venons de détailler permet aux LT CD8 naifs
d’étre pleinement activés et d’acquérir 1’expression d’un programme de différenciation en
cellules effectrices. A I’issu de leur interaction avec les APC, les LT CD8 activés proliférent
massivement et se différentient donc en cellules effectrices, armées pour ¢liminer les cellules

infectées par le pathogene.

2. Prolifération clonale et switch métabolique

L’activation des LT CDS8 conduit a une importante phase de prolifération clonale au
niveau des OLS. Certaines études rapportent que chaque LT CDS8 naif activé est capable
d’effectuer entre 14 et 19 cycles de division. Grace a cette incroyable capacité de
prolifération, le nombre de LT CDS spécifiques d’un antigéne donné augmente de 10*a 10°
fois et est maximal environ 7 & 8 jours apres infection (Badovinac et al., 2007; Blattman et al.,
2002). Cette étape, extrémement couteuse en énergie, est précédée de modifications
métaboliques importantes au sein des LT CDS activés, notamment 1’utilisation de la glycolyse
aérobie comme source d’énergie principale. Ainsi, ces cellules passent d’un métabolisme
catabolique a un métabolisme anabolique, permettant de produire les composants essentiels a
la génération de nouvelles cellules (Pollizzi and Powell, 2014; Michalek and Rathmell, 2010).
Il est important de noter que ce switch métabolique n’est que transitoire. En effet, lors de la

différenciation en LT CD8 mémoires, un métabolisme catabolique est a nouveau adopté.
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3. La différenciation en cellules effectrices

La population de LT CDS8 effecteurs est hétérogene. Ainsi, comme pour les LT CD4,
on distingue différentes sous-populations de LT CD8 (Tcl, Tc2, Tc9, Tcl7, Treg) classées
selon les cytokines qu’elles sécrétent ainsi que selon les réponses effectrices qu’elles
produisent (Mittriicker et al., 2014). Dans la suite de cette introduction, nous nous
concentrerons uniquement sur la population de LT CD8 Tcl qui est la plus représentée et la
mieux caractérisée. Parmi les fonctions effectrices les plus remarquables des LT CDS8, nous
pouvons citer leur capacité a produire différentes molécules cytotoxiques leur permettant
d’éliminer les cellules infectées ainsi que leur capacité a produire différentes cytokines

essentielles pour le controle de I’infection.

a) Les fonctions cytotoxiques

L’acquisition de fonctions cytotoxiques lors de la différenciation en cellules
effectrices est une propriété essentielle garantissant le succes de la réponse immunitaire T
CDS8. C’est en effet grace a ces fonctions cytotoxiques que les LT CDS8 effecteurs vont
pouvoir éliminer spécifiquement les cellules infectées par le pathogéne. Trois grands systémes
sont impliqués dans la cytotoxicité médiée par les LT CDS : le systéme perforine/granzyme,

le systeme Fas/Fas ligand et le systéme Trail/DRS5.

* | e systéme granzyme/perforine

Les LT CDS8 effecteurs possedent au sein de leur cytoplasme des granules de
sécrétion, appelés granules cytotoxiques, contenant de grandes quantités de molécules
cytotoxiques (perforine et granzyme). La reconnaissance via le TCR de complexes CMH-
I/antigéne du pathogene a la surface d’une cellule infectée induit une série de modifications
morphologiques du LT CD8 effecteur, récemment documentée par Ritter et collégues (Ritter
et al., 2015). Ainsi, dans la minute suivant le contact avec la cellule cible, le cytosquelette
d’actine subit une importante réorganisation au niveau de la zone de contact entre les deux
cellules, laissant apparaitre une zone centrale pauvre en actine. Simultanément, les granules
cytotoxiques, associé€s au réseau de microtubules, se relocalisent au niveau du MTOC (Micro

tubule Organizing Center) qui migre alors depuis I'uropode vers la zone centrale de la
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synapse cytotoxique pauvre en actine. Apres fusion des granules cytotoxiques avec la
membrane plasmique, le contenu de ces granules est libéré, conduisant a la mort de la cellule

cible (Ritter et al., 2015; de Saint Basile et al., 2010).

La perforine, petite protéine monomérique, s’oligomérise en conditions de ph neutre et
en présence de calcium au niveau de la membrane plasmique de la cellule cible pour former
des pores permettant le passage des granzymes. Deux modeles s’affrontent quand a la maniére
dont les granzymes pénétrent dans la cellule cible. Un premier modéle, initié par Froelich et
collegues en 1996, suggere que les granzymes et pores de perforine sont internalisés par la
cellule cible au niveau d’endosomes dépendant de clathrines et dynamine appelés également
gigantosomes. Au niveau de ces endosomes, les pores de perforines s’associeraient pour
former une structure de plus gros diametre, permettant la libération des granzymes dans le
cytoplasme (Froelich et al., 1996; Thiery et al., 2011; Keefe et al., 2005). Un second modele
suggere que les granzymes diffuseraient a travers les pores formés par les oligoméres de
perforine. L’observation au microscope ¢€lectronique des pores de perforine met en évidence
une taille luminale variant de 5 a 30nm, ce qui permettrait théoriquement aux granzymes
d’environ 4 a 5nm de passer par ce lumen (Law et al., 2010). Néanmoins ce modele fut
contesté par le fait que des pores de perforines ne permettent pas 1’entrée dans la cellule de
colorant tel que I’iodure de propidium (PI). En 2013, Lopez et collegues démontrent
néanmoins que I’entrée de PI dans la cellule via les pores de perforine est possible lorsque la
concentration de ce colorant dans le milieux extracellulaire est importante. De plus, ils
démontrent qu’en présence de pores de perforine, I’inhibition de I’endocytose n’altére pas la
cytotoxicité médiée par les granzymes (Lopez et al., 2013). Les granzymes sont une famille
de sérine protéases constituée de 10 membres chez la souris, parmi lesquels les granzymes A
et B sont les mieux caractérisés (Voskoboinik et al., 2015). Néanmoins, différents granzymes
semblent impliqués dans 1’activité cytotoxique des LT CD8, comme le démontre 1’¢limination
de différentes tumeurs par des LT CDS8 double déficients pour les granzymes A et B via un
mécanisme dépendant de la perforine (Smyth et al., 2003). Une fois dans le cytoplasme de la
cellule cible, les granzymes vont induire I’apoptose de cette cellule. Plusieurs voies de
déclenchement de 1’apoptose par les granzymes ont €té mises en évidence chez I’homme et la
souris. Néanmoins, la plus connue demeure I’activation de la voie des caspases, initiée via le

clivage de la caspase 3 par le granzyme B (Darmon, 0AD; Adrain et al., 2005).

e |es systémes Fas/Fas ligand et DR5/Trail
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En plus du systéme perforine/granzyme, les LT CDS8 effecteurs posseédent d’autres
armes pour ¢éliminer les cellules infectées. En effets, ils expriment les ligands de certains
récepteurs appartenant a la famille des récepteurs au TNF, dont Fas (CD95) et DRS.
L’engagement de Fas et DRS par leur ligand respectifs Fas ligand et Trail conduit a
I’induction de I’apoptose via 1’activation de la capsase 8 (Strasser et al., 2009; Striater and
Moller, 2004). Plusieurs études rapportent ainsi que les LT CDS8 effecteurs exprimant Fas
ligand et Trail éliminent les cellules infectées, notamment par le virus influenza, grace a
I’engagement de Fas et DRS (Kégi et al., 1994; Topham et al., 1997; Li et al., 1998; Brincks
et al., 2008).

b) La production de cytokines

Les LT CD8 effecteurs produisent de nombreuses cytokines, notamment I’IFN-y, le
TNFa et I'[L-2. L’IFN-y est une cytokine essentielle pour le contréle d’infections par
différents types de pathogenes. Par exemple, le controle d’infection par la bactérie
Mycobacterium tuberculosis dépend de la sécrétion d’IFN-y par les LT CDS8 (Tascon et al.,
1998). Cette cytokine régule a la fois les acteurs de I’immunité innée et adaptative. L’ IFN-y
active les macrophages, permettant d’augmenter la capacité de phagocytose de ces cellules.
L’IFN-y induit également I’augmentation de 1’expression des molécules de CMH-I a la
surface des cellules, avec pour effet direct I’augmentation des réponses T CDS. De plus, tout
comme I’IFN-I, 'IFN-y permet 1’établissement d’un état anti-viral, en inhibant la réplication
virale (Schroder et al., 2004; Zhou, 2009). Le TNFa est une cytokine essentielle pour la
réponse immunitaire, qui permet notamment 1’activation des macrophages. Certaines études
suggerent que cette cytokine régule négativement les réponses T CDS. En effet, I’infection
par LCMV de souris déficientes pour la production ou la signalisation du TNF conduit a la
génération de réponses T CDS8 exacerbées, favorisant la génération d’un nombre plus
important de LT CD8 mémoires (Singh and Suresh, 2007; Suresh et al., 2005). Enfin, L’IL-2
est une cytokine essentielle a la prolifération des LT CDS8. En absence de signal IL-2,

I’amplitude de la réponse T CD8 est tres fortement diminuée (Boyman and Sprent, 2012).

En plus des cytokines, les LT CDS8 effecteurs sécretent également plusieurs
chimiokines, notamment CCL3, CCL4, CCL5 et XCL1 (Dorner et al., 2002). Ces molécules
posseédent un fort pouvoir chimiotactique, permettant 1’attraction de cellules exprimant les
récepteurs de ces chimiokines. Par exemple, I’étude de Hugues et collégues démontre que la
production par les LT CD8 activés de chimiokines liant le récepteur CCRS (CCL3/4/5)

permet de diriger les LT CD8 naifs vers les DC capables de leur présenter I’antigéne. Ce
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mécanisme permet ainsi d’amplifier significativement la réponse T CDS8 contre un antigéne
(Hugues et al., 2007). Ces chimiokines possedent également d’autres fonctions indépendantes
de leur pouvoir chimiotactique. En effet, il a ét¢ démontré que le traitement de LT CDS8 avec
de fortes concentrations (uM) de CCL5 conduit a I’agrégation de cette chimiokine a la surface
des ces cellules, conduisant a leur activation indépendamment de la reconnaissance d’un
antigéne (Bacon et al., 1995; Appay et al., 2000). De méme, le traitement de macrophages
infectées par Lm avec les chimiokines CCL3/4/5 et XCL1 permet d’augmenter
significativement leur production de TNF-o (Dorner et al., 2002). La chimiokine XCL1 est
produite trés rapidement par les LT CD8 activés et joue un role essentiel dans 1’établissement
de réponses T CD8 efficaces. En effet, des LT CD8 déficients pour la production de XCL1
proliférent peu en réponse a une stimulation antigénique et présentent un défaut d’acquisition
de fonctions effectrices (production d’IFN-y, cytotoxicité) (Dorner et al., 2009). De méme,
des souris déficientes pour le récepteur de XCL1 (XCR1) présentent une réponse T CD8
altérée lors d’une infection par la bactérie Lm, indiquant que le signal induit par cette
chimiokine est important pour I’établissement de réponses T CDS efficaces (Crozat et al.,
2010). 11 est intéressant de noter que seules les DC CD8a+ résidentes des OLS expriment
XCR1 et sont capables de migrer contre un gradient de XCL1 (Dorner et al., 2009).
L’ensemble de ces données suggere que la production de XCL1 par les LT CD8 permettrait
de renforcer leur interaction avec les DC CD8a+ leur présentant 1’antigéne, assurant ainsi une

intégration compléte des signaux nécessaires a I’activation totale des LT CDS.

4. Différenciation en LT CD8 mémoires conventionnels

a) Le modéle SLEC / MPEC

La population de LT CD8 effecteurs a longtemps été considérée comme étant
homogéne, chacune de ces cellules possédant un potentiel de différenciation en cellule
mémoire équivalent. Néanmoins, de nombreuses études ont par la suite révélées que, tout
comme la population de LT CD8 mémoires, la population de LT CDS8 effecteurs est
hétérogeéne, composée de sous-populations de cellules possédant différentes caractéristiques

phénotypiques et fonctionnelles.

Kaech et collegues furent les premiers a mettre en évidence que la population de LT
CDS8 effecteurs générée 8 jours apres infection est hétérogene (Kaech et al., 2003). A la suite

d’une infection par le virus LCMV, ils identifient, basé¢ sur 1’expression de la chaine a du
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récepteur a I’IL-7 (CD127), deux populations de cellules effectrices, respectivement CD127'°
et CDI127". Le transfert de ces deux populations de LT CD8 effecteurs dans des souris naives
révéle que seuls les LT CD8 effecteurs CD127", exprimant de plus forts niveaux des
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-X(L), sont capables de se différencier en LT CD8
mémoires fonctionnels. A Dinverse, les LT CD8 effecteurs CD127" sont progressivement
¢liminés apres contraction de la réponse immunitaire (Kaech et al., 2003). L étude de Joshi et
collegues démontre que I’expression de KLRG1 (Killer cell Lectin-like Receptor subfamilly
G member 1) permet également de distinguer tres tot (4,5 jours apres infection par le LCMV)
ces deux sous-populations de cellules effectrices (Joshi et al., 2007). Ainsi, la population de
LT CDS8 effecteurs est composée a la fois de cellules effectrices a faible durée de vie,
nommées SLEC (Short Lived Effector Cell, CD127"° KLRG1™), et de cellules effectrices a
longue durée de vie, nommé MPEC (Memory Precursor Effector Cell, CD127", KLRG1").
Contrairement aux SLEC, les MPEC survivent davantage lors de la phase de contraction et se

différencient alors en LT CD8 mémoires.

Bien que possédant un potentiel de génération de LT CD8 mémoires trés différent, les
SLEC et les MPEC posseédent un transcriptome trés similaire. Sarkar et collégues démontrent
en effet que seulement 79 geénes sont différentiellement exprimés entre ces deux populations
de cellules. Il est important de noter que méme si les MPEC constituent les précurseurs de
cellules mémoires, ils possédent également des fonctions effectrices. En particulier, ces
cellules expriment le granzyme B et sont capables d’éliminer des cellules cibles par
cytotoxicité in vitro aussi efficacement que les SLEC (Sarkar et al., 2008). De plus, in vivo en
présence d’antigeéne, les MPEC possédent un potentiel de dégranulation équivalent a celui des
SLEC (Yuzefpolskiy et al., 2015). Le transcriptome des MPEC est par ailleurs trés différent
de celui de LT CD8 mémoires, avec plus de 5900 genes différentiellement exprimés entre ces
deux populations de cellules (Sarkar et al., 2008). Ces données suggerent que bien que
contenant les précurseurs de LT CD8 mémoires, la population de MPEC est majoritairement
composée d’effecteurs participant activement a la réponse immunitaire primaire. Des données
récentes obtenues au sein de notre équipe soutiennent cette hypothése en démontrant
clairement 1’existence de plusieurs sous-populations au sein des MPEC. Ainsi, la population
de MPEC est composée de LT CDS effecteurs précoces, de LT CDS8 effecteurs tardifs et de

précurseurs de LT CD8 mémoires (Arpin, 2015, soumis).

b) Facteurs régulant la différenciation en SLEC et MPEC
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Quand et comment la différenciation en SLEC ou en MPEC est-elle régulée ? Cette
question souléve de nombreux débats au sein de la communauté scientifique. De nombreux
facteurs, environnementaux et intrinséques aux LT CDS8, régulent la décision de

différenciation en SLEC ou en MPEC.

¢ Division asymétrique et hétérogénéité des LT CD8 naifs

L’hypothese selon laquelle SLEC et MPEC seraient générés a partir de LT CDS naifs
différents a rapidement été réfutée. Stemberger et collégues démontrent en effet que le
transfert d’un seul LT CD8 OTI naif dans des souris suivi d’une infection par Lm exprimant
I’antigéne OVA conduit a la génération d’une population de LT CD8 effecteurs hétérogene
(composée a la fois de MPEC et de SLEC) et au maintien d’une population de LT CDS8
mémoires fonctionnels (Stemberger et al., 2007). Une observation similaire fut réalisée par
Gerlach et collégues en utilisant un systéme de barcoding a ADN afin d’identifier précisément
chaque LT CDS8 naif ainsi que sa descendance (Gerlach et al., 2010). En 2007, Chang et
collegues démontrent que la premicre division d’un LT CDS8 naif activé (initiée lors du
contact avec la DC présentant 1’antigéne) est asymétrique. En effet, ils observent une
répartition hétérogene de différentes protéines entre les deux cellules filles (proximale et
distale) (Chang et al., 2007). Une analyse phénotypique des cellules filles proximales et
distales révele que les cellules proximales présentent une plus forte expression du récepteur
de 'INF-y, de la chaine a du récepteur a I’IL-2 (CD25) et des molécules effectrices granzyme
B et IFN-y. A I’inverse, les cellules filles distales possédent un plus fort niveau d’ARNm
codant pour CD127. Le transfert dans des hdtes séparés de cellules filles LT CD8 P14
proximales et distales suivie d’une infection par la bactérie Lm exprimant 1’antigéene P14
révele que ces deux populations permettent de contréler rapidement 1’infection. En revanche,
seule la population de cellules filles distales permet de contrdler une infection effectué¢e 30
jours aprés le transfert, suggérant la génération d’une population de LT CD8 mémoires
fonctionnels. Ainsi, cette étude révele que 1’acquisition du potentiel mémoire a probablement
lieue tres tot, au moment de la premicre division asymétrique effectuée par un LT CD8 naif.
Néanmoins, plusieurs études démontrent que la proportion de SLEC et de MPEC générés est
extrémement variable d’un LT CD8 naif a un autre, méme si ces cellules possedent la méme
spécificité antigénique et la méme affinité pour leur antigéne (Plumlee et al., 2013; Gerlach et
al., 2013; Lemaitre et al., 2013). Cet effet semble étre intrinseque a chaque LT CDS8 naif et
pourrait s’expliquer par 1I’hétérogénéité¢ de ces cellules. En effet, Feinerman et collégues

démontrent que ’expression des protéines CD8, ERK et SHP-1 est hétérogéne au sein de la
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population de LT CD8 OTI naifs. Ces protéines jouent un role clé dans la régulation de la
transduction du signal activateur délivré par reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne.
Par exemple, plus un LT CDS8 naif OTI exprime un niveau de CD8 élevé, plus la quantité
d’antigéne nécessaire pour activer cette cellule est faible (Feinerman et al., 2008). Ainsi, il
semble que I’expression hétérogene au sein de la population de LT CDS8 naifs de protéines
impliquées dans la régulation de la transduction du signal activateur va influer sur la voie de

différenciation adoptée.

e |e signal de costimulation

Comme nous I’avons vu précédemment, le signal de costimulation, notamment via
CD28, est essentiel pour 1’activation des LT CD8 naifs. Néanmoins, une certaine hiérarchie
existe au sein des différents signaux de costimulation. Ainsi, bien qu’ayant peu d’influence
sur la génération d’une réponse T CD8 primaire, certains signaux de costimulation délivrés
via les récepteurs au TNF influent sur la génération de LT CD8 mémoires. Par exemple,
I’¢élimination du signal OX40 durant la réponse immunitaire primaire T CD8 contre différents
pathogenes conduit a la diminution du nombre de MPEC au sein de la population de cellules
effectrices et a la génération d’un nombre beaucoup plus faible de LT CD8 mémoires
(Mousavi et al., 2008; Hendriks et al., 2005). A I’inverse, 1’utilisation d’un anticorps agoniste
d’0X40 durant la réponse immunitaire primaire permet de booster la génération de LT CDS8
mémoires lors d’infection par des souches peu virulentes de VV ou lors de vaccinations par
un adénovirus recombinant (Salek-Ardakani et al., 2011; Bassett et al., 2012). Le signal de
costimulation délivré par le récepteur CD27 favorise également la génération de LT CDS8
mémoires. Dong et collegues démontrent que le signal de costimulation CD27 délivré durant
la réponse immunitaire primaire augmente 1’expression de CD127 a la surface des LT CD8
tout en restreignant 1’expression des récepteurs de cytokines pro-inflammatoires IL-2 et IL-
12. 1l en résulte une proportion de MPEC plus importante au pic de la réponse immunitaire et

la génération d’un plus grand nombre de LT CD8 mémoires (Dong et al., 2012).

¢ | ’environnement inflammatoire

L’infection par un pathogéne induit une inflammation importante dans 1’organisme. Le

niveau d’inflammation ainsi que la composition de I’environnement inflammatoire influent
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grandement sur la différenciation des LT CD8 en SLEC ou en MPEC. L’étude de Badovinac
et collegues démontre particulicrement bien 1’influence du niveau d’inflammation sur la
génération de SLEC et de MPEC (Badovinac and Harty, 2007). En traitant des souris avec de
I’ampicilline 2 jours avant une infection par une souche atténuée de Lm, ils démontrent que la
diminution du niveau d’inflammation a pour effet de générer environ 15 fois moins de LT
CD8 effecteurs spécifiques de I’antigene LLOg.99 au pic de la réponse immunitaire primaire.
Néanmoins, 1’abrogation de I’inflammation n’a aucun effet sur la quantit¢ de LT CDS8
mémoires spécifiques de LLOg; 99 générés ni sur les fonctions de ces cellules mémoires

(Badovinac and Harty, 2007).

La cytokine pro inflammatoire IL-12 influence grandement la différenciation des LT
CDS8 en SLEC. En effet, Cui et collégues démontrent que lors d’immunisations par injection
de DC pulsées avec un antigéne, la génération de SLEC dépend de la signalisation de 1’IL-12
dans les LT CDS tandis que la génération de MPEC est indépendante de ce signal (Cui et al.,
2009). De méme, Joshi et collegues démontrent que le niveau d’inflammation, et plus
particuliérement le niveau d’IL-12, influe directement sur le niveau d’expression du facteur
de transcription Tbet dans les LT CDS8. Ce facteur de transcription est un régulateur majeur de
la différenciation en SLEC. En effet, le niveau d’expression de T-bet est plus élevé dans les
SLEC que dans les MPEC et une forte activité de ce facteur de transcription lors de la réponse
immunitaire primaire contre LCMV suffit a induire la différenciation des LT CD8 en SLEC
(Joshi et al., 2007).

L’IFN-a est également une cytokine pro-inflammatoire qui favorise la différenciation
en SLEC. En effet, lors d’infections virales dans un contexte inflammatoire de type IFN-a,
des LT CDS8 déficients pour le récepteur a 'IFN-a se différencient préférentiellement en
MPEC. Les LT CD8 mémoires résultant de la différenciation de ces MPEC sont par ailleurs
pleinement fonctionnels. Tout comme I’IL-12, le signal IFN-a dans les LT CD8 durant leur
activation induit I’expression de Tbet (WIESEL and OXENIUS, 2012).

L’intensité du signal IL-2 lors de la réponse immunitaire primaire est é¢galement un
facteur déterminant dans la différenciation en SLEC ou en MPEC. Lors d’immunisation de
souris par des DC chargées avec I’antigéne OVA, la diminution du signal IL-2 via I’injection
d’anticorps neutralisant diminue la génération de SLEC. A I’inverse, I’injection simultanée de
DC-OVA et d’IL-2 augmente considérablement la génération de SLEC, via I’expression du
facteur de transcription Blimp-1 (Boulet et al., 2014). Une étude de Kalia et collégue met en
évidence une hétérogénéité d’expression de la chaine o du récepteur a I’IL-2 (CD25) au sein
de la population de LT CDS effecteurs treés précocement apres infection par le virus LCMV.

Contrairement aux LT CD§ effecteurs CD25°, les LT CD8 effecteurs CD25™ recoivent un
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signal IL-2 plus intense, conduisant a 1’expression de plus forts niveaux des facteurs de
transcriptions Tbet et Blimp-1. A I’issu de la phase de contraction, ces LT CD8 effecteurs
CD25" sont trés largement éliminés et génerent peu de LT CD8 mémoires contrairement aux
LT CD8 effecteurs CD25" (Kalia et al., 2010). Ainsi, un signal IL-2 intense favorise la
différenciation en SLEC tandis qu’un signal IL-2 faible favorisera la différenciation en

MPEC.

Enfin, le signal délivrer par 'IFN-y favorise également la génération de SLEC.
Badovinac et collégues démontrent en effet dans un modeéle d’immunisation par DC chargées
avec un antigéne que 1’injection de CpG pour augmenter le niveau d’inflammation conduit a
la diminution du nombre de LT CD8 mémoires générés dans des souris WT mais pas dans des

souris déficientes pour le récepteur a I’'I[FN-y (Badovinac et al., 2005).

L’ensemble de ces données indique que la quantité de signal inflammatoire recue par
un LT CD8 régule au moins en partie sa différenciation en SLEC ou en MPEC. Les LT CDS8
recevant de forts signaux inflammatoires se différencieront préférentiellement en SLEC tandis

que les cellules recevant de plus faibles signaux inflammatoires se différencieront en MPEC.

e | a localisation anatomique

La différenciation des LT CD8 en SLEC ou en MPEC est également régulée de
manicre indirecte, par I’acces des LT CD8 aux différents signaux environnementaux. En
utilisant un systeme de transfert de cellule unique suivi d’une infection orale par Lm
exprimant I’antigéne OV A, Plumlee et collégues démontrent que 1I’environnement dans lequel
se trouve un LT CDS8 naif influe sur la génération de SLEC et de MPEC. En effet, un méme
clone de LT CDS8 naif spécifique de I’antigéne OVA donne naissance a une population
préférentiellement enrichie en SLEC dans la rate et a une population préférentiellement

enrichie en MPEC au niveau de 1’épithelium intestinal (Plumlee et al., 2013).

Trois études mettent en évidence que des LT CD8 déficients pour le récepteur de
chimiokine CXCR3 génerent plus de LT CD8 mémoires a la suite d’infections par les VV,
LCMV et Influenza (Kurachi et al., 2011; Hu et al., 2011; Kohlmeier et al., 2011). Des
analyses histologiques révelent une localisation anatomique différente des LT CDS8 effecteurs
WT et CXCR3-/- au niveau de la rate lors d’infections systémiques. Les LT CDS8 effecteurs
CXCR3-/- sont préférentiellement localisés dans la zone T de la pulpe blanche tandis que les
LT CDS8 effecteurs WT forment des clusters au niveau de la zone marginale (Kurachi et al.,

2011; Hu et al., 2011). Cette différence de positionnement s’explique par un recrutement au
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niveau de la zone marginale dépendant de la chimiokine CXCL9 (ligand de CXCR3). La zone
marginale de la rate est une zone riche en cytokines pro-inflammatoires (IL-12 et IFN-I) et en
antigéne. De manicre intéressante, les LT CDS8 effecteurs WT arborent un phénotype
d’activation (CD69+ CD25+) durant une plus grande période, suggérant que ces cellules ont
¢été plus fortement stimulées (Kurachi et al., 2011). Des observations similaires sont réalisées
par Kohlmeier et collégues dans un contexte d’infection intranasal par le virus Influenza
(Kohlmeier et al., 2011). Au sein du tissu pulmonaire, les LT CD8 effecteurs CXCR3-/- sont
localisés dans le parenchyme tandis que les LT CDS8 effecteurs WT sont préférentiellement
localisés au contact des voies aériennes. De méme, une faible proportion de LT CDS8
effecteurs CXCR3-/- exprime le marqueur d’activation CD69 tandis que la majorité des LT
CDS8 effecteurs WT D’exprime. Ainsi, la plus grande génération de LT CD8 mémoires
observée en absence d’expression de CXCR3 est probablement liée a un acces restreint des

LT CD8 aux signaux inflammatoires et antigéniques (Kurachi et al., 2011; Hu et al., 2011).

e | es facteurs de transcription

La différenciation des LT CDS activés en SLEC ou en MPEC est également régulée
par D’expression d’un certains nombre de facteurs de transcription. Ces facteurs de

transcription présentent la particularité de fonctionner par paire de maniére antagoniste.

Tbet / Eomes

Tbet et Eomes sont deux facteurs de transcription reconnaissant des motifs « T-box »
sur la séquence d’ADN. Ces deux facteurs de transcriptions sont essentiels pour induire la
différenciation des LT CDS8 activés. En effet, ils contrélent de maniére redondante
I’expression d’un certain nombre de genes codant pour des molécules effectrices essentielles a
la réponse T CD8, notamment la perforine, le granzyme B et I'IFN-y (Intlekofer et al., 2005;
Cruz-Guilloty et al., 2009). Le niveau d’expression de Tbet et d’Eomes régule également la
différenciation des LT CD8 activés. Joshi et collegues démontrent que 1’induction d’une forte
expression de Tbet favorise la différenciation en LT CDS8 effecteurs a courte durée de vie
(Joshi et al., 2007). A I’inverse, 1’expression d’Eomes favorise la génération de MPEC et la
différenciation en LT CD8 mémoires a longue durée de vie (Banerjee et al., 2010). La balance

entre ’expression de Tbet et Eomes est finement régulée par des signaux environnementaux
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tels que le niveau d’inflammation (Takemoto et al., 2006; Joshi et al., 2007). Ainsi, un LT
CDS8 recevant un signal inflammatoire important exprime préférentiellement Tbet tandis
qu’un signal inflammatoire faible favorise 1’expression d’Eomes. Rao et collégues ont
identifié la kinase mTOR (mamalian Target Of Rapamycin) et le facteur de transcription
Foxol comme des ¢léments clés dans la régulation de la balance Tbet/Eomes. En effet, des
signaux inflammatoires tels que I’IL-12 activent mTOR, induisant I’inhibition de Foxol et
I’expression de Tbet. A I’inverse, le traitement par la rapamycine (un inhibiteur
pharmacologique de mTOR) de LT CDS activés en présence d’IL-12 conduit a la levée de la
répression de Foxol, qui inhibe alors I’expression de Tbet et induit I’expression d’Eomes en
se fixant directement au promoteur codant pour ce geéne (Rao et al., 2010; 2012). Ces données
expliquent, au moins en partie, pourquoi un traitement par la rapamycine durant la phase
d’expansion d’une réponse T CD8 contre le virus LCMV permet d’augmenter
significativement le nombre de MPEC et a terme le nombre de LT CD8 mémoires générés
(Araki et al., 2009a). D’autres facteurs de transcription, notamment Runx3 et TCF-1,
induisent I’expression préférentielle d’Eomes et la différenciation en LT CD8 mémoires a
longue durée de vie (Zhou et al., 2010; Cruz-Guilloty et al., 2009). Enfin, il est intéressant de
noter que Tbet est préférentiellement ségrégé dans la cellule fille proximale a la DC lors de la
premiere division asymétrique d’un LT CDS8 naif, ce qui corréle avec la différenciation

préférentielle de cette cellule en SLEC (Chang et al., 2011).

Blimp-1/ Bcl-6

Blimp-1 et Bcl-6 sont deux répresseurs transcriptionnels initialement décrit comme
des régulateurs essentiels du développement des réponses immunitaires des LB (lymphocytes
B). Blimp-1 favorise la différenciation terminale des LB activés en plasmocytes a courte
durée de vie capable de sécréter des anticorps tandis que Bcl-6 permet la génération de LB
mémoires au niveau des centres germinatifs. De nombreuses études rapportent que ce couple
de facteurs de transcription est également impliqué dans la régulation des réponses
immunitaires T CD8. En effet, la réponse immunitaire contre les virus LCMV et Influenza de
LT CD8 déficients pour Blimp-1 conduits a la prédominance d’un phénotype MPEC au sein
de la population effectrice et a la génération d’un plus grand nombre de LT CD8 mémoires
(Kallies et al., 2009; Rutishauser et al., 2009). A I’inverse, I’infection de souris déficientes
pour le géne Bcl-6 conduit a la génération d’un nombre plus faible de LT CD8 mémoires
(Ichii et al., 2002; 2004). De plus, au pic de la réponse immunitaire primaire T CD8, les

SLEC contiennent de fort niveaux de Blimp-1 et de faible niveau de Bcl-6 et le phénotype
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inverse est observé au sein de la population de MPEC. Ces données indiquent que lors des
réponses T CDS, tout comme lors des réponses B, I’expression de Blimp-1 favorise la
différenciation terminale en cellules effectrices tandis que 1’expression de Bcl-6 favorise la
génération de LT CD8 mémoires. La différenciation terminale des LT CD8 exprimant de fort
niveau de Blimp-1 s’explique par la modification du programme génétique induit par ce
facteur de transcription. Ainsi, Blimp-1 induit I’expression de génes impliqués dans la
différenciation en SLEC, notamment Tbet, et inhibe 1’expression de génes impliqués dans la
différenciation en LT CD8 mémoires, notamment Eomes, Bcl-6 et Id3 (Rutishauser et al.,
2009; Kallies et al., 2009; Ji et al., 2011). Enfin, Bcl-6 et Blimp-1 régulent la capacité de
prolifération des LT CD8 mémoires lors d’une restimulation (Ichii et al., 2004; Manders et al.,
2005). Ainsi il est important de noter que méme si le niveau d’expression de ces deux facteurs
de transcription détermine le devenir des LT CD8, leur expression n’est pas exclusive et
chacun permet probablement d’induire des fonctions essentielles dans les SLEC et dans les

MPEC.

1d2/1d3

Les facteurs de transcriptions 1d2 et 1d3 régulent I’expression d’un grand nombre de
gene en inhibant la fixation sur ’ADN de facteurs de transcriptions reconnaissant des motifs
« E-box ». En absence d’expression de Id2, les réponses T CD8 primaires sont abortives, les
LT CDS8 effecteurs proliférent peu et acquiérent rapidement un phénotype de LT CDS
mémoires (Cannarile et al., 2006). A ’inverse, 1’absence d’expression de 1d3 n’a pas d’impact
sur la réponse T CDS8 primaire mais conduit a la génération d’un nombre plus faible de LT
CD8 mémoires. De plus, avant le pic de la réponse immunitaire primaire, la population de LT
CD8 effecteurs présente une expression hétérogene de Id3. Les cellules 1d3" possédent un
phénotype de SLEC (KLRG1™ CD127"°) tandis que les cellules 1d3™ ont un phénotype de
MPEC (KLRG1" CD127") (Yang et al., 2011). Par ailleurs, I’expression de Id3 est diminuée
par Blimp-1 dans les SLEC (Ji et al., 2011). Ces données indiquent que 1d2 et 1d3 régulent
également la différenciation des LT CDS8. Néanmoins, a I’inverse des autres couples de
facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des LT CD8, il semble que le
couple 1d2 / 1d3 agisse davantage sur la survie des LT CD8 plutdt que sur la modulation de
leur programme de différenciation. En effet, ’expression de Id3 induit 1’expression de geénes
associés a la réplication, a la réparation et au maintien de la stabilit¢ de ’ADN. De plus,

I’expression forcée de 1d3 dans des SLEC favorise leur survie (Ji et al., 2011).
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D’autres facteurs de transcription semblent également impliqués dans la
différenciation en SLEC ou en MPEC. Zeb2 est exprimé préférentiellement par les SLEC et
un déficit de Zeb2 conduit a la diminution du nombre de SLEC sans affecter de manicre
significative la génération de MPEC (Omilusik et al., 2015). A I’inverse, TCF1 (T Cell Factor
1) semble favoriser la différenciation en MPEC (Zhou and Xue, 2012).

Pour conclure, de nombreux facteurs de transcription sont impliqués dans
I’établissement de la différenciation en SLEC ou en MPEC. Néanmoins, la régulation de cette
différenciation repose ¢également sur I’interaction entre ces nombreux facteurs de
transcription. Ce domaine est a I’heure actuelle encore mal connu. De méme, les signaux
permettant la régulation de I’expression de ces nombreux facteurs de transcription

commencent a étre identifiés.

e Le métabolisme

Comme nous l’avons vu précédemment, les LT CDS8 effecteurs possédent un
métabolisme anabolique, utilisant principalement la voie de la glycolyse aérobie, tandis que
les LT CD8 mémoires, tout comme les LT CD8 naifs, possédent un métabolisme catabolique
utilisant principalement la voie d’oxydation des acides gras. Deux études ont révélées
I’impact de ce switch métabolique dans la régulation de la différenciation en LT CD8

mémoires.

En utilisant un mod¢le de souris présentant un déficit du géne TRAF6 uniquement au
niveau des LT, Pearce et collegues démontrent que des LT CD8 TRAF6-/- produisent une
réponse primaire normale lors d’une infection par Lm mais présentent un défaut de génération
de LT CD8 mémoires. L’analyse par microarray de ces LT CD8 TRAF6-/- révele que ces
cellules présentent un déficit en génes régulant le métabolisme oxydatif des acides gras,
conduisant a une diminution de ce métabolisme dans ces cellules. L’injection de deux drogues
augmentant le métabolisme des acides gras (métformine et rapamycine) durant la phase
effectrice permet de restaurer la génération de LT CD8 mémoires TRAF6-/-. Cette ¢tude
démontre ainsi I’importance du switch métabolique dans la régulation de la différenciation en
LT CD8 mémoires (Pearce et al., 2009).

Des résultats similaires ont été obtenus par Araki et colleégues. Ils démontrent en effet que
I’injection de rapamycine (inhibant mTOR) lors de la phase de prolifération clonale d’une
réponse T CDS contre le virus LCMV conduit a une augmentation importante du nombre de

LT CD8 mémoires générés. De manicre intéressante, 1’injection de rapamycine durant la
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phase de contraction n’augmente pas le nombre de LT CD8 mémoires générés mais accélere

la transition depuis le stade effecteur vers le stade mémoire (Araki et al., 2009a).

La capacit¢ d'un LT CD8 a effectuer le switch métabolique depuis la glycolyse vers le
métabolisme des acides gras régule donc sa capacité de différenciation en LT CD8 mémoire.
La kinase mTOR semble jouer un role crucial dans ce switch métabolique, favorisant la
glycolyse aérobie au détriment de 1’oxydation des acides gras. Ainsi, une faible activité

mTOR favorisera la différenciation en LT CD8 mémoire.

La différenciation des LT CD8 en SLEC ou en MPEC est un processus multifactoriel,
présentant de nombreux niveaux de régulation (Figure 7). La division cellulaire asymétrique
semble étre un évenement précoce crucial dans 1’établissement de la différenciation en SLEC
ou en MEPC. Néanmoins, ce processus ne suffit pas a expliquer I’hétérogénéité inter-clonale
révélée par plusieurs études. Ainsi, de nombreux facteurs (environnementaux et intrinseques
aux LT CD8) régulent la différenciation en SLEC ou en MPEC. Il est important de noter que
ces facteurs influent également les uns sur les autres comme le montre le schéma figure 7.
Ainsi, la régulation de la différenciation des LT CD8 activés en SLEC ou en MPEC est un
processus complexe, agissant a différentes échelles (moléculaire, cellulaire et tissulaire). La
compréhension fine de ce processus nécessitera ’utilisation d’outils de modélisation intégrant

au cours du temps ces différents parametres et échelles.

C) La phase de contraction de la réponse immunitaire

Environ 8 a 10 jours apres le début de I’infection, les LT CDS effecteurs subissent une
importante phase de contraction. Durant ce processus, entre 90 et 95% des LT CDS effecteurs
sont ¢liminés par apoptose. La faible proportion de cellules survivant a cette vague
apoptotique massive sont les LT CD8 mémoires différenciés et qui persisteront dans

I’organisme a I’état quiescent durant plusieurs années.

Lors d’infections aigiies, le déclenchement de la phase de contraction est concomitante
avec I’¢limination complete du pathogene (Badovinac and Harty, 2002), suggérant que la
phase de contraction est directement liée a la disponibilité en antigéne dans I’environnement.
Garrod et collegues ont développés un systeme rapporteur de 1’activité caspase 3 afin de
détecter in vivo au cours d’une réponse immunitaire les LT CD8 qui entrent en apoptose
(Garrod et al., 2012). Grace a ce systéme, ils démontrent que lors d’une immunisation par le
peptide OVA avec un adjuvant (LPS, Lipopolysaccharide), 1’induction de la phase de

contraction des LT CD8 OTI transférés semble effectivement dépendre de la quantité
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d’antigéne disponible dans I’environnement. En effet, une seconde injection (4 jours apres
immunisation) de peptide OVA permet de limiter cette phase de contraction (Garrod et al.,
2012). Grace a leur modéle rapporteur de 1’activité caspase 3, Garrod et collégues démontrent
également que la contraction est un processus systémique, affectant de manicre équivalente
les LT CDS effecteurs localiser dans différents tissus (OLS et tissus périphériques) (Garrod et
al., 2012).

Plusieurs études vont néanmoins a I’encontre de cette hypotheése de dépendance a
I’antigéne. En 2001, Kaech et collégues activent in vitro des LT CDS8 naifs TCR
transgéniques P14 spécifiques de 1’épitope GP33 du virus LCMV et transferent ces cellules
dans des souris naives (exemptes d’antigéne GP33). Ils démontrent alors que malgré
I’absence d’antigéne, les LT CD8 P14 transférés proliférent et se différencient en cellules
effectrices. Plus important encore, ils observent que 8 jours aprés transfert, les cellules
effectrices générées subissent une phase de contraction. L’instant de déclenchement de cette
phase de contraction observée en absence d’antigéne correspond exactement avec 1’instant de
déclenchement de la phase de contraction observée lorsque des LT CDS8 naifs P14 sont
transférés dans des souris par la suite immunisées avec une souche de Lm exprimant 1’épitope
GP33 (Kaech and Ahmed, 2001). Ceci suggére que la phase de contraction est pré-
programmeée lors de I’activation des LT CDS. A partir de cette programmation, les LT CDS8
activés fonctionneraient en auto-pilote. Des observations similaires sont réalisées par
Badovinac et collégues. En effet, ils démontrent que lors d’infections par une souche atténuée
de Lm, si la délivrance d’antibiotique 24h apres infection diminue trés rapidement le nombre
de bactéries présent dans 1’organisme, elle n’affecte pas la cinétique de déclenchement de la
phase de contraction de la réponse T CDS8 anti-Listeria, qui a toujours lieue 7 jours apres
infection. De méme, si I’infection par le virus LCMV de souris BALB/c déficientes pour le
gene codant pour la perforine conduit a une persistance de cette infection, le déclenchement
de la phase de contraction de la réponse T CDS8 anti-LCMYV est inchangé comparé aux souris

WT (Badovinac et al., 2002).

En revanche, Badovinac et collegues démontrent que le prétraitement de souris avec
de I’ampicilline suivit d’infections par une souche atténuée de Lm abroge le déclenchement
de la phase de contraction de la réponse T CDS8 anti-Listeria. Cet effet est directement
dépendant des signaux inflammatoires présent trés tot durant I’infection, en particulier de
I’IFN-y. En effet, I’injection de CpG (un ligand du TLR9) au moment de I’infection permet
d’induire la production des cytokines pro-inflammatoires IL-12, IFN-a et IFN-y et ainsi de

restaurer cette phase de contraction (Badovinac et al., 2004).
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Deux voies majeures permettent 1’induction de 1’apoptose dans les LT CD8 effecteurs
durant la phase de contraction. La voie intrinséque (ou mitochondriale) est régulée par les
protéines anti- et pro-apoptotiques de la famille Bel-2. La protéine pro-apoptotique Bim (Bcl-
2 Interacting Mediator of death) joue un role crucial dans I’induction de cette voie d’apoptose
dans les LT CD8 effecteurs. En effet, plusieurs études démontrent que lors d’infections aigiies
par les virus LCMV et HSV ou lors d’injections d’un super antigéne dérivé de la bactérie
Staphylococus aureus, des souris déficientes pour Bim présentent une phase de contraction de
la réponse T CD8 tres limitée, conduisant a la génération d’un plus grand nombre de LT CDS8
mémoires (Hildeman et al., 2002; Pellegrini et al., 2003; Wojciechowski et al., 2006). De
manicre intéressante, le niveau d’expression de Bim ne varie pas au cours de 1’activation des
LT CD8. En revanche, le niveau d’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 diminue
fortement apres activation dans les LT CD8. Bcl-2 interagit avec Bim afin d’inhiber sont
encrage dans la membrane mitochondrial, conduisant au relarguage du cytochrome c et a
I’induction de 1’apoptose. Ainsi, la quantité¢ de signaux anti-apoptotiques re¢u par un LT CD8
effecteur influe sur sa capacité a inhiber 1’activation de Bim et ainsi a survivre a la phase de

contraction (Green, 2008).

La voie extrinseque d’induction de 1’apoptose implique 1’engagement de récepteurs a
domaine de mort appartenant a la famille des récepteurs au TNF (notamment FAS)
conduisant a I’induction de I’apoptose via la formation du DISC (Death-Inducing Signaling
Complex) et I’activation de la caspase 8. Cette voie extrinséque semble également avoir un
role dans 1’¢élimination des LT CDS effecteurs durant la phase de contraction, via I’interaction
entre Fas et FasL. En effet, lors d’infections chroniques par le virus MHV (Mouse y Herpes
Virus) ou lors d’infection aigiies par le virus LCMV, des souris déficientes pour Bim et Fas
présentent une phase de contraction beaucoup plus faible et un nombre de LT CD8 mémoires
plus important comparé a des souris WT ou mutantes pour un seul de ces génes (Hughes et
al., 2008; Weant et al., 2008). En revanche, dans le cas d’infections aigués par le virus HSV,
la phase de contraction de la réponse T CD8 dans des souris déficiente pour Fas est
comparable a celle de souris WT (Pellegrini et al., 2003). Selon le modé¢le proposé par Green,
ces deux voies d’induction de 1’apoptose coopereraient pour ¢liminer les LT CD8 effecteurs
lors de la phase de contraction (Green, 2008). Dans un contexte d’infection aigué, la
diminution rapide de la quantité¢ d’antigéne disponible limite les signaux de survie recus par
les LT CDS8 effecteurs, conduisant a leur ¢limination dépendante de Bim. A I’inverse, lors
d’infections chroniques, la stimulation antigénique répétée des LT CDS8 effecteurs favorise
I’accumulation de signaux de survie inhibant I’induction de la voie intrinséque. Cette

stimulation antigénique persistante favorise également 1’expression de FasL par les LT CDS8
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effecteurs. Deux scénarios sont alors envisageables. L’engagement de Fas a la surface des LT
CDS8 effecteurs pourrait conduire a 1’élimination fratricide de ces cellules. A ’inverse,
I’¢élimination, via I’engagement de Fas, des DC présentant 1’antigéne permettrait de diminuer
la quantité de signaux de survie regus par les LT CDS8 effecteurs, conduisant a leur
¢limination via Bim.

En conclusion, la phase de contraction est un processus systémique, affectant de
manicre équivalente les LT CDS8 effecteurs localisés dans différents tissus. Ce processus
semble programmé tres tot durant I’activation de la réponse T CDS8 (modéele auto-pilote) et est
modulé par différents signaux environnementaux, tels que le contexte inflammatoire généré

par I’infection et la disponibilité en antigéne.

C. Caractéristiques des LT CD8 mémoires conventionnels

A la suite de la phase de contraction, marquant 1’aboutissement de la réponse
immunitaire primaire, seuls survivent les LT CD8 mémoires générés. Cette population est
composée de cellules spécifiques de différents antigenes provenant du pathogeéne ayant causé
la réponse immunitaire primaire. Lors d’une seconde infection par le méme pathogene, cette
population de LT CD8 mémoires permettra de générer une réponse immunitaire secondaire
plus rapide et plus efficace que la réponse primaire, conférant ainsi une protection accrue a
I’organisme contre cet agent pathogeéne. Au cours de cette partie, nous allons identifier les
différentes caractéristiques de la population de LT CD8 mémoires induits par antigéne qui

sont responsables de cette protection augmentée.

1. Hétérogénéité

Comme nous ’avons vu précédemment, on différentie les LT CD8 mémoires des LT
CDS8 naifs par I’expression de plusieurs marqueurs phénotypiques exprimés principalement
par les cellules mémoires, tels que CD44 chez la souris ou CD45RO chez I’homme (Tableau
1). Néanmoins, la population de LT CD8 mémoires présente une importante hétérogénéité
caractérisée part I’expression hétérogéne de nombreux marqueurs phénotypiques. Ainsi, basé
sur I’expression hétérogene de certains marqueurs phénotypiques, plusieurs sous-populations

de LT CD8 mémoires possédant des propriétés fonctionnelles différentes ont été définies.
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Sous
population

Phénotype

Propriétés fonctionnelles

Localisation
anatomique

TCM

CD44hi, CD62L+,
CCR7+, CD69-, CD103-

IL-2 : ++ , GzmB : +
IFN-y : +, Prolifération : ++

Circulation entre OLS

TEM

CD44hi, CD62L-, CCR7-,
CD69-, CD103-

IL-2 :+,GzmB : ++
IFN-y : ++,
Prolifération : +

Circulation entre tissus
periphériques

TRM

CD44hi, CD62L-, CCR7-,
CD69+, CD103+

IL-2 :+,GzmB : ++
IFN-y : ++,
Prolifération : +

Résidence dans tissus
périphériques

B

Cytométrie conventionnelle
(2 parametres)

naif

o

~ CD62L (log10) -

TCM
TEM

— CD44 (log10) —

CyTOF
(25 parametres)

pcz TCM

SLEC PCi

Figure 8 : Hétérogénéité de la population de LT CD8 mémoires conventionnels.

(A) Tableau présentant les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des principales sous

populations de LT CD8 mémoires conventionnels identifiées.
(B) Comparaison de I'hétérogénéité de la population de LT CD8 mémoires conventionnels, révélée

par la cytométrie en flux classique (panel gauche) et par la technologie CyTOF (panel droit). Les

données de CyTOF sont présentées en Analyse en Composante Principale 3D (ACP). Cette analyse
permet d’identifier les 3 variables (PC1, PC2 et PC3) expliquant le plus la variabilité observée entre

les différentes cellules et de les représenter dans un espace a trois dimensions. On remarquera que la

cytométrie classique définie clairement un nombre trés restreint de sous-populations tandis que la

technologie CyTOF, utilisant un plus grand nombre de parametres, révele I'existence d’'un nombre

beaucoup plus important de sous-populations dont la définition est plus subtile.
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Sallusto et collegues furent les premiers a décrire chez I’homme deux sous-
populations de LT CD8 mémoires (TCM pour T Central Memory et TEM pour T Effector
Memory) basé sur I’expression différentielle de CD62L et CCR7 (Sallusto et al., 1999)
(Figure 8A). Ces sous-populations de LT CD8 mémoires sont conservées chez la souris
(Masopust et al., 2001). Les TCM sont principalement localisés au niveau des OLS. Lors
d’une restimulation par 1’antigéne dont ils sont spécifiques, les TCM proliferent rapidement et
produisent de I'IL-2. A I’inverse, les TEM posseédent la capacité de circuler entre les
différents tissus périphériques (poumon, foie, intestin). Lors d’une restimulation par
I’antigéne dont ils sont spécifiques, les TEM proliférent peu et produisent rapidement de
I’IFN-y et des molécules cytotoxiques (Sallusto et al., 1999; Wherry et al., 2003; Masopust et
al., 2001). Des expériences de parabiose (consistant a connecter les systémes sanguins de
deux souris, une naive et une immunisée) ont permis de mettre en évidence que certains TEM
possedent la capacit¢ de résider de maniére permanente dans des tissus périphériques
(poumon, peau, utérus, intestin et cerveau). Contrairement aux TEM, ces TRM (Tissue
Resident Memory) sont généralement caractérisés par 1’expression du marqueur d’activation
CD69 et de I'intégrine aER7 (CD103), bien que certains TRM n’expriment cette intégrine
(Bergsbaken and Bevan, 2015; Jiang et al., 2012; Laidlaw et al., 2014; Wakim et al., 2010;
McMaster et al., 2015; Sheridan et al., 2014) (Figure 8A). De part leur localisation
anatomique, les TRM constituent la premiére ligne de défense contre I’infection par des
agents pathogeénes. En effet, la réactivation des TRM par reconnaissance de I’antigéne dont ils
sont spécifiques permet d’induire trés rapidement une réponse immunitaire efficace contre un
pathogéne n’ayant jamais été rencontré par [’organisme. En produisant trés rapidement
différentes cytokines, notamment de I’IFNy, de I'IL-2 et du TNF-a, les TRM induisent
I’activation des cellules NK, la maturation des DC et le recrutement d’autres LT CDS8

mémoires au niveau du site d’infection (Schenkel, 2014; Ariotti et al., 2014).

Il est important de noter que la classification TCM/TEM/TRM constitue probablement
une simplification de 1’hétérogénéité du pool de LT CD8 mémoires. En effet, 1’étude de
I’expression de plusieurs marqueurs phénotypique révele 1’existence de nombreux autres
sous-populations cellulaires (Appay et al., 2008; Jameson and Masopust, 2009). Par exemple,
I’é¢tude récente de Bottcher et collegues démontre que l’expression du récepteur a la
fractalkine (CX3CR1) permet de distinguer deux populations de LT CD8 mémoires ayant des
capacités fonctionnelles différentes. Tres rapidement apres activation, les LT CD8 mémoires
CX3CRIM ré-acquiérent des fonctions effectrices telles que 1’expression de granzyme B

tandis que les LT CD8 mémoires CX3CR1" proliférent rapidement et produisent de I'IL-2.
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De manicre intéressante, cette classification de cellules mémoires n’est pas redondante avec la
classification TCM/TEM, puisque des cellules CX3CR1™ et CX3CR1" sont retrouvées dans
chacunes de ces sous-populations (Bottcher et al., 2015). De méme, Ikono et collégues ont
également décrit chez la souris trois sous-populations de LT CD8 mémoires basé sur
I’expression différentielle des marqueurs CD43, CD27, CD127 et CXCR3 (Hikono et al.,
2007). Ces sous-populations, non redondantes avec la classification TCM/TEM, possedent
des caractéristiques fonctionnelles différentes, comme la capacité a produire une réponse
secondaire efficace. L’étude de Newell et collégues constitue une trés bonne démonstration de
la simplification induite par 1’utilisation des méthodes de phénotypage classiques, notamment
la cytométrie en flux qui ne permet d’analyser qu’un nombre restreint de parametres (Newell
et al,, 2012). En utilisant la technologie de la cytométrie en flux couplée a celle de la
spectrométrie de masse (CyTOF), Newell et collégues analysent I’expression de 25 marqueurs
phénotypiques et fonctionnels sur des LT CD8 humains. L’analyse en composante principale
3D des résultats obtenus est particuliecrement édifiante. En effet, le pool de LT CD8 de
phénotype mémoire n’est pas composé de sous-populations distinctes, comme le suggerent les
analyses par cytométrie en flux classique, mais est plutdt constitué¢ d’une seule population
présentant un continuum de phénotype (Newell et al., 2012). Bien que les TCM et TEM
soient situés a des niveaux distincts du continuum de cellules mémoires, les cellules

exprimant ces marqueurs ne forment pas de populations distinctes (Figure 8B).

2. Fréquence augmentée de cellules spécifiques d’'un antigéne

La premiére caractéristique associée a la génération de la mémoire immunitaire est
I’augmentation de la fréquence de cellules spécifiques d’un antigéne donné. Par exemple,
Blattman et collegues démontrent chez la souris qu’au sein de la population de LT CD8 naifs,
environ 200 cellules possédent un TCR spécifique de 1’antigene GP33 du virus LCMV. Apres
une réponse immunitaire primaire contre ce virus, c’est environ 5x10° cellules spécifiques de
I’antigéne GP33 qui sont retrouvées au sein de la population de LT CD8 mémoires, soit une
augmentation de prét de 2500 fois du nombre de cellules spécifiques de cet antigéne
(Blattman et al., 2002). En conséquence, lors d’une seconde infection par le méme pathogene,
la probabilité qu’un antigene dérivé du pathogene soit reconnu spécifiquement par des LT

CD8 est grandement augmentée (Harty and Badovinac, 2008).
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3. Maintien a long terme

Le maintien a long terme des LT CD8 mémoires est crucial pour conférer a
I’organisme une protection efficace et durable (Lau et al., 1994). Contrairement aux LT CDS8
naifs, la survie des LT CD8 mémoires ne dépendent pas de stimulation du TCR par des
complexes CMH-I/antigéne du soi. En revanche, le signal délivré par I’'IL-7 permet d’induire
I’expression de protéines anti-apoptotiques, notamment Bcl-2, favorisant la survie de ces
cellules (Murali-Krishna et al., 1999; Tan et al., 2002; Schluns et al., 2000). Néanmoins,
compar¢ aux LT CDS8 naifs, 1’état de quiescence des LT CD8 mémoires peut étre qualifié
d’actif. En effet, en ajoutant du BrdU (un agent intercalant de ’ADN) dans I’eau de boisson
de souris ayant préalablement générées des LT CD8 mémoires contre une infection par le
virus VSV, Schluns et collegues démontrent que ces LT CD8 mémoires incorporent fortement
le BrdU, indiquant que ces cellules sont en division. Une telle prolifération homéostatique
basale n’est pas observée au sein de la population de LT CDS8 naifs (Schluns et al., 2002). La
prolifération homéostatique basale des LT CD8 mémoires participe au maintien a long terme
de ces cellules et est dépendante de signaux environnementaux, notamment de I’'IL-15. En
effet, le transfert de LT CD8 mémoires OTI dans des souris déficiente pour I’'IL-15 conduit a
I’absence de prolifération de ces cellules (Goldrath et al., 2002; Tan et al., 2002). L’IL-15 est
une cytokine produite par de nombreux types cellulaires et posséde la particularité d’étre
trans-présentée notamment par les DC via la chaine o du récepteur a I’IL-15. Cette cytokine
est reconnue et transduit un signal dans les LT CD8 mémoires via les chaines 3 et yc du
récepteur a I'IL-15. Cette trans-présentation de I’IL-15 peut €tre mimée via une protéine
recombinante composée de deux chaines a du récepteur a I’'IL-15 associées a un fragment Fc
d’un anticorps humain IgG1 (Votavova et al., 2014). Ainsi, I’injection dans des souris d’un
mélange de cette protéine recombinante avec de I’IL-15 permet d’augmenter
significativement la prolifération homéostatique des LT CD8 mémoires, confirmant
I’influence de cette cytokine sur le maintien des LT CD8 mémoires (Rubinstein et al., 2006).
Bien que la prolifération homéostatique basale des LT CD8 mémoires soit observée dans
différents organes, il semble que la moelle osseuse constitue une niche particuliérement
favorable a ce processus et donc au maintien des LT CD8 mémoires (Parretta et al., 2005;

Becker et al., 2005; Di Rosa and Pabst, 2005).

Le maintien des LT CD8 mémoires dans 1’organisme dépend donc de I’intégration de
signaux de survie délivrés par I'IL-7, et de leur capacité a s’auto-renouveler par un

mécanisme de prolifération homéostatique basale dépendant de I’IL-15.
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4. Etat hyper-répondeur

Apres engagement de leur TCR, les LT CD8 mémoires réacquicrent trés rapidement
leurs fonctions effectrices. En effet, une stimulation du TCR des LT CD8 mémoires durant
seulement quelques heures suffit a induire une importante production de cytokines (TNF-a,
IFN-y), de chimiokines (CCL1/3/4/5/9) ainsi que I’expression des molécules cytotoxiques
(perforine et granzyme) (Walzer et al., 2003; Catalfamo et al., 2004) (Djebali, 2015, Article
soumis). Cet état hyper-répondeur dans lequel sont maintenus les LT CD8 mémoires contraste
trés fortement avec 1’¢tat hypo-répondeur des LT CDS8 naifs et s’explique en partie par des
modifications ¢épigénétiques influant sur [’expression des geénes. Certaines de ces
modifications épigénétiques modifient 1’état de condensation de la chromatine. Une
chromatine condensée (hétérochromatine) inhibera 1’expression des geénes en restreignant
I’accés au promoteur tandis qu’une chromatine décondensée (euchromatine) favorisera

I’accés au promoteur et donc 1’expression des genes.

a) Modification post-traductionnelle des histones

Plusieurs types de modifications post-traductionnelles des histones sont connues pour
réguler I’expression des geénes. L’acétylation des queues N-terminales des histones est un
processus régulé par deux types d’enzymes, des histones acetyltransferases (HAT) et des
histones desacetylases (HDAC). Cette modification ¢épigénétique permet généralement
I’activation de la transcription (Lim et al., 2013). De maniére intéressante, I’hyper-acétylation
des lysines n°9 des histones H3 est fréquemment identifiée dans les LT CD8 mémoires, en
particulier au niveau des promoteurs des génes codant pour I’'I[FN-y, I’'IL-2, la perforine et le
granzyme (Denton et al., 2011). Le fort niveau d’acéthylation des ces promoteurs corréle avec
I’expression rapide des géne qu’ils contrdlent. En effet, le traitement de LT CD8 naifs par un
inhibiteur de HDAC conduit a une expression plus rapide du granzyme A lors de la
stimulation du TCR de ces cellules (Fann et al., 2006). A I’inverse, des LT CD8 mémoires
générés en absence de help-CD4 ne sont pas capables de produire rapidement de I’'IFN-y
apres engagement de leur TCR, ce qui correle avec une hypo-acétylation du promoteur de ce
gene (Northrop et al., 2006). Le traitement de tels LT CD8 mémoires par un inhibiteur de
HDAC permet de restaurer la production rapide d’IFN-y aprés engagement du TCR (Northrop
et al., 2008).
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La méthylation des queues N-terminales des histones est également une modification
épigénétique impliquée dans la régulation de 1’expression des génes. La position du résidu
arginine ou lysine méthyl¢é ainsi que le nombre de méthylation observées sur ce résidu (mono,
di ou tri methylation) influence positivement ou négativement la transcription des genes. De
manicre générale, la tri-méthylation de la lysine n°4 des histones H3 (H3K4me3) permet
I’activation de la transcription tandis que la tri-méthylation de la lysine n°27 des histones H3
(H3K27me3) conduit a I’inhibition de la transcription (Lim et al., 2013). Dans des LT CD8
mémoires, Denton et collégues observent une augmentation de la proportion de motif
H3K4me3 et une diminution de la proportion de motif H3K27me3 au niveau des promoteurs
des geénes codants pour I'IFN-y et le TNF-a (Denton et al., 2011). L’étude de Araki et
collegues est particulierement informative sur la relation entre méthylation des histones et
expression des geénes dans les LT CD8 mémoires. Ils effectuent sur des LT CDS8 naifs et
mémoires humains une immunoprécipitation de chromatine associée aux motifs H3K4me3 et
H3K27me3 suivi d’un séquencage. En parall¢le, une analyse du transcriptome de ces deux
populations de cellules (a 1’état quiescent et apres restimulation a 1’aide d’anticorps anti-CD3
et CD28) est réalisée par microarray. Ils démontrent une corrélation importante entre le
niveau d’expression des geénes et le résidu lysine méthylé sur les histones H3. Ainsi, les génes
présentant un niveau ¢levé de motif H3K4me3 sont fortement exprimés tandis que les genes
présentant un niveau ¢élevé de motif H3K27me3 sont faiblement exprimés (Araki et al.,
2009b). De méme, ils démontrent que les promoteurs de génes typiquement exprimés par des
LT CD8 mémoires (ID2, Blimp-1) sont enrichis en motifs H3K4me3 et appauvris en motif
H3K27me3 comparé aux LT CDS naifs.

b) Demethylation des ilots CpG

La méthylation de ’ADN est également une modification épigénétique régulant
I’expression des génes. De maniére générale, un faible niveau de méthylation de I’ADN
favorise la transcription des genes tandis qu’un fort niveau de méthylation I’inhibe. La
méthylation a généralement lieue sur une cytosine qui précede une guanine. Les ilots CpG
sont des séquences d’ADN d’au moins 200 paires de bases riches en cytosine et guanine,
généralement retrouvés au niveau des promoteurs des genes. De part leur composition, ces
ilots CpG sont des sites de méthylation préférentiels. Des ilots CpG hypo-méthylés sont
généralement observés au niveau du promoteur d’un geéne exprimé (Lim et al., 2013).
Plusieurs études démontrent ainsi que dans les LT CD8 mémoires comparé aux LT CDS8
naifs, les promoteurs des geénes codants pour la perforine, I’'I[FN-y et I'IL-2 sont hypo-
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méthyles (Kersh et al., 2006; Lu et al., 2003). De plus, le traitement de LT CDS8 naifs par un
inhibiteur de methyltransferases conduit a une expression plus rapide de I’IFN-y lors de la

stimulation du TCR de ces cellules (Kersh et al., 2006).

c) Conséquence sur I'expression des génes

Ces différentes modifications épigénétiques sont induites lors de la réponse
immunitaire primaire et sont conservées dans les LT CD8 mémoires quiescents afin de
maintenir un état hyper-répondeur. Ainsi, certains genes codant pour des fonctions effectrices
sont maintenus dans un état activé et sont donc constitutivement exprimés a faible niveau par
les LT CD8 mémoires quiescents (Figure 9). C’est notamment le cas du géne codant pour la
chimiokine CCLS5. Cette chimiokine est produite trés rapidement (lh) par les LT CDS8
mémoires conventionnels aprés engagement de leur TCR (Walzer et al.,, 2003). Cette
production extrémement rapide s’explique par une expression constitutive du géne codant
pour CCLS5 dans les LT CD8 mémoires. Il en résulte le maintien d’un stock d’ARNm CCLS5,
de stabilité augmentée, prét a étre transcrit, ainsi qu’un stock de protéine CCL5 maintenu dans
des granules de sécrétion (Margais et al., 2006b; Catalfamo et al., 2004). A I’inverse, d’autres
genes sont prédestinés a €tre transcrit a la prochaine activation (« poised » en anglais). Ces
genes présentent généralement une structure de chromatine décondensée présentant des motifs
H3K9ac et H3K4me3. La structure particuliere de ces genes permet d’induire leur
transcription immédiatement dés I’activation des LT CD8 mémoires par engagement de leur
TCR (Figure 9). Cette famille de génes regroupe entre autres les geénes codant pour I’IFN-y,
I’IL-2, le granzyme et la perforine (Fann et al., 2006; Araki et al., 2008). Enfin, certains genes
sont réprimés dans les LT CD8 mémoires. Ces genes présentent une structure de chromatine
condensée, présentant des motifs H3K27me3. Cette structure limite [’accéssibilit¢ du

promoteur pour la machinerie de transcription (Figure 9).

En conclusion, de nombreuses modifications épigénétiques, acquises au moment de la
réponse immunitaire primaire, participent au maintien de 1’état hyper répondeur des LT CDS8
mémoires en modifiant I’expression de nombreux genes. Cet état hyper répondeur est une
propriété fondamentale des LT CD8 mémoires, contribuant significativement a la plus grande

rapidité et efficacité de la réponse secondaire.
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Récepteurs Ligand(s) Fonction Références
NKG2D Rae1a/B/y/e, H60a/b/c, Mult1 A (Bauer et al., 1999)
KLRG1 E-cadhérine I (Thimme et al., 2005)

NKG2A - CD94 Qa-1° - Qdm | (McMahon et al., 2002)
NKG2C/E — CD9%4 Qa-1° - Qdm A (Guma et al., 2005)
Ly49A
Ly4ech CMH-I conventionnel I (Rahim, 2014)
Ly49F
Ly49G2

Tableau 4 : Principaux récepteurs NK exprimés par les LT CD8 mémoires conventionnels.

Pour chaque récepteur, les ligands identifiés ainsi que la nature du signal transmis par 'engagement
du récepteur (A : activateur, | : Inhibiteur) sont indiqués.

Qa-1° — Qdm : CMH-I non conventionnel liant le peptide Qdm, issu de la dégradation de la séquence

signal de CMH-I conventionnel.
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5. Réponses de type innées des LT CD8 mémoires

Les LT CD8 mémoires expriment un ensemble de récepteurs leur conférant la capacité
de répondre a des stimulations autres que 1’engagement de leur TCR. En réponse a ces
stimulations, les LT CD8 mémoires vont étre activés et produire des molécules effectrices. Ce
type de réponse des LT CD8 mémoires est qualifié d’inné, car ces cellules produisent des
molécules effectrices indépendamment de la reconnaissance des antigénes dont elles sont

spécifiques.

a) Réactivité augmentée a I'lL-12 et I'lL-18

Certains signaux cytokiniques ont la capacité d’activer les LT CD8 mémoires
conventionnels indépendamment de I’engagement de leur TCR. En effet, plusieurs études in
vitro et in vivo démontrent que la stimulation de LT CD8 mémoires par les cytokines IL-12 et
IL-18 conduit a la production tres rapide (3 heures) d’IFN-y par ces cellules, malgré 1’absence
d’engagement de leur TCR (Berg et al., 2002; Lertmemongkolchai et al., 2001; Kambayashi
et al., 2003; Rau¢ et al., 2004). Cette réactivité augmentée vis a vis de I’'lL-12 et de I'IL-18
s’explique par I’augmentation de 1’expression des récepteurs pour ces deux cytokines dans les
LT CD8 mémoires comparé aux LT CDS8 naifs (Berg et al., 2003). En plus de la production
d’IFN-y, la stimulation par I’'IL-12 et I’[L-18 induit la prolifération des LT CD8 mémoires,
ainsi que I’expression rapide de molécules cytotoxiques, notamment la perforine et le
granzyme B. Ainsi, des LT CD8 mémoires stimulés par IL-12/IL-18 sont ¢galement capables
de lyser des cellules cibles in vitro (Rau¢ et al., 2013; Soudja et al., 2012). Cette réactivité
augmentée des LT CD8 mémoires vis a vis de I’'IL-12 et de I’[L-18 leur permet de participer
aux réponses immunitaires innés peu importe le pathogeéne (virus, bactéries, parasites) causant

I’infection (Raué et al., 2013; Soudja et al., 2012; Berg et al., 2003).

b) Expression de récepteurs de cellules NK

Contrairement aux LT CDS8 naifs, les LT CD8 mémoires conventionnels expriment

une large panoplie de récepteurs associés aux cellules NK (Natural Killer) (Tableau 4). Les
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cellules NK sont des lymphocytes de I’immunité innée, capable de lyser des cellules cibles
par cytotoxicité. On distingue deux types de récepteurs NK : ceux dont I’engagement par
leurs ligands conduit a I’induction d’un signal activateur (récepteur activateurs) et ceux dont
cet engagement conduit a I’induction d’un signal inhibiteur (récepteurs inhibiteurs). La
balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs émanant de ces différents récepteurs régule
la fonction biologique des cellules NK. Ainsi, lors d’un contact avec une cellule, un exces de
signal positif ou un déficit de signal négatif conduit a I’activation de la cellule NK et a la lyse
de la cellule cible. Le récepteur activateur NKG2D (natural-killer group 2, member D) est
I’'un des récepteurs NK exprimés par les LT CD8 mémoires conventionnels les mieux
caractérisés. Ce récepteur est un homodimére qui, lorsqu’il est exprimé par les LT CDS8
mémoires conventionnels, est associé a la protéine adaptatrice intracystoplasmique DAP-10
(DNAX-Activating Protein) (Diefenbach et al., 2002). Neufs ligands de ce récepteur (Raela,
B, v, 8, €, H60a, b, c, Multl) ont été caractérisés chez la souris. Ces ligands sont exprimés en
condition de stress cellulaire, par exemple lors d’infections virales ou lors de transformations
tumorales (Lanier, 2015). Des études in vitro, mimant ’engagement de NKG2D grace a un
anticorps dirigé contre ce récepteur, rapportent que 1’engagement du récepteur NKG2D
concomitant avec un signal TCR permet d’abaisser le seuil d’activation du TCR et augmente
la production de cytokines, en particulier IFN-y et TNF-a, par des LT CDS8 effecteurs
(Diefenbach et al., 2002; Whitman and Barber, 2015). Le signal transmit par I’engagement de
NKG2D permet également 1’expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1, favorisant la

survie des LT CDS effecteurs et la génération de cellules mémoires (Wensveen et al., 2013).

Comme pour les cellules NK, I’engagement de NKG2D conduit a 1I’élimination de
cellules cibles par les LT CD8 indépendamment de I’engagement de leur TCR. Par exemple,
Talebian et collegues démontrent que des LT CDS issus de patients atteints de myélome sont
capables de lyser des cellules de myélome indépendamment du CMH mais de maniére
dépendante de NKG2D (Talebian et al., 2014). Cet effet est également documenté par
plusieurs études utilisant des modeles d’activation bystander de LT CD8 mémoires via des
infections par des pathogenes hétérologues (Sckisel et al., 2014; Chu et al., 2013; Crosby et
al., 2014). Ces ¢études démontrent que les ligands de NKG2D sont exprimés trés rapidement
apres infection et que des LT CD8 mémoires activés de manicre bystander (indépendamment
de I’engagement de leur TCR) expriment NKG2D et participent activement au controle
précoce de linfection mais également au développement d’immunopathologie via un
mécanisme dépendant de I’engagement de NKG2D. De méme, I’inactivation du signal
NKG2D via I’expression constitutive d’un ligand humain de ce récepteur (MICA) conduit a

un défaut d’élimination de tumeurs par des LT CD8 mémoires (André et al., 2012). Ainsi,
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Figure 10 : Localisation anatomique des LT CD8 mémoires conventionnels.

La localisation anatomique des LT CD8 naifs (cercle bleu) et des LT CD8 mémoires conventionnels
(cercle rouge) est indiquée. Les cellules naives et mémoires circulent entre ces différents organes via
les systémes lymphatiques et sanguins, matérialisés par les traits entre les organes. Pour les LT CD8
mémoires, certaines sous populations de cellules (TRM) résident de maniére permanente dans

certains tissus périphériques, identifiés en gras et soulignés.
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I’expression de NKG2D par les LT CD8 mémoires conventionnels leur permet d’acquérir une
autre fonction innée, celle de pouvoir éliminer, de manicre indépendante de I’engagement de
leur TCR, des cellules infectées ou tumorales par cytotoxicité. Ce mécanisme pourrait jouer

un réle non négligeable dans le controle d’infections par des pathogenes hétérologues.

6. Acceés aux tissus périphériques

La localisation anatomique des LT CD8 mémoires differe radicalement de celle des
LT CD8 naifs. En effet, en plus des OLS, ces cellules sont également localisées dans de
nombreux tissus périphériques, qui sont généralement la porte d’entrée de 1’agent pathogene
(Figure 10). Néanmoins comme nous 1’avons vu précédemment, la capacité des LT CD8
mémoires a accéder aux tissus périphériques semble restreinte a certaines sous-populations de

cellules.

Contrairement aux LT CDS8 naifs, les LT CD8 effecteurs et mémoires expriment
plusieurs récepteurs de chimiokines pro-inflammatoires, notamment CCRS5 (récepteur de
CCL3/4/5) et CXCR3 (récepteur de CXCL9/10/11) (Tableau 5). L’expression de ces
récepteurs permet aux LT CDS effecteurs et mémoires de migrer contre des gradients de ces
chimiokines qui sont abondamment produites au niveau des tissus périphériques infectés
(Kohlmeier et al., 2008). De plus, les chimiokines provenant des tissus inflammés sont
associées aux glucosaminoglycanes sur la face luminale des endothéliums, véritables portes
d’entrée des LT CD8 dans les tissus périphériques (Middleton et al., 2002). Ainsi, Kohlmeier
et collegues démontrent que 1’expression de CCRS par les LT CD8 mémoires est essentiel
pour permettre le recrutement rapide de ces cellules au niveau des voies aériennes
pulmonaires lors d’une infection par le virus Influenza (Kohlmeier et al., 2008). De méme,
Sliitter et collegues démontrent que ’acces des LT CD8 mémoires aux voies aériennes
pulmonaires dépend de ’expression de CXCR3 par ces cellules. Cette localisation des LT
CD8 mémoires est importante pour contréler rapidement une infection pulmonaire secondaire
(Shitter et al., 2013). L’expression de CXCR3 permet ¢galement le recrutement des LT CD8
effecteurs et mémoires au niveau de la peau et de I’appareil reproducteur femelle lors
d’infections localisées par les virus HSV-1 et HSV-2 respectivement (Mackay et al., 2013;
Nakanishi et al., 2009). C’est la production de cytokines telles que I'IFN-y et I'IFN-I au
niveau des tissus périphériques infectés qui permet la production des chimiokines CXCL9 et
CXCL10, induisant ainsi le recrutement de LT CDS8 effecteurs/mémoires sur le lieu de

I’infection (Nakanishi et al., 2009; Schenkel et al., 2013; Iijima and Iwasaki, 2015). Enfin, il
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est important de noter que 1’expression de CXCR3 par les LT CD8 mémoires TCM permet
¢galement un repositionnement rapide de ces cellules au niveau des régions inter-folliculaires
des ganglions lymphatiques lors d’une seconde infection. Ce repositionnement apparait
crucial dans 1’¢laboration de réponse T CD8 mémoires rapides (Sung et al., 2012;

Kastenmiiller et al., 2013).

En plus des récepteurs de chimiokine, I’accés aux tissus périphériques nécessite
I’expression de différentes molécules impliquées dans I’adhésion cellulaire, notamment des
intégrines ainsi que des ligands de sélectines (Tableau 5). En effet, I’inflammation induite
dans un contexte infectieux a pour effet d’activer les endothéliums des vaisseaux sanguins qui
expriment alors de nombreuses molécules d’adhésion, dont les sélectines E et P, mais
¢galement des ligands d’intégrines (Pober and Sessa, 2007). Le pattern d’expression de ces
différentes molécules de homing (intégrines, ligands de sélectines et récepteurs de
chimiokines) par les LT CD8 mémoires détermine leur tropisme tissulaire. Par exemple,
I’expression de 'intégrine 04P7 ainsi que le récepteur de chimiokine CCR9 permet aux LT
CDS8 effecteurs d’accéder a I’intestin tandis que I’expression des ligands des sélectines E et P
ainsi que des récepteurs de chimiokine CCR9 et CCR10 favorise une localisation au niveau de
la peau. Le tropisme tissulaire des LT CDS8 est déterminé trés tot, au moment de leur
activation. La voie d’immunisation, plus que le type de pathogeéne causant I’infection, est
importante pour ¢€laborer le tropisme tissulaire des LT CDS8. Ainsi, Jiang et collegues
démontrent que des infections par voie orale ou intranasale avec le méme rotavirus générent
des populations de LT CD8 effecteurs localisées préférentiellement au niveau des plaques de
Peyer dans [D’intestin ou dans le poumon (Jiang et al.,, 2008). Les DC sont tout
particuliérement impliquées dans ce processus de conditionnement du tropisme tissulaire des
LT CD8. En effet, des DC provenant de ganglions lymphatiques drainant la peau induisent
I’expression de molécules de homing pour la peau par les LT CDS8 (ligands des sélectines E et
P). A I’inverse, seules des DC provenant des plaques de Peyer sont capable de conditionner le

tropisme tissulaire des LT CDS vers I’intestin (Mora et al., 2003; 2005).

Ce conditionnement du tropisme tissulaire des LT CD8 semble dépendre de facteurs
solubles produits par les DC (Dudda et al., 2005). Il est important de noter que malgré ce
conditionnement, les LT CD8 mémoires semblent conserver une certaine plasticité au niveau
de leur tropisme tissulaire. En effet, Mora et collégues démontrent que la stimulation in vitro
de LT CD8 mémoires ayant un tropisme vers la peau par des DC isolées des plaques de Peyer
conduit a une modification du tropisme tissulaire de ces cellules mémoires vers I’intestin
(Mora et al., 2005). Ainsi, le tropisme tissulaire des LT CD8 mémoires ne semble pas fixe

mais peut étre reprogrammé lors d’une réactivation secondaire.
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Contrairement aux LT CD8 naifs, les LT CD8 mémoires expriment un ensemble de
molécules permettant leur migration dans les tissus périphériques. Le pattern d’expression de
ces molécules de homing détermine leur tropisme tissulaire. En se plagant aux portes
d’entrées des agents pathogénes, les LT CD8 mémoires contribuent a la protection rapide et

efficace de I’organisme.

Conclusion Il

L’acquisition d’un signal TCR fort, couplé aux signaux de costimulation et
d’inflammation, permet 1’activation des LT CDS8 naifs et le déclenchement de la réponse
immunitaire primaire. Cette réponse immunitaire primaire est marquée par la génération de
LT CD8 mémoires conventionnels. Ces cellules, qui persistent durant plusieurs années dans
I’organisme, possédent de nombreuses fonctions améliorées par rapport aux LT CD8 naifs.
Ainsi, lors d’une seconde infection par le méme pathogéne, les LT CD8 mémoires
conventionnels produisent une réponse secondaire plus rapide et plus efficace que la réponse

primaire, amplifiant ainsi la protection de I’organisme.

Dans la suite de cette introduction, nous allons voir que la réception de certains
signaux cytokiniques par des LT CDS8 naifs permet la génération d’une autre classe de LT

CD8 mémoires indépendamment d’un engagement fort de leur TCR.

lll. Lymphocytes T CD8 mémoires innés

La reconnaissance spécifique d’un antigéne provenant d’un pathogéne ou d’une
tumeur lors d’une réponse immunitaire primaire n’est pas ’'unique moyen de générer des LT
CD8 mémoires. En effet, des études démontrent depuis une quinzaine d’années que
I’augmentation de certains signaux cytokiniques recus par les LT CDS8 naifs peut conduire a
I’acquisition de caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de LT CD8 mémoires
conventionnels. Par opposition aux LT CD8 mémoires conventionnels induits par antigéne,
ces LT CD8 mémoires sont qualifiés d’innés. En effet, nous verrons que la génération de ces
cellules ne nécessite pas de contact préalable avec 1’antigene dérivé de pathogeéne dont elles

sont spécifiques.

76



A. LT CD8 mémoires innés générés de maniére expérimentale

1. Prolifération homéostatique induite par lymphopénie

La premiére mise en évidence de ce mode de génération alternatif des LT CDS8
mémoires provient d’études testant I’impact des interactions entre le TCR et les complexes
CMH/antigene du soi sur la survie des LT naifs. Pour cela, une approche parmi d’autres
consistait a transférer des LT CD8 naifs dans des souris naives lymphopéniques (présentant
un important déficit en lymphocytes induit par irradiation sublétale ou par manipulations
génétiques) WT ou déficientes pour le CMH-I (Tanchot, 1997; Nesi¢ and Vukmanovi¢,
1998). Néanmoins, 1’analyse approfondie de ces résultats a permis de mettre en évidence que
le maintien des LT CDS8 naifs dans les hotes lymphopéniques WT est associ¢ a une
importante prolifération cellulaire. Ce phénomeéne, désigné sous le terme de LIP
(Lymphopenia-Induced Proliferation), s’accompagne également de 1’acquisition par les LT
CD8 naifs transférés du phénotype LT CD8 mémoires conventionnels (CD44", CXCR3",
CDl22hi, voir tableau 1) (Cho et al., 2000; Ernst, 1999; Goldrath and Bevan, 1999; Kieper
and Jameson, 1999; Murali-Krishna and Ahmed, 2000; Goldrath et al., 2004). Il est ici
important de noter que cette différenciation des LT CDS8 naifs en LT CDS8 de phénotype
mémoire a lieu en absence d’antigénes dérivés de pathogeéne dont ces cellules sont
spécifiques. En effet, I’utilisation de transferts adoptifs de LT CDS naifs transgéniques pour le
TCR dans des souris naives lymphopéniques permet de contrdler précisément la présence ou
I’absence de I’antigéne modele dont sont spécifiques ces LT CD8. Ceci suggere pour la
premicre fois que I’engagement fort du TCR par des antigénes du non soi n’est pas
indispensable pour générer des LT CD8 de phénotype mémoire. De plus, cette importante
prolifération et cette conversion de phénotype ne sont pas observées lors du transfert de LT
CDS8 naifs dans des souris naives immunocompétentes. Ceci suggere que ces phénomenes
dépendent de certains facteurs dont l’expression est modifiée dans les souris naives

lymphopéniques.

a) Le signal cytokinique

En conditions homéostatiques, les cytokines constituent généralement des ressources

limitantes pour lesquelles les LT CD8 entrent en compétition afin de garantir leur survie.
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Environnement physiologique

Environnement lymphopénique

® @

@

@ - LT CD8 naif

: IL-7 disponible

Figure 11 : Disponibilité augmentée en IL-7 dans un environnement lymphopénique.

Dans un environnement physiologique, la production constante d’IL-7 fait de cette cytokine une

ressource limitante, pour laquelle les nombreux LT CD8 naifs présent entrent en compétition. La

disponibilité en IL-7 est matérialisée par la couleur orange et les halos blancs autours des cellules

représente 'lL-7 utilisée par chacune d’entre elles.

Dans un environnement lymphopénique, les quelques LT CD8 naifs présents ont proportionnellement

accés a une quantité plus importante d’IL-7 (représenté par des halos blancs plus grands).
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Cette notion est particuliecrement vraie pour I’'[L-7 qui, comme nous I’avons vu
précédemment, est produite de maniere constante par les cellules stromales des OLS. Ainsi,
en diminuant de manicre drastique le nombre de lymphocytes présents dans I’environnement,
I’induction de la lymphopénie a pour effet d’augmenter considérablement la disponibilité de
I’IL-7 pour les quelques LT CD8 naifs introduits dans cet environnement. Il en résulte un
signal IL-7 plus intense et plus durable recu par les LT CD8 naifs, permettant d’induire la
prolifération de ces cellules (Figure 11). En effet, le transfert de LT CDS8 naifs OTI dans des
souris lymphopéniques déficientes pour la production d’IL-7 ou injectées avec un anticorps
neutralisant anti-CD127 abroge considérablement la prolifération des cellules transférées (Tan
et al., 2001; Goldrath et al., 2002). A I’inverse, I’augmentation de la biodisponibilité de cette
cytokine dans des souris immunocompétentes via 1’injection d’IL-7 couplée a un anticorps
anti-IL-7 permet d’induire une forte prolifération des LT CDS8 naifs malgré I’absence de
lymphopénie (Boyman et al., 2008). Ainsi, plus que « I’espace » libéré, c’est ’augmentation
de la disponibilit¢ de I’IL-7 induit par la lymphopénie qui permet cette importante

prolifération cellulaire et la différenciation en cellules mémoires.

L’IL-15 semble également jouer un role important dans le processus LIP, malgré que
ce dernier soit controversé. En effet, I’absence d’IL-15 dans I’environnement lymphopénique
n’a pas d’impact sur ’initiation de la prolifération des LT CD8 naifs (Goldrath et al., 2002;
Tan et al., 2001). Néanmoins, 1’analyse de la prolifération cellulaire dans ces études a licue
trés précocement, entre 7 et 9 jours apres transfert. A I’inverse, Sandau et collégues analysent
beaucoup plus tardivement (entre 5 et 27 jours apres transfert) la prolifération de LT CDS8
naifs OTI transférés dans des souris lymphopéniques WT ou déficientes pour I'IL-15. Ils
observent que si I’absence d’IL-15 n’a effectivement pas d’impact sur I’initiation de la
prolifération homéostatique, cette cytokine est essentielle pour maintenir cette prolifération a
des temps plus tardifs (Sandau et al., 2007). Cette dépendance progressive a 1’IL-15
s’explique par le fait que la modification du phénotype des LT CDS8 naifs en LT CDS8
mémoires est acquise progressivement au fur et a mesure des divisions cellulaires (Cho et al.,
2000). Ainsi, en se divisant, les cellules acquierent I’expression de marqueurs de LT CD8
mémoires, et notamment la chaine B du récepteur a I’'lL-15 (CD122), conférant ainsi a ces
cellules une sensibilité envers cette cytokine pour maintenir leur prolifération homéostatique
et leur survie (Murali-Krishna and Ahmed, 2000; Goldrath et al., 2002). Cette notion est
d’ailleurs supportée par 1’é¢tude de Li et collegues. Ils démontrent en effet que lors du
processus de prolifération homéostatique induit par lymphopénie, I’IL-7 induit I’activation de
la kinase mTOR dans les LT CD8 naifs, permettant d’exprimer le facteur de transcription

Tbet. L’expression de Tbet permet alors I’expression de CD122, rendant ainsi ces cellules
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sensibles a I’'IL-15 (Li et al., 2011). En absence d’IL-15, la prolifération homéostatique
induite par lymphopénie est abortive et conduit a la génération d’un nombre beaucoup plus

faible de LT CD8 mémoires innés.

b) Le signal TCR

Comme nous ’avons vu précédemment, la génération de LT CD8 mémoires innés par
LIP est indépendante de I’engagement fort du TCR via la reconnaissance d’antigenes dérivés
de pathogeénes. Néanmoins, la génération de ces cellules nécessite 1’acquisition d’un signal
TCR faible via la reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne du soi. En effet, en utilisant
un modele de LT possédant une expression inductible de la kinase Lck, Seddon et collegues
démontrent que le signal TCR via cette kinase est nécessaire pour permettre la prolifération
des LT CDS8 naifs dans un environnement lymphopénique et I’acquisition d’un phénotype
mémoire (Seddon et al., 2000). De méme, le transfert de LT CDS8 naifs dans des souris
lymphopéniques déficientes pour le CMH-I, pour le transporteur TAP qui permet I’expression
du CMH-I a la surface cellulaire, ou présentant un mismatch au niveau de I’haplotype de
CMH-I (H-2k au lieu de H-2b) conduit a 1’absence de prolifération de ces cellules (Goldrath
and Bevan, 1999; Kieper and Jameson, 1999; Cho et al., 2000; Murali-Krishna and Ahmed,
2000).

Il existe cependant une hiérarchie au sein des signaux TCR faibles. En d’autres termes,
I’engagement du TCR par des complexes CMH-I/antigéne du soi ne conduit pas a la réception
d’un signal TCR de force équivalente dans tous les LT CD8 naifs. La population de LT CDS8
naifs présente une expression hétérogene de la molécule CD5 (CDS10 et CDShi). Cette
hétérogénéité d’expression de CDS5 est également retrouvée entre différentes lignées de LT
CD8 transgéniques pour le TCR (Fulton et al., 2015; Kieper et al., 2004). La molécule CD5
est connue pour réguler négativement le signal TCR et permettrait ainsi de prévenir les
risques de développement de pathologies auto-immunes via 1’induction de tolérance au soi
périphérique (Tarakhovsky et al., 1995). En utilisant un mod¢le de souris rapporteur pour
I’expression du gene Nur77 (géne exprimé immédiatement apres réception d’un signal TCR),
Fulton et collégues démontrent que la stimulation du TCR par des complexes CMH-I/antigene
du soi délivre un signal TCR plus important dans les LT CD8 naifs CD5" comparé aux LT
CD8 naifs CD5" (Fulton et al., 2015). 11 est par ailleurs trés intéressant de noter que des LT
CDS8 naifs CD5™ proliferent et se différencient en LT CD8 mémoires innés en conditions

lymphopéniques beaucoup plus efficacement que des LT CD8 naifs CD5" (Kieper et al.,
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2004; Palmer et al., 2011). Ainsi, ces études suggerent que dans un contexte lymphopénique
les LT CD8 naifs CD5" posséderaient un avantage sélectif en recevant, via la reconnaissance
de complexes CMH-I/antigéne du soi, un signal TCR suffisamment fort permettant leur

prolifération et leur différenciation en LT CD8 mémoires innés.

Le fait que des LT CDS8 naifs cD5M possedent une plus grande capacité¢ de
prolifération et de différenciation en cellules mémoires dans un environnement
lymphopénique peut également s’expliquer par une plus grande sensibilité aux cytokines de
ces cellules. Cho et collégues démontrent que les LT CDS8 naifs CD5"™ présentent une
réactivité augmentée vis a vis de différentes cytokines, notamment I’IL-2, L’IL-7 et I’IL-15,
comparé aux LT CD8 naifs CD5". Cette réactivité augmentée dépend de la présence d’un
plus grand nombre de radeaux lipidiques a la surface des LT CD8 naifs CD5", augmentant la
signalisation via les récepteurs de cytokines (Cho et al., 2010). L’¢tude de Palmer et collégues
conduit & la méme conclusion. En effet, ils démontrent que les LT CD8 naifs CD5™ possédent
une plus grande sensibilit¢ a 1I’'[L-7, notamment de part I’expression d’un niveau plus
important de la chaine a du récepteur de cette cytokine (Palmer et al., 2011). Ainsi, le signal
TCR augmenté ainsi que la plus grande sensibilité aux signaux cytokiniques des LT CDS8
naifs CD5™ semblent conjointement favoriser leur prolifération et leur différenciation en LT

CD8 de phénotype mémoire dans un environnement lymphopénique.

La qualité du signal TCR recu par la reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne du
soi dans un contexte lymphopénique différe également de celle provenant de la
reconnaissance par le TCR de complexes CMH-I/antigéne du non soi. Teixeiro et collegues
démontrent que des LT CD8 OTI présentant une mutation ponctuelle dans le domaine
transmembranaire de la chaine f du TCR sont incapables de générer des LT CD8 mémoires
conventionnels dans un contexte d’infection par Lm exprimant I’antigéne OVA. Ce défaut est
li¢ a un déficit d’activation du facteur de transcription NF-«xB via le signal TCR (Teixeiro et
al., 2009). En revanche dans un environnement lymphopénique, ces mémes LT CDS8 naifs
OTI mutants proliférent et se différencient en LT CD8 de phénotype mémoire aussi
efficacement que des cellules WT (Knudson et al., 2013). Ceci suggere que dans un contexte
lymphopénique, 1’activation forte de la voie NF-kB via le TCR n’est pas nécessaire pour

générer des LT CD8 mémoires innés.

Pour résumé, la réception d’un signal TCR est également importante pour la
génération de LT CD8 mémoires innés par LIP. Néanmoins, la quantité et la qualité de ce
signal TCR différe de celles nécessaires pour la génération de LT CD8 mémoires
conventionnels. Le mécanisme de génération dans un environnement lymphopénique de LT

CD8 mémoires innés est donc supporté par l’intégration de deux types de signaux :

81



(8

"QUIWLLIB}OP UOU : N ‘uonnuiwip : | ‘uonejuswbne : g

"S8JI0WSW SB|N|[80 US UONBIOUSIZHIP JNSjJUBSINpuUI

‘dS sa1foowAiy) s9| uns ube son|@o sad Jed nnpold H-71,7 "4Z1d uonduosuesy ap Jnajoe) 9| juewndxs asen)@d uoneindod saunp uonejussaldalins aunp

puadop 18 anbasuuxa 1s6 gD 17 SO| InS uonenw e| ap 1ouse,| ‘seaiuasald saaubi| sep aunoeyd dnod (IYyyad +sswo3 4S 8an) a4iowsw adAyousyd un juepassod

ds selhoowAy) ep sjew.loue uonlodold saun 99|9ASI B UOIESLI9IORIED B JUOP SluBINW Saulinw sagubl sejedioulld sep @AllSneyxa uou 8)si| aun juejussaid nesjqe]

"'Suu|l saJlowdw ggo 17 9p @ouasaid e| Jnod sagsiig)oeled sajuenw saulinw sagubi : 9 neajqel

(LLoz “leye te) Ino R DINIR LELd
(agLoz “le e 997) Ino ¢ ZDIN! hzxal
(€102 “Ie 1o sauIs) Ino © DIN! 6/7
(z10z “leje eweys) Ino ¢ DIN! 5,}€0-g-%01d
(LL0Z e 18 uIN) Ino © yad 11k 6, VLIIO
(102 “|e 1o elalad) no © IMN! 2uoP@OX ,fur
(6002 “[e Jo BWEANYNS {0L0Z € 18 YOIBJUIBN) Ino © an 2uAOTX |, 490
(agL0z “le 12 997 :0L0Z ‘6002 1€ 12 YOIoJUIDAN) Ino ¢ ZDIN! ¢ 2oV 00X,,24
(6002 “"[e 1© emexefeH
-epaN ‘e 1qoL0z e 10 SHe)oNAIaA ‘600Z I8 Ino ¢ ZLYNII® 1MNQA ¢ _€al
10 UssiUNET L0z e 18 ZniD.Q ‘0L0Z “'[E }° 0ZUOo|Y)
(LLoz e
18 UOPIOD) ‘0L0Z “E 1 0ZUOIY ‘800Z “[E 18 UepIor) no i INQA & (srip) 9248
(Y102 "B 30 ®0ULd ‘€L0Z “[e 19 UIA ‘6002
‘s80l|94 {2002 “1e 12 NH ‘900Z e o plessnoig Ino © IMNQA ¢ L
‘9002 “'[e 1@ AUBYIY 10L0Z “[E 1 YoIaIuIapn)
-l yvao
S92UBI3JY e 91 anbasuLX® 1333 +on_uum_ dS 80D ,4Z71d uone|ndod S9Jnw sauan)




* Un signal cytokinique soutenue délivré par principalement par I’IL-7 (et amplifié¢ par
I’IL-15) wvia D'augmentation de sa biodisponibilit¢ dans 1’environnement
lymphopénique.

* Un signal TCR faible, délivré via la reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne du

SOl.

Ceci contraste fortement avec les signaux nécessaires a la génération de LT CD8 mémoires
conventionnels, notamment 1I’engagement fort du TCR par des complexes CMH-I/antigéne du
non soi. Dans la prochaine partie, nous allons voir que I’effet d’une stimulation cytokinique
soutenue sur la génération de LT CD8 de mémoires innés n’est pas limité a I'IL-7 et

s’applique également a d’autres cytokines de la famille yc.

2. Augmentation de la disponibilité en cytokines yc

a) L4

La caractérisation de trés nombreuses lignées murines naives déficientes ou
transgéniques pour I’expression de différents genes a permis de révéler la présence en
quantité importante de cellules de phénotype mémoire au sein du pool de thymocytes matures
CDS8 SP. Ces cellules expriment en effet des marqueurs conventionnels de LT CD8 mémoires
induits par antigene, tels que CD44, CXCR3, CD122, ainsi que des facteurs de transcription
impliqués dans la différenciation de ces cellules, notamment Eomes (Tableau 6) (Lee et al.,
2011c). L’interprétation initiale de ces résultats suggérait un role intrinséque des différents
genes mutés dans la régulation de la différenciation en LT CD8 mémoires. Néanmoins, la
réalisation de chiméres inégales de moelle osseuse de souris WT et KO a finalement permis
de conclure a un effet extrinséque de ces différentes mutations. En effet, dans une souris hote
irradiée et reconstituée avec 80% de moelle déficiente pour I'un des geénes présenté dans le
tableau 6, les thymocytes CD8 SP WT acqui¢rent un phénotype de LT CD8 mémoires
(CD44hi, Eomeshi, CD122hi). A TD’inverse, la méme chimére de moelle osseuse réalisée
uniquement avec de la moelle WT conduit a la génération de thymocytes CD8 SP WT
possédant un phénotype naif (CD44"°, Eomes®, CD122"°) (Weinreich et al., 2010; 2009;
Gordon et al., 2011; Verykokakis et al., 2010a; Lee et al., 2013b; Pereira et al., 2014). 11 est

malgré tout important de noter que certains facteurs semblent influencer négativement de
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manicre intrinseéque le développement des LT CD8 mémoires innés. Ainsi, une inactivation
des geénes codant pour les facteurs de transcription Bclllb et NF-kB1 conduit a une
augmentation de la génération de LT CD8 mémoires innés au niveau du thymus. Néanmoins,
les mécanismes impliqués dans la régulation de la génération des LT CD8 mémoires innés par

ces facteurs de transcription ne sont pas identifiés (Hirose et al., 2015; Gugasyan et al., 2012).

L’effet extrinséque commun de ces différentes mutations sur la génération de LT CD8
de phénotype mémoires repose sur une sur-représentation au niveau du thymus d’une
population de cellules exprimant le facteur de transcription PLZF (Promyelocytic Leukemia
Zinc Finger). Dans le contexte de ces lignées murines mutées, cette population de cellules
PLZF+ sur-représentée est composée de NKT (Natural Killer T cells) possédant un TCR
formé d’une chaine y et d’une chaine 6 (NKT 7d), de NKT invariants de type 2 (iNKT2)
possédant un TCR formé d’une chaine a invariante (Jal4Val8) et d’une chaine B, et de LT
CD4. Ces cellules PLZF+ sont peu différentiées et présentent la particularit¢ de produire
abondamment la cytokine IL-4, une caractéristique directement dépendante de 1’expression de
PLZF (Yin et al., 2013; D’Cruz et al., 2014). Ainsi, dans les différentes lignées murines
mutantes caractérisées, la sur-représentation de ces populations cellulaires PLZF+ associée a
leur état de différenciation moins avancé conduit a la création d’un environnement thymique
riche en IL-4 (Gordon et al., 2011; Lai et al., 2011; Lee et al., 2013b; Sintes et al., 2013;
Prince et al., 2014; Alonzo et al., 2010; Min et al., 2011; Felices, 2009). De manicre
intéressante, la génération de LT CD8 mémoires innés dans les différentes lignées murines
mutantes est abolie lorsque les thymocytes CD8 SP n’expriment pas la chaine a du récepteur
a I'[L-4 (CD124) (Prince et al., 2014). Ceci confirme que I’IL-4 produit par les cellules
PLZF+ induit un signal dans les thymocytes CD8 SP conduisant a leur différenciation en LT

CD8 de phénotype mémoire.

Le signal délivré par la cytokine IL-4 est suffisant pour induire 1’expression d’Eomes
via D’activation du facteur de transcription STAT6 et la phosphorylation de la kinase AKT,
permettant ainsi I’acquisition d’un programme de différenciation en LT CD8 mémoires (Carty
et al., 2014; Min et al., 2011; Sharma et al., 2012). Le déficit d’Eomes dans des souris
présentant une inactivation pour le géne SLP76 (SLP76 (Y145F) eomes-/-) conduit a
I’absence de génération des LT CD8 mémoires innés normalement observée dans les souris
SLP76 (Y145F) (Gordon et al., 2011). De méme, des thymocytes CD8 SP KLF2+/+ eomes-/-
ne se différencient pas en cellules mémoires dans un environnement KLF2-/- (Weinreich et
al., 2009). Ainsi, I’induction de I’expression d’Eomes par le signal IL-4 est cruciale pour

générer des LT CD8 de phénotype mémoire en absence de stimulation antigénique exogene.
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b) L2

L’IL-2 est également une cytokine de la famille yc capable d’induire la génération de
LT CDS8 de phénotype mémoire. Boyman et collégues démontrent que 1’injection in vivo
d’IL-2 associée a un anticorps anti-IL-2 a pour effet d’augmenter la biodisponibilité de cette
cytokine et ainsi d’induire la prolifération des LT CDS8 naifs et mémoires (Boyman et al.,
2006). En transférant au préalable des LT CD8 naifs OTI dans des souris
immunocompétentes, Kamimura et collégues démontrent que ces injections de complexes IL-
2/anticorps anti-IL-2 permettent également la différenciation en LT CD8 OTI de phénotype
mémoire malgré 1’absence de I’antigéne modéle OVA dans ce systeme (Kamimura and
Bevan, 2007). Cho et collégues démontrent que le signal induit par I’IL-2 dans des LT CD8
naifs est suffisant pour induire l’expression de facteurs de transcription clés pour la
différenciation en cellules mémoires, notamment Eomes, ainsi que 1’acquisition de fonction
effectrices associées a ces cellules (Cho et al., 2013). Ainsi, ces études démontrent qu’une
forte stimulation de LT CD8 naifs par I’'IL-2 est suffisante pour induire leur différenciation en
LT CDS8 de phénotype mémoire, indépandement de 1’engagement fort du TCR par des

complexes CMH-I/antigéne du non soi.

Cette seconde série d’études démontre qu’une stimulation forte par d’autres cytokines
yc, notamment 1’IL-4 et I’IL-2, permet également la génération de LT CD8 mémoires malgré
I’absence d’un signal TCR fort délivré via la reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne
du non soi. Le role d’un signal TCR faible dans la génération de ces cellules mémoires innées
induites par IL-4 et [L-2 n’a pas ét€¢ déterminé. Contrairement aux LT CD8 mémoires innés
induit par LIP, ces cellules sont générées dans des hotes immunocompétents. Nous allons a
présent voir que des LT CD8 mémoires innés sont générés dans des conditions
physiologiques. La génération de ces cellules semble dépendre d’une combinaison des

différents mécanismes que nous venons de décrire.

B. Génération physiologique de LT CD8 mémoires innés

Le pool de LT CD8 retrouvé dans les OLS de souris naives maintenues en condition
d’hébergement SPF (Specific Pathogen Free) contient environ 20% de cellules possédant un
phénotype mémoire (CD44hi, CD122" CXCR3hi). Ces cellules sont générées malgré
I’absence apparente d’infection par un agent pathogeéne, suggérant qu’elles correspondent a

des LT CD8 mémoires innés.
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1. Stimulations fortes par des cytokines yc.

Une grande partie des cellules mémoires retrouvées dans des souris naives SPF est
générée durant la période néonatale, soit entre 1 et 4 semaines apres la naissance (Akue et al.,
2012). Durant cette période, le systtme immunitaire périphérique encore immature va
progressivement étre formé par 1’émigration des LT naifs depuis le thymus et des LB naifs
depuis la moelle osseuse. Ainsi, la période néonatale constitue un épisode de lymphopénie
naturelle, conférant ainsi un environnement favorable a la génération de LT CD8 mémoires
innés. Le Campion et collegues démontrent d’ailleurs que les LT CD8 naifs périphériques de
souriceaux (4gés de 2 a 10 jours) proliférent de maniere trés importante et acquicrent
I’expression du marqueur mémoire CD44 in vivo. Cette intense prolifération est dépendante
d’un signal TCR faible, via la reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne du soi, et de la
quantité de cellules présentent a la périphérie (Le Campion et al., 2002). De méme, Schiiler et
collegues démontrent que le transfert de LT CD8 naifs dans des souriceaux agés de 1 a 4 jours
conduit & une importante prolifération de ces cellules et a I’acquisition d’un phénotype
mémoire de mani¢re dépendante du signal IL-7 (Schiiler et al., 2004). Ainsi, ces études
démontrent que 1’épisode lymphopénique transitoire présent dans 1’environnement néonatal
favorise une stimulation forte des LT CDS8 naifs par I’IL-7, conduisant a la génération de LT

CD8 mémoires innés dans des souris naives.

L’IL-4 est également impliquée dans la génération physiologique des LT CDS8
mémoires innés. Par exemple, les souris naives BALB/c possédent un nombre trés important
de LT CDS8 de phénotype mémoire au niveau du thymus tandis que les souris naives C57BL/6
en possedent treés peu. Ce phénomeéne est directement 1i¢ a la sur-représentation naturelle dans
les souris BALB/c de cellules NKT2 exprimant le facteur de transcription PLZF et produisant
de I'IL-4 (Lee et al., 2013b; Weinreich et al., 2010). Les cellules NKT2 ne semblent
néanmoins pas étre 1’'unique source d’IL-4 permettant de générer naturellement des LT CDS8
mémoires innés. En effet, malgré la trés faible proportion de cellules NKT2 dans les souris
C57BL/6, I’ablation du signal IL-4 dans ces souris (CD124-/-) conduit a une diminution de la
population périphérique de LT CD8 de phénotype mémoire (Akue et al., 2012). A I'inverse,
I’¢tude de Kurzweil et collegues démontre que I’augmentation de la production d’IL-4 par les
LT CD4 périphériques, via I’inactivation du géne codant pour la protéine Ndfipl, conduit a
une augmentation significative du nombre de LT CD8 de phénotype mémoire (Kurzweil et
al., 2014). De méme, les réponses immunitaires contre des parasites (réponse de type TH2)
conduisent a une importante production d’IL-4 par les LT CD4, qui stimule la prolifération
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des LT CD8 naifs et contribue a I’accumulation de LT CDS8 de phénotype mémoire (Morris et
al., 2009).

Le signal IL-15 est également crucial pour la population de LT CD8 mémoires innés
présente dans des animaux naifs. En effet, des souris naives déficientes pour le signal IL-15
ou pour la production de cette cytokine présentent une tres faible proportion de LT CDS8 de
phénotype mémoire comparé¢ a des animaux WT (Sosinowski et al., 2013; Schiiler et al.,
2004). Sosinowski et collégues démontrent que c’est la trans-présentation de I’'IL-15 par les
DC CD8a+ résidentes des ganglions lymphatiques qui favoriserait la génération de ces
cellules de phénotype mémoire (Sosinowski et al., 2013). Néanmoins, ces résultats sont a
nuancer. En effet, s’il est indéniable que I’IL-15 a un impact sur la population de LT CDS8 de
phénotype mémoire présente dans des animaux naifs, il est particulierement difficile
d’interpréter si cette cytokine joue un rdle dans la génération de ces cellules ou dans leur
maintien. En effet, comme nous 1’avons vu précédemment, I’IL-15 est une cytokine
essentielle au maintien a long terme des LT CD8 mémoires. Ainsi, I’'IL-15 semble étre
importante pour le maintien des LT CD8 mémoires innés dans des animaux naifs, méme si un

role de cette cytokine dans la génération de ces cellules n’est pas a exclure.

Enfin, une autre cytokine n’appartenant pas a la famille yc favorise la génération de
LT CD8 mémoires innés dans des animaux naifs. En effet, une étude trés récente de Martinet
et collegues démontre que cette population de cellules est considérablement réduite dans des
souris naives déficientes pour le récepteur a I'IFN-I. A D’inverse, I’injection de Poly I/C
(connue pour induire la production d’IFN-I) dans des souris naives permet la génération d’un
plus grand nombre de LT CD8 de phénotype mémoire. L’IFN de type I induit directement
I’expression d’Eomes, via STATI et IRF9 (Martinet et al., 2015). Cette étude constitue la
premiere démonstration qu’une cytokine n’appartenant pas a la famille yc peut induire la

génération de LT CD8 de phénotype mémoire dans des animaux naifs.

2. Absence de signal TCR fort

La nécessité de I’intégration d’un signal TCR fort pour la génération des LT CDS8 de
phénotype mémoire retrouvés naturellement dans des souris naives est une question
particulierement complexe, étant donné que la spécificité antigénique de ces cellules n’est pas
connue. L’étude de Haluszczak et collégues a permis de lever une part d’ombre sur cette
spécificité antigénique (Haluszczak et al., 2009). En utilisant des tétraméres de CMH-I

couplés a des billes et chargés avec différents antigénes connus pour générer des réponses T
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CD8 importantes (OVA, HSV-1 ou B8R), ils purifient a partir de souris naives SPF
uniquement les LT CD8 possédant le TCR spécifique de I’antigéne d’intérét. L analyse du
phénotype des LT CDS8 purifiés révele que pour chaque antigéne étudié, environ 75% des
cellules spécifiques possédent un phénotype naif et 25% possedent un phénotype de cellules
mémoires. En utilisant le méme protocole, Akue et collegues identifient au sein des LT CDS8
de phénotype mémoire des cellules spécifiques de 5 antigénes dérivés du virus MCMV
(Mouse CytoMegaloVirus) (Akue et al., 2012). Ainsi, la population de LT CD8 de phénotype
mémoire retrouvée dans des souris naives est composée de cellules spécifiques d’antigénes
provenant de pathogenes avec lesquels ces animaux n’ont jamais été en contact (Haluszczak
et al., 2009). Ces cellules ne possédent par ailleurs pas de deuxieme TCR avec une spécificité
antigénique différente pouvant expliquer une génération via la reconnaissance d’un second
antigéne du non soi (Akue et al., 2012). Ces LT CD8 de phénotype mémoire spécifiques
d’antigénes dérivés de pathogenes sont retrouvés en nombre équivalent dans des souris naives
Germ free (animaux dépourvues de flore commensale), indiquant que les antigénes dérivés de
la flore commensale ne sont pas impliqués dans la génération de ces cellules dans ce contexte
(Haluszczak et al., 2009). Plus marquant encore, le développement de ces LT CD8 mémoires
innés dans des souris naives antigen free (souris germ free recevant uniquement des
nutriments chimiques ultrafiltrés pour ¢éliminer les antigénes provenant de la nourriture)
indique que ces LT CD8 mémoires semblent étre générés via un mécanisme indépendant de la
reconnaissance d’antigéne du non soi, méme si ces observations préliminaires ne sont pour le

moment pas publiées (Jameson et al., 2015).

En conclusion, ces ¢tudes démontrent qu’au moins une partie des LT CD8 de
phénotype mémoire retrouvés dans des souris naives sont générés indépendamment de
I’engagement fort de leur TCR via de la reconnaissance de 1’antigéne dérivé de pathogene
dont il est spécifique. Associé¢ a la dépendance de fortes stimulations cytokiniques pour la
génération de ces cellules, I’ensemble de ces données démontre clairement qu’au moins une
partie des LT CD8 de phénotype mémoires retrouvés dans des animaux naifs sont des LT

CD8& mémoires innés.

C. Caractéristiques des LT CD8 mémoires innés

1. Phénotype

88



LT CD8 mémoires

Marqueurs phénotypiques LT CD8 naifs Conventionnels Innés
CD44 lo hi hi
CXCR3 lo hi hi
CD122 lo hi hi
Ly6C lo hi hi
LFA1 + ++ ++
CcD62L + +/- +
CD127 hi hi hi

Tableau 7 : Phénotype identique des LT CD8 mémoires conventionnels et innés.

Tableau présentant I'expression des marqueurs mémoires classiques par les LT CD8 naifs, les LT

CD8 mémoires conventionnels et les LT CD8 mémoires innés. Pour un certain nombre de ces

marqueurs, c’est le niveau d’expression (lo : faible, hi : forte) qui permet de distinguer les populations

de LT CD8.

- . absence d’expression, + : expression.
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Comme nous ’avons vu précédemment, on distingue aisément les LT CD8 naifs des
LT CD8 mémoires conventionnels par 1’expression différentielle de plusieurs marqueurs
phénotypiques classiques, appelés marqueurs mémoires (Tableau 1). Ces marqueurs
phénotypiques sont exprimés de maniere similaire par les LT CD8 mémoires innés (Tableau
7) (Goldrath et al., 2000; Cho et al., 2000; Murali-Krishna and Ahmed, 2000). Ainsi, basé sur
I’expression des marqueurs mémoires classiques, les LT CD8 mémoires conventionnels et
innés présentent un phénotype identique. Dés lors, dans un contexte physiologique, ou LT
CD8 mémoires conventionnels et innés co-existent, la distinction entre ces deux classes de

cellules mémoires est impossible.

La chaine o de l’intégrine VLA4 (CD49d) semble constituer un marqueur
phénotypique différentiellement exprimé entre LT CD8 mémoires conventionnels et innés. En
effet, CD49d est exprimé par des LT CD8 mémoires OTI générés en réponse a une infection
par Lm portant I’antigéne OV A tandis qu’il n’est pas exprimé par des LT CD8 mémoires OTI
générés par LIP (Haluszczak et al., 2009). De plus dans des souris naives, les LT CD8
mémoires innés spécifiques de 1’antigéne B8R n’expriment pas CD49d (Haluszczak et al.,
2009). Néanmoins, aucune étude a ce jour ne démontre clairement que dans un contexte
physiologique (non transgénique pour le TCR) I’expression de CD49d permet de distinguer

les LT CD8 mémoires innés des LT CD8 mémoires conventionnels.

2. Fonction

Les propriétés des LT CD8 mémoires innés générés physiologiquement sont
relativement peu connues. Ainsi, I’essentiel de la caractérisation fonctionnelle de ces cellules
a été réalisé a I’aide de modeles de génération expérimentaux (LIP, stimulations fortes par des

cytokines yc) utilisant des LT CD8 transgéniques pour le TCR.

a) LT CD8 mémoires innés générés expérimentalement

Une étude du transcriptome de LT CD8 mémoires OTI générés par LIP démontre que
le programme génétique de ces cellules est trés proche de celui des LT CD8 mémoires OTI
générés en réponse a une infection par Lm portant I’antigéne OVA (Goldrath et al., 2004).

Les LT CD8 mémoires innés générés expérimentalement expriment notamment certains
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facteurs de transcription clés pour la différenciation en LT CD8 mémoires (Eomes et Tbet).
Néanmoins, comparé a leurs homologues conventionnels, ces cellules expriment de plus fort
niveau d’Eomes et de plus faible niveau de T-bet (Weinreich et al., 2009; 2010). Cette
expression plus importante d’Eomes est le reflet de la génération de ces cellules mémoires par

de fortes stimulations cytokiniques.

Contrairement aux LT CD8 naifs, les LT CD8 mémoires innés générés
expérimentalement par LIP ou par stimulation cytokiniques fortes sont capables de ré-
acquérir trés rapidement I’expression de fonctions effectrices (production d’IFN-y, TNF-a et
de granzyme B) apres engagement fort de leur TCR. De méme, ces cellules sont capables de
lyser rapidement des cellules cibles portant 1I’antigéne dont elles sont spécifiques (Hamilton et
al., 2006; Murali-Krishna and Ahmed, 2000; Fukuyama et al., 2009). Ces cellules possedent
¢galement une réactivité augmentée vis a vis de I’'IL-12 et I’[L-18 conduisant a la production
rapide d’IFN-y (Hamilton et al., 2006; Hu et al., 2007). Enfin, le transfert dans des souris
naives de LT CD8 mémoires OTI induits par LIP, suivi d’une infection par la bactérie Lm
exprimant 1’antigéne OV A, conduit a 1’élimination rapide de cette bactérie (Hamilton et al.,
2006). De méme, le transfert de LT CD8 mémoires innés, provenant de souris déficientes
pour la kinase ITK, dans des souris IFNg-/- permet de restaurer la capacité de ces souris a

¢liminer une infection par la bactérie Lm (Hu et al., 2007).

Certaines différences semblent néanmoins exister entre les LT CD8 mémoires
conventionnels et ceux induits par LIP. En utilisant un mod¢le de co-transfert suivi d’une
infection par la bactérie Lm exprimant 1’antigéne OVA, Cheung et collégues démontrent les
LT CD8 mémoires OTI induits par LIP proliférent moins, contractent plus rapidement et
contribuent moins au pool de LT CD8 mémoires secondaires que leur homologues
conventionnels. Cette différence correle avec une localisation différente de ces deux

populations de LT CD8 mémoires au sein de la rate (Cheung et al., 2009).

b) LT CD8 mémoires innés générés physiologiquement

La caractérisation fonctionnelle de la population de LT CD8 mémoires innés générés
physiologiquement est particuliecrement complexe. En effet, comme nous I’avons vu
précédemment, la majorité des spécificités antigéniques de cette population demeurent
inconnues. De plus, pour les spécificités antigéniques connues, la fréquence de cellules
spécifiques de cet antigéne est trés faible (par exemple environ 200 cellules spécifiques de

I’antigéne B8R) (Haluszczak et al., 2009). Lee et collegues ont développé un modele de
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souris transgéniques pour la chaine f du TCR OTI. Les réarrangements VJ permettant la
génération de différentes chaine o associées a cette chaine B favorise la génération d’une
population de LT CDS8 polyclonale dans ces souris. Néanmoins, [’expression forcée d’une
chaine B unique favorise un enrichissement de cette population en cellules exprimant un TCR
spécifique de ’antigéne OVA (1 a 2% des LT CD8). Ainsi, les LT CD8 mémoires innés
retrouvés au sein de ces souris naives sont également enrichies en cellules spécifiques de
OVA (Lee et al., 2013a). Comparé a des LT CD8 mémoires conventionnels, les LT CD8
mémoires innés expriment un plus fort niveau d’Eomes et un plus faible niveau de Tbet. La
stimulation antigénique in vitro de LT CD8 mémoires innés spécifiques de ’antigéne OVA
conduit a une production rapide d’IFN-y et de TNF-a. Néanmoins, seulement 20% de ces
cellules produisent ces cytokines contre presque 100% des LT CD8 mémoires conventionnels
spécifiques de I’antigéne OVA (Lee et al., 2013a). Afin de comparer les fonctions des LT
CD8 mémoires innés avec celles des LT mémoires conventionnels et des LT CDS8 naifs, Lee
et collegues réalisent des expériences de co-transferts suivit d’infections par la bactérie Lm
exprimant 1’antigéne OVA. Par rapport au LT CDS8 naifs, les LT CD8 mémoires innés
proliferent plus rapidement lors de la phase précoce de la réponse immunitaire. Néanmoins,
au pic de la réponse immunitaire, un nombre comparable de LT CD8 effecteurs est généré par
ces deux populations. De plus, ces deux populations génerent un nombre équivalent de LT
CD8 mémoires apres la phase de contraction (Lee et al., 2013a). La cinétique de réponse des
LT CD8 mémoires innés est équivalente a celles des LT CD8 mémoires conventionnels.
Cependant, les LT CD8 mémoires innés génerent plus de MPEC, suggérant que ces deux
populations pourraient contribuer différemment a 1’établissement du pool de LT CDS
mémoires secondaire (Lee et al., 2013a). Enfin, il est important de noter que le transfert de LT
CD8 mémoires innés spécifiques de 1’antigéne OVA suivi d’une infection par Lm-OVA
conduit a une ¢limination de ce pathogene aussi efficace que celle observé lors du transfert de
LT CD8 mémoires conventionnels. De méme, I’étude trés récente de Lee et collegues
démontre que parmi les LT CD8 mémoires innés générés physiologiquement, les cellules dont
la génération dépend d’une stimulation forte par I’IL-4 permettent le controle d’infections
chroniques par le virus LCMV clone 13. En effet, des souris BALB/c déficientes pour la
molécule CD1d (conduisant a un déficit de iNKT, principaux producteurs d’IL-4) présentent

un défaut d’¢élimination du virus comparé a des souris BALB/c WT (Lee et al., 2015).

D. LT CD8 mémoires innés chez ’lhomme
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Compte tenu de la trés grande variété d’agents pathogeénes auxquels nous sommes
continuellement confronté, il est extrémement complexe de déterminer si une population de
LT CD8 mémoires innés existe chez I’homme. L’étude de Su et colleégues révele que le pool
de LT CD4 mémoires chez I’homme adulte sain contient des nombreuses cellules spécifiques
d’antigénes avec lesquels ces donneurs n’ont jamais ¢té en contact. Par exemple, des LT CD4
mémoires spécifiques du HIV sont retrouvés dans le sang d’individus n’ayant jamais
contractés d’infection par ce pathogene. Ces cellules possédent le phénotype, I’expression de
certains genes, ainsi que les fonctions de LT CD4 mémoires conventionnels. Sun et collegues
démontrent néanmoins que certains TCR de ces LT CD4 mémoires (par exemple le TCR
spécifique de I’haemaglutinine du virus Influenza HIN1) sont capables de réagir de maniére
croisée avec des antigénes microbiens. Ils proposent ainsi que ces LT CD4 mémoires seraient
générés via des mécanismes de réaction croisée du TCR (Su et al., 2013). Néanmoins, méme
si ces résultats sont particulierement convaincants, 1’hypothése que tous les LT CD4
mémoires générés possédent un TCR capable de réactions croisées avec des antigenes
microbiens parait peu probable. A I’inverse, une génération de ces cellules mémoires via des

cytokines pourrait également expliquer ce phénomene.

L’analyse de thymus et de rate de foetus humains révele 1’existence d’une population
de LT CD8 exprimant le facteur de transcription Eomes. Certaines de ces cellules posseédent
un phénotype mémoire et produisent rapidement de I’IFN-y aprés stimulation par la
PMA/Ionomycine (Min et al., 2011). L’observation de cette population dans des fcetus
humains, relativement protégés des contacts avec des antigénes du non soi, suggere que cette
population de cellule pourrait étre générées via des mécanismes dépendant de cytokines. Tres
récemment, Jacomet et collegues ont identifi¢ chez I’homme adulte une population de LT
CD8 qui pourrait correspondre a des cellules mémoires innées. Cette population de cellules
exprime Eomes ainsi que le récepteur NKG2A et possedent un phénotype de cellules
mémoire terminalement différentiées. Ces cellules produisent rapidement de I'IFN-y apres
restimulation par PMA/Ionomycine ou par IL-12/IL-18. De maniere intéressante, cette
population de cellules est également observée dans des échantillons de sang de cordon
humain. De plus, la fraction de ces cellules corréle directement avec le niveau d’expression du
facteur de transcription PLZF dans les cellules CD3+, suggérant que ces cellules pourraient
étre générées via un mécanisme dépendant de I’IL-4 (Jacomet et al., 2015b). L’ensemble de
ces observations indique que des LT CD8 mémoires innés semble étre également présent chez

I’homme, méme si le mode de génération de ces cellules n’est pour I’instant pas identifi¢.
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Figure 12 : La population de LT CD8 de phénotype mémoire comporte deux classes de
cellules.

En fonction des signaux regus par leur précurseur commun (LT CD8 naif), deux classes de LT CD8
mémoires sont générées. L’engagement fort du TCR par des antigénes provenant de pathogeénes,
associé a un signal de costimulation et un signal inflammatoire conduit a la génération de LT CD8
mémoires conventionnels. A l'inverse, la réception d’'un signal cytokinique fort (délivré principalement
par des cytokines yc) associé a un signal TCR faible (via la reconnaissance d’antigénes du soi) suffit a
générer des LT CD8 mémoires innés. Ces deux populations possédent un phénotype similaire,
rendant extrémement complexe leur distinction in vivo. Par conséquent, la population de LT CD8

meémoires innés générée physiologiquement demeure peu caractérisée.
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Conclusion lll

Au cours de cette troisiéme partie, nous avons décrit I’existence d’un mode de
génération alternatif de LT CD8 mémoires. L’intégration d’un signal cytokinique fort
(essentiellement délivré via des cytokines yc) couplé a un signal TCR faible (délivré via la
reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne du soi) suffit en effet a générer des LT CDS8
mémoires indépendamment de la reconnaissance d’antigénes dérivés de pathogenes. La
génération de ces cellules mémoires ne constitue pas un artéfact expérimental. En effet, ces
conditions de stimulation particuliéres sont identifi¢es dans des contextes physiologiques,
notamment durant la période néonatale, et conduisent a la génération naturelle de LT CDS8
mémoires innés. Le phénotype de ces cellules est extrémement similaire a celui des LT CDS8
mémoires conventionnels, rendant presque impossible la distinction de ces deux classes de
cellules mémoires in vivo. En conséquence, les fonctions de la population de LT CDS
mémoires innés générée physiologiquement sont relativement peu caractérisées. Enfin, ces LT

CD8 mémoires innés semblent également étre générés chez ’homme.

IV. Conclusion générale et présentation du travail de thése

Au cours de cette introduction bibliographique, nous avons vu qu’a partir d’un
précurseur commun (les LT CD8 naifs), deux classes de LT CD8 mémoires sont générées.
C’est I’intégration de différents signaux par les LT CDS8 naifs qui régule leur différenciation
en LT CD8 mémoires conventionnels ou innés. Ainsi, I’intégration d’un signal TCR fort (via
la reconnaissance spécifique d’antigénes dérivés de pathogene), couplé a un signal de
costimulation et a un signal cytokinique pro-inflammatoire, conduit a la génération de LT
CD8 mémoires conventionnels (Figure 12). A I’inverse, l’intégration d’un fort signal
cytokinique (via la stimulation par des cytokine yc), couplé a un faible signal TCR (via la
reconnaissance de complexes CMH-I/antigéne du soi), conduit a la génération de LT CDS8
mémoires innés indépendamment de la reconnaissance de I’antigéne dérivé de pathogeéne dont

ces cellules sont spécifiques (Figure 12).

Les LT CD8 mémoires innés ont trés largement été étudiés depuis une quinzaine
d’années, notamment via ’utilisation de mod¢les de génération expérimentaux utilisant des
LT CDS8 transgéniques pour le TCR. Ces expériences ont notamment permis de démontrer
que des LT CD8 mémoires conventionnels et innés de méme spécificité antigénique
possedent des propriétés fonctionnelles comparables, notamment la capacité a contréler une
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infection par un pathogeéne. Néanmoins, les caractéristiques de la population polyclonales de
LT CD8 mémoires innés générée physiologiquement sont relativement mal connues. En effet,
seuls Lee et collegues ont étudiés la contribution de ces cellules a une réponse immunitaire
vis a vis d’un pathogeéne exprimant un antigene dont elles sont spécifiques (Lee et al., 2013a).
Leur ¢étude confirme que ces cellules se comportent comme de vraies cellules mémoires, dans
le sens ou elles présentent une réponse accélérée en terme de prolifération et de production de
cytokines. Néanmoins, cette étude fait une nouvelle fois appel a une manipulation génétique
pour augmenter artificiellement la fréquence de LT CD8 mémoires innés spécifiques d’un
antigene donné. Ainsi, la caractérisation de la popualtion de LT CD8 mémoires innés générés
en absence compléte de manipulation n’a pas été abordée. Cette absence de caractérisation est
notamment liée au phénotype extrémement semblable des LT CD8 mémoires innés avec leurs
homologues conventionnels (Figure 12). En effet, seule I'intégrine CD49d semble étre
différentiellement exprimée entre ces deux classes de LT CD8 mémoires. Néanmoins, aucune
¢tude a ce jour ne démontre clairement que dans un contexte physiologique (non transgénique
pour le TCR) I’expression de CD49d permet de distinguer les LT CD8 mémoires innés des

LT CD8 mémoires conventionnels (Figure 12).

De nombreuses questions demeurent ainsi en suspend concernant la population de LT
CD8 mémoires innés. En effet, la nature ainsi que la quantité des signaux nécessaires a la
génération des LT CD8 mémoires conventionnels et innés differe (Figure 12). Dés lors, on
peut supposer que différentes voies de signalisation sont potentiellement activées lors de la
génération de 1’'une ou l'autre de ces populations cellulaires, conduisant a I’induction de
programmes de différenciation distincts, influant sur 1I’expression de génes et I’acquisition de
fonctions effectrices. Ainsi, I'une des questions majeures concernant les LT CD8 mémoires
innés générés dans des conditions physiologiques est de savoir si ces cellules sont réellement
des cellules mémoires. Possédent-elles toutes les caractéristiques fonctionnelles améliorées
des LT CD8 mémoires conventionnels ou sont elles simplement des LT CD8 naifs déguisés
en LT CD8 mémoires ? De méme, est ce que certains geénes sont spécifiquement exprimés par
cette population cellulaire comparé aux LT CD8 mémoires conventionnels ? Enfin, le role de
la population de LT CD8 mémoires innés demeure ¢galement inconnu. Il est donc nécessaire,
pour répondre a ces différentes questions, de pouvoir comparer ces deux classes de LT CDS8
mémoires dans des conditions physiologiques. Cela implique d’identifier des marqueurs

différentiellement exprimés entre ces deux populations de cellules.

Comme nous I’avons vu durant cette introduction, les LT CD8 mémoires
conventionnels expriment la chimiokine CCL5 et le récepteur NKG2D. Des expériences de

microarray réalisées avant mon arrivée au laboratoire démontrent que les geénes Ccl5 et Kirkl
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(codant pour NKG2D) sont parmi les genes les plus différentiellement exprimés entre LT
CD8 mémoires conventionnels F5 et LT CD8 naifs. De maniére intéressante, deux étudiants
en thése au sein de notre laboratoire on montrés que 1’IL-4 module I’expression de ces deux
protéines dans les LT CD8 mémoires. Antoine Marcais a démontré qu’un traitement par 1’IL-
4 de LT CD8 mémoires conduit a la diminution de I’expression du geéne codant pour la
chimiokine CCL5 (Margais et al., 2006a). Erwan Ventre a démontré plus récemment que 1’IL-
4 régule négativement 1’expression du récepteur NKG2D dans les LT CD8 mémoires
conventionnels (Ventre et al., 2012). Compte tenu de I’effet de 1’'IL-4 sur I’expression de
CCL5 et NKG2D et sur la génération des LT CD8 mémoires innés, nous avons €mis
I’hypothése que ces deux protéines pourraient étre différentiellement exprimées entre les LT

CD8 mémoires conventionnelles et innées.

Mon travail de thése s’est articulé en deux grandes parties. Dans une premiére partie,
j’ai validé I’hypothese selon laquelle CCLS et NKG2D sont différentiellement exprimés entre
les LT CD8 mémoires conventionnels et innés, rendant ainsi possible la distinction in vivo
entre ces deux populations de cellules mémoires. Une dichotomie similaire a été observée
dans plusieurs lignées murines et également chez ’homme. Dans une seconde partie, j’ai
utilisé I’expression différentielle de ces marqueurs pour caractériser de manicre approfondie
la population polyclonale de LT CD8 mémoires innés générée physiologiquement. Nos
résultats démontrent que ces cellules ont une réactivité augmentée comparé a des cellules
naives, mais malgré tout inférieure a celle de LT CD8 mémoires conventionnels. En accord
avec cette observation, des expériences de microarray nous ont permis de mettre en évidence
que les LT CD8 mémoires innés possedent un programme génétique tres proche de celui des
LT CD8 mémoires conventionnels. Néanmoins, ces cellules innées sont moins différentiées
que leurs homologues conventionnels. De maniére intéressante, nous démontrons que la
population de LT CD8 mémoires innés conserve des caractéristiques typiques de cellules
naives, notamment un répertoire TCR diversifié favorisant la participation de ces cellules a
des réponses immunitaires primaires contre différents pathogeénes. Enfin, nous avons mis en
évidence qu’en conditions inflammatoires, ces cellules mémoires innées sont recrutées
beaucoup moins efficacement au niveau de tissus périphériques que les LT CD8 mémoires

conventionnels.

Ainsi, I’ensemble de ce travail de thése a conduit dans un premier temps a
I’identification d’outils permettant pour la premiere fois la distinction in vivo entre les LT
CD8& mémoires conventionnels et innés. Grace a ces nouveaux outils, ce travail de thése a
permis dans un deuxi¢me temps de démontrer que les LT CD8 mémoires innés constituent

une population cellulaire hybride, a la frontiére entre LT CDS8 naifs et LT CD8 mémoires
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conventionnels. Ces résultats ont donnés lieu a la rédaction d’un article scientifique (soumis a
The journal of experimental medicine) ainsi qu’au dépot d’un brevet concernant ’utilisation

de CCL5 comme biomarqueur des LT CD8 mémoires conventionnels
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Abstract (183 words, max 200)

The pool of memory-phenotype CD8 T cells is composed of antigen-induced (AI) and
cytokine-induced innate (IN) cells. Experimentally generated IN have been extensively
described, however few studies have characterized polyclonal IN cells generated under
physiological conditions. In order to perform this characterization we search for marker that
discriminated IN from AI memory cells. We demonstrate that unlike Al, IN memory CD8 T
cells do not express NKG2D and CCLS. Using CCL5 expression we observe a similar
dichotomy in the pool of human memory CD8 T cells. Exploiting NKG2D lack of expression
by IN, we compared the properties of naturally-generated polyclonal IN memory CDS8 T cells
to naive and Al memory CD8 T cells. We show that these cells produce the same array of
cytokine as Al memory cells and that they express a memory cells transcriptome that differs
from AI memory cells in its transcription factor expression-pattern. However, IN memory
CD8 T cell are similar to naive cells as they have a diversified repertoire, do not express betal

integrins that are essential for tissue extravasation and are not recruited to the inflamed lung.
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Introduction

One hallmark of the adaptive immune system is its ability to respond faster and
stronger to previously encountered antigens (Ag). This immunological memory relies on the
generation of cells that display increase reactivity towards the previously encounter Ag.
Protection against intracellular pathogens or tumor-derived Ag relies on the generation of Ag-
induced memory CD8 T cells (Al). Indeed, Al memory CDS8 T cells have increased functional
properties compared to naive cells, making them more potent to rapidly eliminate infected
cells upon re-infection (Veiga-Fernandes et al., 2000). However, memory phenotype CD8 T
cells can also be generated through alternative pathways that are independent of foreign Ag
exposure. Recently a unified nomenclature has been proposed for these cells: the innate
memory cells (IN) that we will use here after (Jameson et al., 2015). Several mechanisms of
IN memory CD8 T cell generation have been identified. Memory CD8 T cells generated
through lymphopenia-induced proliferation (LIP) were the first IN memory cells to be
described (Ernst, 1999; Goldrath and Bevan, 1999; Goldrath et al., 2000; Kieper and Jameson,
1999; Murali-Krishna and Ahmed, 2000). This particular memory cell generation depends on
strong IL-7 stimulation of naive CD8 T cells (due to the increased availability of this yc
cytokine in the lymphopenic host) combined to weak TCR stimulation through self-
peptide/MHC-complexes (Goldrath et al., 2002; Jameson, 2002; Sprent and Surh, 2011). LIP
memory cell generation occurs in physiological conditions. Indeed, memory phenotype CD8
T cells appear during the neonatal period in naive mice, in part due to natural lymphopenic
conditions provided by such environment (Akue et al., 2012; Le Campion et al., 2002;
Schiiler et al., 2004). Other yc cytokines also support the generation of IN memory cells. /n
vivo, strong IL-2 stimulation through injection of IL-2/anti IL-2 antibody complexes, was
shown to drive the generation of IN memory CD8 T cells from naive OTI cells (Kamimura
and Bevan, 2007). The characterization of several mutant mouse strains revealed that strong
IL-4 stimulation of CD8 single positive thymocytes or naive CD8 T cells leads to IN memory
cell generation (Lee et al., 2011; Weinreich et al., 2010; Kurzweil et al., 2014). Moreover,
naive BALB/c mice have increased proportion of memory phenotype CD8 T cells due to
higher IL-4 production compared to naive C57BL/6 mice, (Lee et al., 2013b). Conversely,
naive SPF mice deficient for IL-4 production or signaling have reduced frequency of IN
memory CD8 T cells (Akue et al., 2012; Sosinowski et al., 2013). Finally, Th2 immune
responses might also favor the generation of IN memory CD8 T cells, as endogenously

produced IL-4 support the proliferation of CD8 T cells (Morris et al., 2009).
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Hence in naive Specific Pathogen Free (SPF) mice, among CD8 T cells that are
specific of various foreign Ag never encountered by the naive SPF mice, 10-20% of cells
display a memory phenotype (Haluszczak et al., 2009). Compared to naive cells, these
unconventional Ag-specific memory cells are able to mount an efficient response against
pathogen infection with increased functional properties including augmented IFN-y
production and proliferative response (Haluszczak et al., 2009; Lee et al.,, 2013a).
Importantly, equal numbers of these Ag-specific cells were found in naive germ free mice,
indicating that their generation is independent of microbiota-derived Ag (Haluszczak et al.,
2009). Therefore, in physiological conditions, the pool of memory phenotype CDS8 T cells is
composed of two classes of cells: Al and IN.

Al and IN CD8 memory cells are generated through distinct pathways, but both
express conventional memory markers that distinguish memory from naive cells, thus
polyclonal AI and IN memory CDS8 T cells have been difficult to discriminate. As a
consequence, polyclonal IN memory CD8 T cell population has never been fully
characterized. Interestingly, experimentally generated IN OTI memory CD8 T cells do not
express CD49d compared to AI OTI memory CDS8 T cells. This lack of CD49d expression has
been used to identify and characterize OVA and VV specific clones of IN generated in
physiological conditions (Haluszczak et al., 2009). In order to characterize polyclonal IN
memory CD8 T cells generated in physiological conditions, we have search new markers that
could discriminate between polyclonal IN and AI memory CD8 T cells. Upon strong TCR
triggering, CD8 T cells express high levels of the NK cell receptor NKG2D as well as the pro-
inflammatory chemokine CCLS5 (Ortiz et al., 1997; 1996; Diefenbach et al., 2000). We have
previously demonstrated that IL-4 down-regulates both NKG2D and CCLS5 expression by
memory CD8 T cells (Margais et al., 2006; Ventre et al., 2012). As IL-4 is involved in IN
memory CD8 T cell generation, we hypothesized that these two proteins could be differently
expressed between Al and IN memory CD8 T cell populations. We demonstrate that CCLS5
and NKG2D expression is restricted to AI memory CD8 T cell populations. Using NKG2D
we show that IN memory CD8 T cells generated under physiological conditions have both

memory- and naive-like features.
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Material and methods

Mice

F5 TCR transgenic mice were provided by Professor D. Kioussis (National Institute of
Medical Research, London, U.K.) and backcrossed on CD45.1 C57BL/6 background. The F5
TCR recognizes the NP68 peptide from influenza A virus (ASNENMDAM) in the context of
H2-D°. OTI TCR transgenic, CD45.2 (C57BL/6]) and CD45.1 (B6.SJL) C57BL/6, BALB/c
and OF1 mice were purchased from Charles River Laboratories (L’ arbresle, France). The OTI
TCR recognizes the OV Ajs7.264 peptide from chicken ovalbumin (SIINFEKEL) in the context
of H2-K®. Mice were bred or housed under SPF conditions in our animal facility (AniRA-
PBES, Lyon, France). All experiments were approved by local ethics committee (CECCAPP,

Lyon, France).
Pathogens and mouse immunization

The recombinant influenza virus strain WSN encoding the NP68 epitope (Flu) was produced
by reverse genetics from the A/WSN/33 HINI strain. The recombinant vaccinia virus
expressing the NP68 epitope (VV) was engineered from Modified Vaccinia virus Ankara by Dr.
Denise Yu-Lin Teoh in Pr. Sir Andrew McMichael’s laboratory at the MRC (Human Immunology
Unit, Institute of Molecular Medicine, Oxford, UK). The Listeria monocytogenes strain 10403s
was produced from clones grown from organs of infected mice. Anesthetized mice received
intranasal administration of 2 x 10’ TCID50 Flu, 2.10° PFU VV or 30ug Poly I/C in 20uL of
phosphate-buffered saline or intravenous (IV) administration of 2 x 10° Lm in 200ul
phosphate-buffered saline. For some indicated experiment, mice received intraperitoneal (IP)

administration of 1x10° PFU VV in 200pul phosphate-buffered saline.
TCR transgenic memory CD8 T cells

To generate AI TCR transgenic memory CDS8 T cells, 2 x 10° naive CD45.1 F5 CD8 T cells
were transferred in C57BL/6 mice by IV injection. The next day, mice were infected with
VV-NP68 as described above. To generate IN TCR transgenic memory CD8 T cells, 1x10°
naive OTI CDS8 T cells were transferred in immunocompetent or sublethally irradiated (600
rad) CD45.1 C57BL/6 mice by i.v. injection. During 7 days, immunocompetent mice received
daily intraperitoneal injection of 1.5ug of IL-2 or IL-4 (Peprotech) immunocomplexed to anti-
IL-2 (S4B6, BioXcell) or anti-IL-4 (11B11, BioXcell) antibody.
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Cell preparation and flow cytometry

To discriminate between tissue resident and circulating memory CD8 T cells, in vivo
intravascular staining was performed as previously described (Anderson, 2012). Briefly, mice
were injected with 3 pg of CD45-BV421 antibody (BioLegend) diluted in 300 pl of sterile
DPBS (Life Technologies) and were sacrificed 2 min after injection by overdose of
pentobarbital. Blood samples (100ul) were collected on EDTA by retro-orbital bleeding.
Spleen and lymph nodes were harvested and mechanically disrupted and filtered through a
sterile 100 um nylon mesh filter (BD). To collect broncho-alveolar lavages (BAL), the
trachea was exposed and cannulated with a 24-gauge plastic catheter (BD Biosciences) and
lung were lavaged 2 times with 1 ml cold sterile PBS. Lungs were enzymatically digested
using a specific dissociation kit and following manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec).
Surface staining was performed on single cell suspensions from each organs for 30 min at 4°C
with the appropriate mixture of monoclonal antibodies diluted in staining buffer (PBS (Life
Technologies) supplemented with 1% FCS (Life Technologies) and 0,09% NaN3 (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France)). To identify B8R specific memory CD8 T cells,
tetramer staining was performed 10 min at room temperature before surface staining using
B8R tetramer (Immudex). The following antibodies were used for surface staining: NKG2D
(CX5), CD45.1 (A20), CD45.2 (104), CD122 (TM-bl), CD62L (MEL-14), CD8 (53-6.7),
CDh44 (IM7.8.1), CXCR3 (Cxcr3-173), CD49a (HA 31-8), CD49d (R1-2), CD29
(eBioHMbl1-1), CD11c (N418). To perform intracellular cytokine staining, cells were fixed
and permeabilized using CytoFix/CytoPerm (BD Pharmingen). To detect transcription
factors, FoxP3 Kit (BD Pharmingen) was used to fix and permeabilize cells. The following
antibodies were used for intracellular staining: IFN-y (XMG1.2), CCLS5 (2E9), Tbet (4B10)
and Eomes (Danl1mag). All analyses were performed on a Becton Dickinson FACSLSR II or
Fortessa and analysed with FlowJo software (TreeStar, Asland, OR, USA).

Detection of CCL5 in human memory CDS8 T cells

PBMC from peripheral blood of healthy donors (EFS Lyon, France) were isolated by Ficoll
density gradient (Eurobio). 1x10° PBMC were cultured overnight in complete RPMI1640
medium (10% FCS, 10mM HEPES, 50uM Pmercaptoethanol, 50pg/ml gentamicin, 2mM L-
glutamin, all from Life Technologies) with Golgistop (1/1500, BD) at 37°C, 5% CO.. Cells
were washed two times with fresh complete RPMI1640 medium and surface staining

followed by intracellular staining were performed as described above. To identify Ag-specific
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memory CD8 T cells, dextramer staining was performed at room temperature 10 min before
surface staining using Flu (A*0201/GILGFVFTL) and CMV (A*0201/NLVPMVATV)
dextramers (Immudex). The following antibodies were used: CD3 (OKT3) CD8 (SK1)
CD45RA (HI100) CD62L (DREGS56) CCLS5 (2D5).

In vitro stimulation and cytokines production measurements

For measurements of cytokine amounts produced, 5x10* naive and memory (NKG2D- and
NKG2D+) CD8 T cells sorted from VV infected mice were cultured for 12 hours with plate
bound anti-CD3 antibody (145-2C11, 10ug/ml, BD Biosciences), soluble anti-CD28 antibody
(37.51, 1pg/ml, BD Biosciences) and IL-2 (2%). Supernatants were collected and cytokine
production was measured by bead-based multiplexing technology for IL-1a, IL1-f, IL-3, IL-
4, 1L-9, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y, TNF-a, CCL2/3/4/5 (Bio-Plex Pro, Bio-Rad) or by
ELISA for CCL1, CCLS, and IFN-y (Mouse DuoSet, R&D system). For measurements of
cytokine production at single cell level, 1x10° NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells
sorted from VV infected mice were cultured for 6 hours with VV-infected (MOI = 10) DC2.4
cells or with PMA (20ng/ml) and Ionomycin (1pg/ml) in the presence of golgistop (BD).
Alternatively, 1x10° total splenocytes from VV-infected mice were cultured for 5 hours with
plate bound anti-CD3 antibody and soluble anti-CD28 antibody or with IL-12 (10ng/ml, R&D
system), IL-18 (10ng/ml, MBL) and IL-2 (10ng/ml, Peprotech).

Protection assay

To evaluate the degree of protection associated with each CD8 T cells population, mice were
transferred with 1 x 10° naive, NKG2D- or NKG2D+ memory CDS8 T cells from Flu infected
mice. The next day, host mice were infected with a lethal dose (1)(106 TCIDS50) of Flu. Mice
were observed for illness and weight loss each day, for 12 days after infection. Mice that lost

more than 20% of initial body weight were euthanized.

TCR repertoire analysis

Naive, NKG2D- and NKG2D+ memory CDS8 T cells were sorted from VV-infected mice (50
days post infection). Cells were lyzed and multiplex PCR were performed on genomic DNA
to detect VJ rearrangements at the TCR B chain locus. Multiplex PCR were performed by

ImmunID company (Grenoble, France). For each cell population, the percentage of TCR
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repertoire diversity was calculated as the ratio between the number of observed VI

recombination and the theoretical number of VJ recombination (209).

Transcriptome analysis

Ag F5 TCR transgenic memory CD8 T cells were generated as described above. 80 days after
VV-NP68 infection, CD45.1 F5 memory CD8 T cells as well as host’s NKG2D- and
NKG2D+ memory CD8 T cells were sorted from 5 pools of spleens, each from eight mice
(purity > 98%). Naive F5 and polyclonal CD8 T cells were sorted from three naive F5 and
C57BL/6 mice respectively. Total RNA was extracted from dry cell pellets according to the
“Purification of total RNA from animal and human cells” protocol of the RNeasy Micro Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany). Purity and integrity of the RNA was assessed on the Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Total RNA from each sample was
amplified, labeled and hybridized to mouse GeneChip HT MG-430 PM Plates as described in
the Affymetrix GeneChip 3' IVT PLUS Reagent Kit User Manual (Affymetrix, Inc., Santa
Clara, CA, USA). Affymetrix CEL files were analyzed in R using the Bioconductor suite of
packages. Raw probe signals were background corrected using the maximum likelihood
estimation of the normal-exponential mixture model (Silver et al., 2009), normalized using
the variance stabilization normalization (Huber et al., 2002) followed by a quantile
normalization (Bolstad et al., 2003). Summarization was performed using the median-polish
(Irizarry et al., 2003) using a modified version 17.1 of the Entrez-Gene based reannotated
chip description file (Dai et al., 2005). Non-informative genes were filtered using the I/NI
algorithm (Talloen et al., 2007). Linear models were applied using the limma package in
order to compute the average expression level for each cell type. A random effect was
introduced to account for the paired design. Statistical contrasts were then applied to compute
differential expression between the different cell types. The empirical Bayes method was used
to compute moderated p-values that were then corrected for multiple comparisons using the

Benjamini and Hochberg's false discovery rate (FDR) controlling procedure.

Measurement of transcription factors expression by gPCR

Naive, NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells were sorted from VV infected mice (50
days post infection). Total RNA was extracted using TRIzol® reagent according to
manufacturer’s instructions (Life Technologies, Saint Aubin, France). Total RNA was DNAse
digested using turbo DNA-free DNAse (Life technologies, Saint Aubin, France) to avoid

genomic contamination. Quality and absence of genomic DNA contamination were assessed
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with a Bioanalyzer (Agilent, Massy, France). We used High capacity RNA-to-cDNA kit (Life
technologies, Saint Aubin, France) to generate cDNA for RT-PCR. PCR was carried out with
a SybrGreen-based kit (FastStart Universal SYBR Green Master, Roche, Basel, Switzerland)
on a StepOne plus instrument (Applied biosystems, Calrlsbad, USA). Primers were designed
using the Roche website (Universal Probe Library Assay Design Center).

Transwell assay

1x10° CD8 T cells purified from VV-infected mice (50 days post infection) were added to the
upper chamber of polycarbonate transwell inserts (Corning, Sum pore size). The lower
chamber was filled with complete DMEM medium (6% FCS, 10mM HEPES, 50uM
Bmercaptoethanol, 50pug/ml gentamicin, 2mM L-glutamin, all from Life Technologies) alone
or supplemented with CXCL10 (100ng, Peprotech). After two hours of incubation at 37°C,
7% CO2, transmigrated cells were collected in the lower chamber, washed and stained for
CDS, CD44 and NKG2D. Absolute number of transmigrated cells was determined by flow
cytometry by adding a known number of fluorescent beads (Flow-Count Fluorosphere,
Beckman Coulter). Results are expressed as migration index, which represent the fold
increase in the number of transmigrated cells in response to chemoattractant over the non-

specific cell migration (medium alone).
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Results

NKG2D and CCL5 expression delineates two memory CDS8 T cell populations generated

through distinct pathway

To test the hypothesis that NKG2D and CCLS5 could discriminate Al from IN memory cells
we first measured the expression of NKG2D and CCL5 by experimentally generated IN
memory CD8 T cells (Figure S1). Neither IN generated by LIP or IN generated by IL-2 or
IL-4 antibody complex did express CCL5 or NKG2D. Moreover, the majority (more than
80%) of memory phenotype CD8 T cells from naive SPF mice do not express CCL5 and
NKG2D suggesting that in absence of antigenic stimulation the majority of these cells are IN
(Figure 1A). We next sought to analyze NKG2D and CCLS5 expression by memory CD8 T
cells generated in response to pathogen infection. To do so, we analyzed CD44™ CD8 T cell
populations (total, NKG2D-, NKG2D+, CCL5- and CCL5+) in the blood of individual mice
during the course of an immune response against Vaccinia virus (VV) infection (Figure 1B).
As expected, VV infection induced a strong increase in the total number of CD44™ CD8 T
cells, followed by a decrease in CD8 T cell numbers, reflecting the contraction phase and the
generation of memory cells (Figure 1B). A similar pattern was observed for CD44" cell
population defined by the expression of CCL5 or NKG2D (Figure 1B). During the memory
phase (day 55 post-infection), we observed that the total number of memory phenotype CDS8
T cells is higher compared to the one observed before infection, reflecting the generation of
new memory CD8 T cells (Figure 1B). This observation is also true for NKG2D+ and CCL5+
memory phenotype CD8 T cells. Indeed, their number recovered during the memory phase is
more than 8 fold higher compared to the one observed before infection (Figure 1B). On the
other hand, we observed only a moderate increase of the number of NKG2D- and CCLS5-
memory phenotype CD8 T cells early after infection (Figure 1B). Moreover, the number of
NKG2D- and CCL5- memory phenotype CD8 T cells during the memory phase is not
significantly different to the one observed before infection. This reflects that few, if any,
NKG2D- or CCLS5- memory phenotype CD8 T cells were generated during an immune
response against Vaccinia virus. This preferential expansion of CCLS5-expressing memory
CDS8 T cells is not specific of immune response against VV, as the same observations were
made for immune responses against other pathogens, respectively the Influenza virus (Figure
1C and S2) and the bacterium Listeria monocytogenes (Figure 1C and S2). Importantly, these
results also demonstrated that CCL5 and NKG2D expression by memory CD8 T cells is

strongly correlated (Figure S3). We next tried to extend these results to other mouse strains.
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Increased IN memory CD8 T cell population has been described in BALB/c compared to
C57Bl/6 mouse strain, due to an expanded IL-4-producing NKT cell population (Lee et al.,
2011; Weinreich et al., 2010). In this context, NKG2D+ and CCL5+ memory CD8 T cells
strongly expanded following VV infection and were maintained upon the memory phase
(Figure S4). A similar result was obtained in an outbread mouse strain (OF1) (Figure S4).
Taken together, our results show that memory phenotype CD8 T cells in unmanipulated
animals are mainly NKG2D-CCL5- and that an immune response against an intracellular
pathogen mainly generates CCL5+ NKG2D+ expressing memory phenotype CD8 T cells.
Thus, CCL5 and NKG2D expression could allow the distinction between Al and IN memory
CD8 T cells.

Polyclonal A memory CD8 T cells are contained in the NKG2D+ fraction of memory CD8 T
cell pool

We next sought to test whether, in polyclonal settings, all Al memory CD8 T cells express
NKG2D and CCL5. First we looked at the phenotype of memory CD8 T cells specific for a
dominant VV-derived epitope B8R. Results in Figure 2A indicate that all cells co-express
CCL5 and NKG2D. Vaccinia virus harbor at least 40 epitopes recognized by CD8 T cells
(Moutaftsi et al., 2006). Therefore, to extend this analysis to the whole viral genome, memory
CDS8 T cells were restimulated with VV-infected cells. More than half of NKG2D+ memory
phenotype CD8 T cells produced IFNy following VV restimulation, whereas less than 5% of
NKG2D- memory phenotype CD8 T cells did. This lack of IFNy production is not due to a
functional defect of NKG2D- memory phenotype CD8 T cells, as restimulation with PMA
and 1onomycin leads to a production of IFNy by more than 60% of these cells (Figure 2B). As
some epitope of VV might be presented to CD8 T cells in a time course longer than the one
used for in vitro restimulation, we performed in vivo rechallenge of memory CD8 T cells
(Figure 4B). NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells from VV-infected mice equally
graft in hosts, 7 days post-transfer. 7 days post rechallenge with VV, NKG2D+ memory
phenotype CD8 T cells strongly proliferate, as revealed by the number of donor cells
recovered in the spleen and lung of host mice (Figure 2C). In contrast, the number of donor
NKG2D- memory phenotype CD8 T cells stayed close to the one observed in unimmunized
host mice, revealing the absence of expansion following VV rechallenge. NKG2D+ memory
CD8 T cell proliferation was strictly dependent on Ag recognition, as infection with the
heterologous pathogen Lm did not lead to their expansion (Figure 2C). Finally, we compared
the capacity of NKG2D+ and NKG2D- memory phenotype CD8 T cells to protect naive mice
against a lethal dose of virus (Figure 2D). To do so, naive CD8 T cells as well as NKG2D-
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and NKG2D+ memory CD8 T cells from Flu-infected mice were transferred in hosts that
were infected with a lethal dose of Flu. NKG2D+ memory CD8 T cells induced a significant
protection of host mice as more than 40% of them survive the infection (Figure 2D), this is in
contrast to naive and NKG2D- cells that conferred no protection. Altogether, these results
indicate that the majority of AI memory CD8 T cells are contained in the NKG2D+ CCL5+
fraction of a polyclonal memory CD8 T cell pool. Thus, CCL5 and NKG2D expression
delineates Al and IN memory CDS8 T cells in polyclonal settings.

CCLS5 expression defines AI memory CDS T cell populations in human peripheral blood

IN memory CDS8 T cells have also been described in human (Jacomet et al., 2015). We next
tested if CCL5 expression by human CD8 T cells could also be used to delineate IN and Al
memory cells. As observed in mouse, human PBMC-derived naive CD8 T cells did not
express CCLS. In contrast, we observed a heterogeneous expression of CCL5 among TCM,
TEM and TEMRA memory CD8 T cell subsets (Figure 3A). CCL5- cells were observed in all
subsets with the larger fraction being associated with the TCM subset, where they represented
almost half of the cells (Figure 3A). This mirrors the distribution of CCL5+ cells observed in
TCM, TEM subsets in mice (Figure S5). We next used tetramer to identify antigen specific
memory CD8 T cells and show that the majority of these cells express CCL5 (Figure 3B).
Thus, these results suggested that in human, CCL5 might also be used as a biomarker to
delineate Al and IN memory CDS8 T cell populations.

Overall, in polyclonal settings, CCL5 and NKG2D expression can be used to define the two
memory subsets Al and IN generated in physiological conditions. We thus use NKG2D

expression to characterize in detail these two subsets.

IN memory CDS8 T cells have a diverse TCR repertoire and are recruited in primary response

to pathogen infection

Considering the different generation mode of IN and Al memory CD8 T cells we sought to
characterize their TCR repertoire in terms of diversity and similarity. Multiplex PCR was
performed to identify  chain locus VJ rearrangements present in naive and each subset of
memory CD8 T cells population defined by NKG2D expression (Figure 4A, B). We first
determined the global TCR diversity. Results in Figure 4A and B show that as expected Al
memory CD8 T cells have a less diverse TCR repertoire compared to naive CD8 T cells,
reflecting antigen selection. In contrast, IN memory CD8 T cells have a TCR repertoire that is

as diverse as naive CD8 T cells (Figure 4B). Principal component analysis (PCA) performed
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on these data indicates that the TCR repertoire is more similar within a subset that within the
CD8 pool of a given mouse (Figure 4C). Thus, IN cells have a diverse repertoire that seems to
differ in its composition from naive CD8 T cells. This prompted us to test whether these cells
could participate to a primary immune response against a pathogen. Equal numbers of naive
and IN memory CD8 T cells were sorted from naive mice and co-transferred to congenic
hosts that were infected the next day with VV or Lm (Figure 4D). Seven days post infection,
the recruitment of both naive and IN memory cells in the primary response was determined by
measuring the increase in the number of NKG2D+ effector cells in the spleen. We also
evaluated the relative contribution of the two grafted cell populations to the NKG2D+ CD44"
effector cells response. During VV infection, naive and IN memory CD8 T cells generated
almost equal number of NKG2D+ CD44" effector cells. In contrast, we observed that IN
memory CD8 T cells generated more NKG2D+ CD44™ effector cells compared to naive cells
during Lm infection (Figure 4D). Thus, the two subsets defined by NKG2D expression differ
in the diversity of their repertoire and in its composition. IN cells have a more diversified
repertoire than Al and, although different from naive cells, they are able to contribute to a

primary response.
IN and Al memory CDS8 T cells show similar cytokine production patterns.

One key property of memory CD8 T cells is the rapid and increased production of cytokines
and chemokines upon TCR stimulation. We therefore compared the capacity of polyclonal IN
and Al memory CD8 T cells to produce cytokines and chemokines in response to TCR
stimulation. Naive and memory subsets were restimulated in vitro for 12h using anti-
CD3/anti-CD28 antibodies. Cytokines and chemokines produced in the supernatant were
analysed in a multiplex assay (Figure 5A). Our results showed that at early time points, IN
and Al both produce a larger diversity and quantity of cytokines/chemokines than naive cells.
Importantly, the same pattern of cytokines/chemokine was produced by IN and Al memory
cells, although AI produced at least a ten fold higher quantity of the poised memory
cytokine/chemokines CCLS5, CCL1 and IFNy than IN (Figure 5B). In AI memory cells IFNy
production by a fraction of cells can also be induced by innate signals such as IL-12 and IL-
18, a property known as innate function of memory CD8 T cells (Soudja et al., 2012). To test
the capacity of IN cells to respond to IL-12/IL-18, we performed an in vitro stimulation with
these cytokine using anti-CD3-CD28 as a positive control. Our results show that a fraction of
IN memory cells produce IFN-y upon a 5h stimulation, similarly to what observed for the

CD3/CD28 stimulation an increased fraction of AI memory CD8 T cells also produce IFN-y
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(Figure 5C). This is in contrast to naive CD8 T cells that did not produce IFN-y in these
conditions.
Taken together, these results indicate that IN memory CD8 T cells have acquired the capacity

to rapidly produce cytokines that are poised in AI memory cells.

IN memory CDS8 T cells have a transcriptome typical of memory cells although they differ

from Al memory cells.

To further characterize the two subsets defined by NKG2D expression, we performed a
microarray experiment to compare their transcriptome. F5 TCR transgenic CD8 T cells were
transferred in naive mice before infection with VV-NP68, to set an internal control of Al
memory CD8 T cell. Eighty days post infection, F5 memory cells as well as host’s IN and Al
memory CD8 T cell populations were sorted and their transcriptome was defined. Naive CD8
T cells sorted from naive F5 and C57BL/6 mice were used as control. We first performed a
PCA analysis that shows that 70% of the variability between samples is explained by the first
two principal components (PC). Samples were aligned along PC1 according to their
differentiation stage, while PC2 highlighted a difference between monoclonal F5 TCR
transgenic T cells and polyclonal CD8 T cells (Figure 6A). F5 and polyclonal cells, whether
naive or memory, only differed by the expression of few genes, among which were found
those coding for TCR’s, reflecting the monoclonality of the F5 CD8 population (Figure S6A).
Importantly, all genes differentially expressed by memory F5 CD8 T cells were also
differentially expressed by Al memory CD8 cells isolated on the basis of NKG2D expression,
confirming their antigen-induced nature. Of note, polyclonal Al cells uniquely expressed one
set of genes coding for inhibitory NK cell receptors (Klra). Indeed, these Ly49 receptors are
exclusively expressed by a small fraction of polyclonal memory CDS8 T cells (Figure S6B),
whether or not they express NKG2D (Figure S6C). IN memory cells were positioned closer to
Al memory cells than to naive CD8 T cells on the PC1 axis, confirming their memory
differentiation (Figure 6A). However, IN and Al memory CDS8 T cells transcriptomes differ in
the expression levels of several genes encoding transcription factors, effector molecules, NK
cell receptors, chemokine receptors and integrins (Figure 6B). Importantly, Al memory CD8
T cells express higher levels of transcription factors that promote the full differentiation of
CD8 T cells, such as Tbet, ID2, Zeb2 and Blimp-1 (Figure 6C and 6D). In contrast, IN
memory CD8 T cells show increased levels of transcription factors that promote a less
differentiated state of CD8 T cells, such as Eomes and ID3 (Figure 6C and 6D). The pattern
of transcription factor expressed by IN memory cells is in accordance with their intermediate

differentiation state.
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IN have a reduced capacity to access peripheral tissues compared to AI memory CD8 T cells

Interestingly, Al also differed from IN by the expression level of integrins genes namely
Itghl, Itgal and ltga4 coding for the alpha and beta chain of VLA1 (CD49a, CD29) and
VLA4 (CD49d, CD29) (Figure 6B). This difference was confirmed at the protein level
(Figure 7A). This family of integrin plays a key role in the control of cells extravasation
within tissues, for example VLA is essential for effector CD8 T cells migration within the
lung. Thus Al and IN might differ in their capacity to be recruited within tissues by
inflammatory signals. To test this hypothesis, CD8 T cells purified from VV-infected mice
were transferred into host mice that received intranasal injection of the TLR3 agonist Poly I/C
(p(I:C) - Figure 7B). P(I:C) injection induces the production of type-I IFN (IFN-I) and its
downstream chemokines (CXCL9, 10 and 11) (McNally et al., 2012). The recruitment of IN
and Al memory cells in the lung was assessed two days later. Results in Figure 7B and C
show a strong and preferential recruitment of AI memory CD8 T cells within the lung
parenchyma and airways following P(I:C) injection. This was due to a preferential
recruitment of Al as the same numbers of donor IN and AI memory CD8 T cells were found
in the spleen and in the blood of recipient mice injected with PBS or p(I:C) (Figure 7B and
7C). The difference in recruitment of AI memory cells was not due to a difference in CXCR3
expression as both memory cell type express CXCR3 and show a strong migration capacity
towards CXCL10 in a transwell assay (Figure 7D).

In conclusion, our results show that upon inflammation IN memory CD8 T cells are less

efficiently recruited into peripheral tissues compared to Al memory CD8 T cells.
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Discussion

In this study, we demonstrated that CCL5 and NKG2D are exclusively expressed by
Al memory CD8 T cells, allowing to discriminated them from IN memory CD8 T cells
generated under physiological conditions, i.e. in absence of experimental intervention. We
show that this dichotomy is conserved in different strains of mice and in human. Taking
advantage of NKG2D expression, we performed a global characterization of the
physiologically generated, polyclonal, IN memory CD8 T cell population. We performed a
transcriptome comparison of IN and AI memory CD8 T cell populations. Our results clearly
demonstrated that polyclonal (NKG2D+ CDS8 T cells) and monoclonal (F5 TCR transgenic
CD8 T cells) VV-induced memory cells share the same transcriptome. IN have also acquired
a genetic program typical of memory, nevertheless, these cells are less differentiated
compared to Al memory CD8 T cells. Importantly, in agreement with a previous study
(Goldrath et al., 2004), IN do not express a specific gene expression pattern that could
indicate an independent differentiation pathway. This suggests that IN memory CD8 T cells
represent an intermediate stage of differentiation between naive and Al memory CD8 T cells
rather than a distinct CD8 T cell lineage. This is also supported by a similar but decreased
cytokine secretion pattern in response to TCR stimulation compared to Al memory CD8 T
cells. The differentiation in memory cells is regulated by different pairs of antagonist
transcription factors (TF), such as Tbet/Eomes, Blimp1/Bcl6 or ID2/ID3 (Kaech and Cui,
2012). Interestingly, genes encoding for antagonist TF are differentially expressed between
IN and AI memory CD8 T cells. Indeed, Al memory CD8 T cells express higher levels of
genes encoding for TF that promote memory CD8 T cell full differentiation (7bx21, 1d2,
Prdml, Zeb2). In contrast, IN memory CD8 T cells express higher levels of genes encoding
TF that favor a less differentiated state (/d3, Eomes). Thus, the expression pattern of TF
observed in IN and Al memory CDS8 T cell populations fits with the observed differentiation
state. In agreement with their TF expression pattern, Al memory CD8 T cells express higher
levels of genes encoding for effector molecules, such as granzymes, perforin and Fas ligand,
confirming that these cells are more differentiated. One difference between polyclonal and
monoclonal memory cells is the presence of a subset of cells expressing the Ly49 receptors.
This previously described subset of cells is present among NKG2D+ and NKG2D- memory
cells and could harbor some regulatory activity (Rahim et al., 2014; Kim et al., 2011).

Previous studies have demonstrated that the integrin CD49d is differently expressed
between B8R specific IN and Al memory CD8 T cells (Haluszczak et al., 2009; Sosinowski et

al., 2013). Transcriptome comparison of IN and AI reveals that other genes coding for
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integrin chains are also differentially expressed by Al and IN memory cells. This was
confirmed at the protein level; indeed, Al memory CD8 T cells express high levels of several
integrins (CD29, CD49a, CD49d) compared to naive or IN memory CD8 T cells. These
integrins play a key role in immune cell migration, allowing them to exit blood vessels and
access peripheral tissues (Nourshargh and Alon, 2014). Indeed, VLA1 (CD29, CD49a) and
VLA4 (CD29, CD49d) play an essential role in the extravasation of CD8 T cells in the lung or
the brain respectively. Accordingly, we find that upon lung inflammation, AI memory CD8 T
cells are preferentially recruited within the lung parenchyma and airways compared to IN
memory CD8 T cells that stay within the lung vasculature. Memory CD8 T cell trafficking to
the lung parenchyma and airways has been reported to be dependent of the chemokine
receptor CXCR3 (Sliitter et al., 2013). Importantly, we did not observe any differential
expression of CXCR3 or migration toward CXCL10 between IN and Al memory CD8 T
cells. This suggests that the different access to inflamed lung tissue observed between
memory cell populations might mainly rely on their different integrin expression pattern. The
high level of expression of CXCR3 by IN cells could allow their repositioning within the
lymph node following infection and contribute to their increased responsiveness
(Kastenmiiller et al., 2013; Lee et al., 2013a). Interestingly, we also found that the gene
encoding the chemokine receptors CXCRS5 and CCR7 are up-regulated in IN compared to Al
memory CD8 T cells. These two chemokine receptors also control the positioning within
secondary lymphoid organs (SLO). This could mean that IN and Al memory CD8 T cells
could have different localization within SLO. Indeed, CXCRS5 enables the localization of
follicular T helper cells within the B cell follicles (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000).
Interestingly, it has been reported that early after infection, IN memory CD8 T cells,
generated through LIP, were mainly localized in the Periarteriolar Lymph Sheath (PALS) and
B cell follicles in the spleen, while Al memory CD8 T cells were mainly recruited to the
marginal zone and the red pulp (Cheung et al., 2009). Thus, it would be interesting to
compare the localization of Al and IN memory CD8 T cells within the spleen and lymph
nodes in homeostatic as well as infectious context.

Al memory CD8 T cells have a more restricted repertoire than naive or IN memory
cells reflecting the selection process that takes place during priming. In contrast, IN memory
CDS8 T cells have a TCR repertoire as diverse as naive CD8 T cells, although based on our
analysis their repertoire might not completely overlap. This diversified TCR repertoire could
allow IN memory CD8 T cells to be recruited in multiple immune response. In lines with this,
we show that IN memory CD8 T cells participated to primary immune responses against two
pathogens, namely VV and Lm. This observation is in agreement with the study of

Haluszczak and colleagues, showing that B8R-specific clones are contained within the
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population of IN memory CDS8 T cells (Haluszczak et al., 2009). We show that naive and IN
memory CD8 T cell populations equally contribute to the generation of NKG2D+ effector
cells during VV infection. However, in response to Lm, IN memory CD8 T cells contribute
more to the generation of NKG2D+ effector CD8 T cells than naive cells. This could be
explained by an unequal repartition of pathogen specific clones between these two cell
populations. Nevertheless, this could also be due to the increase sensitivity of IN memory
CDS8 T cells to Ag and/or inflammatory signals. Indeed, we show that IN memory CD8 T
cells are responsive to IL12 a cytokine that is strongly induced during the course of Lm
infection.

Participation of IN memory CD8 T cells to primary immune response against
pathogen infection could significantly increases its efficiency. Indeed, we show that
physiologically generated IN produce a lot more cytokines than naive cells when stimulated
through their TCR. In line with this, Lee and colleagues demonstrated that Ova specific IN
memory CD8 T cells cleared Lm-OVA infection more efficiently than naive CD8 T cell do
(Lee et al., 2013a). Similarly, results obtained in mice that are deficient in IL-4 induced IN
indicate a decreased capacity to control an LCMV infection in absence of these cells (Lee et
al., 2015). This augmented protection could result from the increased responsiveness of IN,
although one cannot exclude that they can provide a certain degree of help to naive CD8 T
cells (Hugues et al., 2007).

Due to its generation process, the population of IN memory CD8 T cells might be
preferentially generated from naive cells with increased sensitivity for self-antigens. Indeed,
CD5" naive CD8 T cells, that have an increased sensitivity to self antigens, are more potent to
undergo LIP compared to CD5'" naive cells (Kieper et al., 2004) (Fulton et al., 2015). In NOD
mice, increased lymphopenia drives the development of auto-aggressive T cells. This
mechanism accounts partly for the development of diabetes in this mouse model (King et al.,
2004). In this context, the decreased capacity of IN memory cells to access non-lymphoid
tissues in response to inflammatory chemokines would be essential for the prevention of
autoimmunity. In that respect they resemble naive CD8 T cells that also only circulate
between the SLO. The exclusion from peripheral tissues of IN memory CD8 T cells that show
increased reactivity compared to naive cells might thus be a key property that differentiates
them from Al memory cells.

In conclusion, in this study we identified new tools enabling the discrimination
between polyclonal IN and AI memory cell populations in a physiological context. Taking
advantage of these tools, we demonstrated that IN memory cell population share features of

naive and Al memory CD8 T cells.
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Figure legends

Main Figures

Figure 1: CCLS and NKG2D expression delineates memory CD8 T cell populations
generated through distinct pathway. (A) NKG2D and CCL5 expression by memory
phenotype (Mp) and naive (Na) spleen CD8 T cells from 6 weeks naive mice. Graph shows
the mean percentage (+/- SD) of memory phenotype CD8 T cells that express (+) or do not
express (-) CCL5 and NKG2D. One representative experiment out of three (n = 8 mice).
Mann-Whitney test, ***: pvalue < 0.001. (B) Graphs show the mean number (+/- SD) of total,
NKG2D- and NKG2D+ (upper panel) or CCL5- and CCL5+ (bottom panel) CD44" CD8 T
cells in the blood of VV infected mice. For each cell population, dotted line marks the mean
number of cells observed before infection. (C) Graph shows mean expansion index (+/- SD)
of CD44™ cell populations 55 days following pathogen infection. The dotted line marks an
expansion index of 1, which represents an absence of expansion. One representative
experiment out of two (n = at least 6 mice per group). Wilcoxon matched-pairs signed rank

test, ns: not significant, *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.

Figure 2: Polyclonal AI memory CD8 T cells are contained in the NKG2D+ fraction of
memory CD8 T cell pool. (A) Naive (Na) and B8R-specific memory CD8 T cells (B8R+)
from VV-infected mice (> 100 days post infection) were assessed for their expression of
NKG2D and CCL5. The percentage of NKG2D and CCLS5 positive cells among B8R specific
cells is shown. One representative experiment out of two (n = 3 mice). (B) NKG2D+ and
NKG2D- memory CD8 T cells were sorted from VV-infected mice (55 days post infection).
Cells were stimulated for 6 hours with VV-infected DC2.4 cells or with PMA/ionomycin
(PMA/iono). The percentage of IFN-y+ cells was measured by intracellular cytokine staining.
Graph shows the mean percentage (+/- SD) of IFN-y+ cells among each cell population. One
representative experiment out of three (n = 5 mice). Mann-Withney test, **: pvalue < 0.01.
(C) NKG2D+ and NKG2D- memory CD8 T cells were sorted from VV-infected CD45.1
mice (50 days post infection) and transferred in separated CD45.2 congenic mice. The next
day, hosts were infected with VV, Lm or left uninfected (@). Graphs show the mean number
(+/- SD) of CD45.1 donor cells recovered 7 days post infection. One representative
experiment out of four (n = 6 mice per group). Mann-Whitney test, ns: not significant, **:
pvalue < 0.01. (D) Naive, NKG2D+ and NKG2D- memory CD8 T cells were cell sorted from

Flu-infected mice (45 days post infection) and transferred in separated mice. The next day,
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hosts were infected with lethal dose of Flu. Graph shows the percentage of survival observed
among each group of mice. One representative experiment out of two (n = 10 mice per

group). Log-rank (Mantel-cox) test, *: pvalue < 0.05.

Figure 3: CCLS expression defines AI memory CD8 T cell populations in human
peripheral blood. (A) Human naive and memory CD8 T cell subsets, derived from healthy
donor’s PBMC, were assessed for their expression of CCL5 by flow cytometry. The
percentage of CCL5+ cells is indicated. Graph shows the mean percentage (+/- SD) of CCL5+
cells. Four independent experiments are shown. Paired T test (n = 15 donors), ****: pvalue <
0.0001. (B) Human Flu- and CMV-specific memory CD8 T cells belonging to different
memory subsets were identified by tetramer staining and assessed for their expression of
CCLS5 by flow cytometry. Graphs show the mean percentage (+/- SD) of CCL5+ cells among
tetramer positive (Flu+ and CMV+) and tetramer negative (Tet-) memory CD8 T cells from
different subsets. Four independent experiments are shown (n = 4 donors). Mann-Whitney

test, ns: not significant, *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.

Figure 4: IN memory CD8 T cells have a diverse TCR repertoire and are recruited to
primary immune responses against pathogens. Naive, NKG2D- and NKG2D+ memory
CD8 T cells were sorted from VV infected mice (50 days post infection) and multiplex PCR
was performed on genomic DNA to detect VBJP rearrangements among each cell population.
(A) Graphs show the percentage of contribution of each VBIP rearrangement to the TCR
repertoire of each cell population. One representative mouse out of five is shown. (B) Graph
shows the mean percentage (+/- SD) of TCR repertoire diversity, calculated as the ratio
between the number of observed and theorical VBJP rearrangments. Mann-Whitney test (n = 5
mice), ns: not significant, *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01. (C) Principal component
analysis showing the distribution of CD8 T cell populations regarding their VBRI TCR
repertoire. (D) Naive and NKG2D- memory CD8 T cells sorted from naive mice were
transferred in congenic mice at a 1:1 ratio. Host mice were infected with VV, Lm or left
uninfected (&). Left graph shows the mean number (+/- SD) in the spleen of CD44™
NKG2D+ CD8 T cells generated from transferred cell populations. Right graph shows the
mean percentage (+/- SD) of contribution of each CD8 T cell population to the total CD44™
NKG2D+ CD8 T cells generated. One representative experiment out of two (n = 5 mice per

group). Mann Whitney test, ns: not significant, **: pvalue < 0.01.

Figure 5: IN and Al memory CD8 T cells show similar cytokine production patterns.

Equal number of naive, NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells were sorted from VV
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infected mice (> 100 days after infection) and were restimulated for 12 hours with anti-CD3
and anti CD28 antibodies in the presence of IL-2. (A) Radar plots show the mean amount of
each cytokine produced. One representative experiment (n = 5 mice). (B) Graph shows the
mean amount (+/- SD) of memory-associated cytokines produced by CDS8 T cell populations.
One representative experiment out of three (n = 5 mice). Mann-Whitney test, **: pvalue <
0.01. ND: not detected. (C) Production of IFN-y by naive and memory (NKG2D- and
NKG2D+) CD8 T cells from VV infected mice (50 days post infection) was measured by
intracellular cytokine staining following 5 hours of restimulation with anti-CD3 and anti
CD28 antibodies or with a mixture of IL-12/18/2. Graph shows the mean percentage (+/- SD)
of IFN-y+ cells among each CD8 T cell population. Two representative experiments (n = 4

mice). Mann-Whitney test, *: pvalue < 0.05.

Figure 6: IN memory CDS8 T cells have a transcriptome typical of memory cells although
they differ from AI memory cells. Naive F5 CD8 T cells were adoptively transferred in host
mice that were subsequently immunized with VV-NP68. 80 days post infection, F5 (TCR Tg)
memory cells and host’s (Polyclonal) NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells were
sorted from 5 independent groups of mice. As a control, naive F5 and polyclonal CD8 T cells
were sorted from 5 independent groups of naive F5 and C57BL/6 mice respectively. The
transcriptome of these cell populations were compared by microarrays. (A) Principal
component analysis was performed on whole microarray data. Left graph shows the
distribution of samples according to Principal Components 1 and 2 (PC1 and PC2). Right
graph shows the percentage of variance explained by successive principal components. (B)
The main genes differently expressed between polyclonal NKG2D- and NKG2D+ memory
CD8 T cells are listed. Fold change and pvalue are indicated for each gene. The family to
which each group of genes belongs is also indicated. (C) Naive, NKG2D- and NKG2D+
memory CD8 T cells were sorted from VV-infected mice (50 days post infection). The
expression level of several transcription factors by each cell population was assessed by
quantitative PCR. Graph shows the mean fold increase (+/- SD) compare to naive CD8 T
cells. One representative experiment (n = 5 mice). (D) The expression of Tbet and Eomes by
naive, NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells from VV infected mice (50 days post
infection) was assessed by flow cytometry. Graphs show mean of Mean Fluorescence
Intensity (+/- SD) of each transcription factors. One representative experiment (n = 4 mice).

Mann-Withney test, *: pvalue < 0.05.

Figure 7: IN have a reduced capacity to access peripheral tissues compared to Al
memory CD8 T cells. (A) The expression of CD29, CD49a and CD49d by naive, NKG2D-
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and NKG2D+ memory CD8 T cells from VV infected mice (50 days post infection) was
assessed by flow cytometry. Grey histogram: control isotype. One representative experiment
out of three (n = 2 mice). (B and C) CD8 T cells were purified from VV-infected mice (IP
immunization) and transferred into congenic mice. The next day, host mice received
intranasal administration of Poly I/C or PBS. Two days later, the number of donor NKG2D-
and NKG2D+ memory CD8 T cells was measured in various organs. (B) Graphs show mean
number (+/- SD) of donor NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells. (C) Graph shows the
mean ratio (+/- SD) between donor NKG2D+ and NKG2D- memory CD8 T cells. The mean
ratio in each organ is indicated. One representative experiment out of two (n = 5 mice per
group). (D) Histogram shows the expression of CXCR3 by naive, NKG2D- and NKG2D+
memory CD8 T cells from VV infected mice (50 days post infection). Grey histogram:
control isotype. Migration of naive, NKG2D- and NKG2D+ memory CD8 T cells from VV
infected mice (50 days post infection) toward CXCL10 was assessed using transwell assay.
Graph shows the mean migration index (+/- SD) for each cell population. One representative
experiment out of three (n = 5 mice). Mann-Whitney test, ns: not significant, *: pvalue < 0.05,

*%: pvalue < 0.01.

Supplementary figures

Figure S1: Experimentally induced innate memory CD8 T cells do not express NKG2D
and CCLS5. CD45.2 OTI TCR transgenic naive CD8 T cells were adoptively transferred in
immunocompetent or sub lethally irradiated (highlighted by irradiation symbol) congenic
mice. The next day, immunocompetent hosts received 7 intraperitoneal injections (one per
day) of the indicated yc cytokine (IL-2 or IL-4) immunocomplexed to an antibody against this
cytokine. 30 days after transfer, the expression of CD44, CXCR3, CCL5 and NKG2D by OTI
CD8 T cells was assessed by flow cytometry. Black histogram: OTI CD8 T cells, grey
histogram: host’s CD8 T cells. The percentage of OTI cells expressing each protein is

indicated on each graph. One representative experiment out of four is shown, (n = 3 mice).

Figure S2: Preferential expansion of CCL5+ NKG2D+ memory phenotype CD8 T cells
following Lm or Flu infection. 6 weeks old mice were infected with Lm (A) or Flu (B). For
each pathogen, graphs show the evolution of the mean number (+/- SD) of total, NKG2D- and
NKG2D+ (upper panel) or CCL5- and CCL5+ (lower panel) memory phenotype CD8 T cells

in the blood during pathogen infection. Dotted lines mark the mean number of cells observed
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before infection. One representative experiment (n = 10 mice per group). Wilcoxon matched-

pairs signed rank test, ns: not significant, *: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01.

Figure S3: Co expression of CCL5 and NKG2D by a subset of memory CD8 T cells. (A)
Blood, spleen and lymph nodes were harvested from VV infected mice (> 100 days post
infection) and the expression of CCL5 and NKG2D by memory phenotype CD8 T cells was
measured by flow cytometry. The percentage of each cell population among memory
phenotype CDS8 T cells is indicated. One experiment out of three (n = 3 mice). (B) Linear
regressions between the number of NKG2D-expressing and CCLS5-expressing memory
phenotype CD8 T cells observed in the blood of VV-infected mice at various time point post
infection. The time post infection is indicated above each graph. The fitness of each linear
regression is indicated by the r* coefficient. One representative experiment out of two (n = 10

mice).

Figure S4: NKG2D and CCLS expression delineates memory CD8 T cell classes in
BALB/c and OF1 mouse strains. BALB/c and OF1 mice were infected with VV. (A) CCL5
and NKG2D expression by blood-derived memory phenotype (MP, CD44™ CD122+) and
naive (Na) CD8 T cells was measured by flow cytometry before (D0) and 55 days after
infection (D55). The percentage of CCL5+ and NKG2D+ cells are indicated (B) Graph shows
mean expansion index (+/- SD) of each memory phenotype CD8 T cell populations following
infection by VV. For each cell population, the expansion index was calculated as the ratio
between the number of cells observed in the blood of each individual mouse 55 days post
infection and the number of cells observed before infection. The dotted line marks an
expansion index of 1, which represents an absence of cell population expansion. One
representative experiment out of two (n = 13 mice). Wilcoxon matched-pairs signed rank test,

*: pvalue < 0.05, **: pvalue < 0.01, ***: pvalue < 0.001.

Figure S5: Expression of CCL5 by murine TCM and TEM memory CD8 T cell subsets.
Spleen were harvested from VV-infected mice (50 days post infection) and expression of
CCLS5 by TCM (CD62L+) and TEM (CD62L-) memory phenotype CD8 T cells was assessed
by flow cytometry. The percentage of CCL5+ cells among each memory CDS8 T cell subset is

indicated. One representative experiment out of three (n = 2 mice).

Figure S6: Ly49A, E, F and G2 receptors are exclusively expressed by a subset of
polyclonal memory CD8 T cells. (A) Genes differentially expressed between F5 TCR
transgenic and polyclonal Al memory CD8 T cells (Fold change > 2, pvalue < 0.001). Genes
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encoding TCR’s and K/ra are highlighted in green and orange respectively. (B) Expression of
Ly49A, E, F and G2 receptors by F5 and polyclonal memory CD8 T cells from VV-NP68 —
infected mice (50 days post infection) was assessed by flow cytometry. (B) Expression of
Ly49A, E, F and G2 receptors and NKG2D by memory CD8 T cells from VV infected mice
(50 days post infection). The percentage of each cell population among memory phenotype

CD8 T cells is indicated. One representative experiment out of two (n = 2 mice).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7

A

1 [ Naive
x ! - []NKG2D-
£ - [] NKG2D+
S 1
0\0 1
|
— CD49d —
" Spleen Blood
)
e 4x10% 1.5x1004 [1 NKG2D-
ns . ns
S — ns — Il NKG2D+
05 — ns
D B 1.0x10%4 —
I 2x10% .
o 5.0x10
5 1x10% 8
o
o
2 0 0.0
S PBS  Poly I/C PBS Poly IIC
Lung
Blood capilaries Parenchyma Airways
K]
E *
S 5.0x10% — 3.0x10% _* 3.0x10%
© ** *
D - [ —
©
I 25x10% 1.5x1004 1.5x10%8
a
(@)
o] * ns
g — —
S 0.0 0.0 0.0
5 PBS  Poly I/C PBS  Poly I/C PBS  Poly IIC
BN
C D *%*
*
L@ 207 125 ; 101 —
Q 3 11 [ Naive %
g; 151 I x [INKG2D- 2
] C
<8 10 7. E- [INKG2D+ 5 5
9z T o - S
CQE 5 R =
< 2 712 1.4 ]
e e = o
S L @ Q& & O
2 L & & @ S & L
Yo & & T ©7 O
Ff ONE o & ¢
v
A Q?
Lung

130



Supplementary figures
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Figure S2

A

Cells / ml of blood

Cells / ml of blood

1.0x10%7 Total CD44"

1.0x10%7 # s

1.0x10°%]

1.0x1004+———

0 20 40 60
Days post infection

1 0% Total CD44"

1 .0x10°55? """"

1.0x10%44

1.0x1003+————

0 20 40 60
Days post infection

Cells / ml of blood

Cells / ml of blood Cells / ml of blood

Cells / ml of blood

1.0x10%73 NKG2D-
1.0x1006; .

1.0x1005¢

1.0x1004
0 20 40 60

1.0x10%3 NKG2D+

1.0x10964

1.0x10954

q
1.0x1004F——

0 20 40 60

Days post infection —

1.0x10°’3 CCLS5-

1.0%10064 .

1.0x1004———

0 20 40 60

1.0x10°73 CCL5+

1.0x10964

1.0x10954
f
1.0x1004 ———

0 20 40 60

Days post infection —

1.0%100°6;
] ns
1.0x1 OOSM

1.0x10%45

1.0x1003+—————
0 20 40 60

1.0x10%%3 NKG2D+

*

1.0x10054

1.0x1004

1.0x10%3————

0 20 40 60

Days post infection —»

1.0x1006

1.0x100°

1.0x100%

1.0x1003
0 20 40 60

1.0x10%5 cCL5+ .

1.0x10954

L
1.0x1004

1.0x1003+————

0 20 40 60

Days post infection —

132



Figure S3
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Figure S4
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Figure S5
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Figure S6
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A. Identification des LT CD8 mémoires innés griace a I’expression différentielle de
CCLS et NKG2D

Dans cette étude, nous avons tout d’abord utilisé des modéles de LT CDS8
transgéniques pour le TCR afin de générer expérimentalement des cellules mémoires innées.
Ceci nous a permis de démontrer que les LT CD8 mémoires innés n’expriment ni la
chimiokine CCLS5 ni le récepteur activateur NKG2D. Jusqu’alors, seule I’étude de Haluszczak
et collegues avait permis d’identifier un marqueur phénotypique exprimé différentiellement
par ces deux classes de LT CD8 mémoires (Haluszczak et al., 2009). En effet, en utilisant le
modele OTI, ils générent des LT CD8 mémoires innés par LIP et démontrent que ces cellules
n’expriment pas [’intégrine CD49d, contrairement a des LT CD8 mémoires OTI

conventionnels.

Dans un contexte physiologique, nous démontrons que la trés grande majorité des LT
CD8 mémoires présents dans des souris naives SPF n’expriment pas CCL5 et NKG2D. De
méme, Haluszczak et collegues démontrent que des LT CD8 de phénotype mémoire
spécifiques des antigénes B8R, OVA et HSV, pour lesquels ces souris sont naives,
n’expriment pas I’intégrine CD49d. A I’inverse, suite a une infection par un pathogene, nous
démontrons que la trés grande majorité¢ des LT CD8 mémoires générés sont de phénotype
CCL5+ NKG2D+. Ces différentes observations suggeérent que dans des conditions
physiologiques, I’expression de CCL5, NKG2D et CD49d pourrait permettre de distinguer les
LT CD8 mémoires conventionnels et inné€s au sein d’une population polyclonale (non TCR-
transgénique). Afin de valider cette hypothese, nous avons réalis¢ plusieurs tests fonctionnels
permettant d’identifier dans quelle fraction du pool de cellules mémoires (CCL5+ NKG2D+
ou CCL5- NKG2D-) sont contenus les LT CD8 mémoires conventionnels. /n vitro, nous
démontrons que parmi des LT CD8 mémoires triés a partir de souris infectées avec VV,
seules les cellules CCL5+ NKG2D+ sont capables de répondre a une restimulation avec
I’antigene B8R (dérivé de VV). In vivo, nous démontrons que ces cellules sont également les
seules a participer a une réponse secondaire contre le méme pathogeéne, conférant ainsi une
protection accrue a I’organisme. Il est important de mentionner que dans ces différentes
expériences, I’absence de réactivité observée pour les cellules mémoires CCL5- NKG2D-
n’est pas due a un défaut fonctionnel de ces cellules, puisqu’elles présentent une réactivité
importante lors d’une stimulation de maniere indépendante de la spécificité antigénique

(PMA/ionomycine).
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Figure 13 : CCL5 et NKG2D sont deux biomarqueurs des LT CD8 mémoires conventionnels.
Notre étude démontre que I'expression de CCL5 et NKG2D sépare le pool de cellules de phénotype
mémoire en deux populations. Les LT CD8 mémoires conventionnels sont contenus dans la
population CCL5+ NKG2D+. Ainsi, CCL5 et NKG2D constituent deux biomarqueurs des LT CD8
mémoires conventionnels. Ces biomarqueurs permettent pour la premiére fois de distinguer in vivo les
populations de LT CD8 mémoires innés et conventionnels. Nous avons validé que I'intégrine CD49d

est différentiellement exprimé par ces deux populations cellulaires.
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Ainsi, ces différentes expériences permettent de démontrer que la population
polyclonale de LT CD8 mémoires conventionnels, induite par reconnaissance d’antigénes
dérivés de pathogenes, est contenue dans la fraction CCL5+ NKG2D+ du pool de LT CDS8
mémoires. A I'inverse, la fraction CCL5- NKG2D- contient les LT CD8 mémoires innés
générés dans un contexte physiologique non perturbé (Figure 13). CCL5 et NKG2D
constituent donc deux biomarqueurs des LT CD8 mémoires conventionnels et permettent
pour la premiére fois de les distinguer de leurs homologues innés dans des conditions
physiologiques a I’échelle d’une population polyclonale. Il est tout de méme important de
préciser que notre étude ne permet pas d’exclure que certains LT CD8 mémoires innés soient
contenus dans la fraction CCL5+ NKG2D+ du pool de cellules mémoires. La comparaison du
transcriptome des LT CD8 mémoires NKG2D+ et NKG2D- nous a permis d’identifier que le
gene Itga4, codant pour I'intégrine CD49d, est I’'un des génes les plus fortement exprimés par
les LT CD8 mémoires NKG2D+. Nous avons validé cette expression différentielle de CD49d
au niveau protéique. Ainsi, notre étude, associée a de précédentes données de la littérature,
démontre que trois marqueurs phénotypiques (CCLS, NKG2D et CD49d) peuvent étre utilisés
pour discriminer les LT CD8 mémoires innés et conventionnels dans un contexte

physiologique (Figure 13) (Haluszczak et al., 2009).

Il est intéressant de noter que dans des souris naives SPF, nous observons un faible
nombre de LT CD8 mémoires CCL5+ NKG2D+. Une observation similaire a été réalisée par
Chiu et collegues concernant les LT CD8 mémoires CD49d+ (Chiu et al., 2013). L’existence
de ces quelques cellules mémoires conventionnelles chez des animaux naifs SPF peut étre
expliquée de plusieurs manieres.

Tout d’abord, il est important de préciser que des souris naives SPF sont en contact régulier
avec différents antigénes exogenes, provenant de la nourriture, de la flore commensale mais
¢galement de certains pathogenes pour lesquels une surveillance n’est pas mise en place dans
un contexte SPF. Cette stimulation antigénique réguliere pourrait permettre la génération de
LT CD8 mémoires conventionnels dans des animaux naifs SPF. Nous avons comparé le
nombre de LT CD8 mémoires CCL5+ et NKG2D+ dans des souris naives SPF et germ free
(résultats non montrés). Nous avons retrouvé un nombre similaire de ces cellules entre ces
deux groupes de souris, suggérant que les antigénes provenant de la flore commensale ne sont
pas nécessaires a la génération de ces cellules mémoires conventionnels dans ce contexte.
Surh et collégues ont développé un modele de souris antigen free (Jameson et al., 2015). 11
serait particulierement intéressant de tester 1’existence de LT CD8 mémoires CCL5+

NKG2D+ dans ces animaux naifs.
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Le transcriptome de LT CD8 mémoires innés OTI générés expérimentalement par LIP a été
analysé¢ par Goldrath et collégues (Goldrath et al., 2004). De manicre intéressante, ils
démontrent que plus les LT CD8 OTI demeurent dans 1’héte lymphopénique, plus le
transcriptome de ces cellules est proche de celui des LT CD8 mémoires OTI générés en
réponse a une infection par Lm-OVA. Cette observation suggere que la différenciation
complete des LT CD8 mémoires innés est un processus particulierement long. Lors du
transfert de LT CD8 mémoires NKG2D- dans des hotes naifs, nous n’avons jamais observé
d’acquisition spontanée du marqueur NKG2D par ces cellules (c’est a dire sans infection de
I’héte par un pathogene). Néanmoins, il est important de noter que nous avons réalisé ces
expériences sur de courtes périodes (de 7 a 10 jours). Il serait intéressant de déterminer si une

telle conversion a lieu a plus long terme.

B. Caractérisation des LT CD8 mémoires innés

e Ftat de différenciation des LT CD8 mémoires innés

Jusqu’a présent, les LT CD8 mémoires innés étaient définis par 1’expression de
marqueurs phénotypiques classiquement utilisés pour distinguer les cellules mémoires des
cellules naives (CD44, CXCR3, ...). Une question légitime a ’encontre de ces cellules est de
savoir si elles correspondent a de vraies cellules mémoires ou simplement a des cellules
naives « déguisées » en cellules mémoires via 1’expression de certains marqueurs. Certaines
¢tudes ont commencé a répondre a cette question en montrant que certaines fonctions des LT
CD8 mémoires innés sont améliorées comparé aux LT CDS8 naifs (Lee et al., 2013a;
Haluszczak et al., 2009). En utilisant I’expression différentielle de NKG2D, nous avons trié¢ a
partir de souris immunisées les LT CD8 mémoires conventionnels et innés et avons comparé
leur transcriptome. Cette analyse nous a permis de mettre en évidence que les LT CDS8
mémoires innés possédent un transcriptome trés différent des LT CDS8 naifs. En revanche, le
transcriptome de ces cellules est comparable a celui de LT CD8 mémoires conventionnels.
Ainsi, du point de vue transcriptomique, les LT CD8 mémoires innés sont proches des LT

CD8 mémoires conventionnels.

Cependant, 1’analyse de nos données de microarray a également permis de mettre en
évidence que les LT CD8 mémoires innés sont moins différentiés que les LT CD8 mémoires
conventionnels. En effet, les LT CD8 mémoires conventionnels expriment plus fortement un
faible nombre de geénes caractéristiques de cellules plus différentié¢es. A I’inverse, trés peu de

genes sont plus fortement exprimés par LT CD8 mémoires innés. Ceci démontre que ces
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cellules ne constituent pas un lignage CD8 a part entiére, mais plutdt un intermédiaire de
différenciation entre des cellules naives et des cellules mémoires conventionnelles. Comme
nous I’avons vu en introduction, certains couples de facteur de transcription régulent la
différenciation des LT CDS. Le niveau d’expression de chaque membre d’un couple refléte
généralement le niveau de différenciation d’un LT CD8 activé (Kaech and Cui, 2012). Des
membres antagonistes de certains de ces couples de facteurs de transcription présentent des
niveaux d’expressions opposés dans les LT CD8 mémoires innés et conventionnels. De
maniére intéressante, les LT CD8 mémoires conventionnels expriment systématiquement le
membre impliqué dans la différenciation plus importante des LT CD8 (Tbet, ID2, Zeb2,
Blimp1), tandis que les LT CD8 mémoires innés expriment plus fortement le membre
favorisant une différenciation moindre des LT CD8 (Eomes, ID3). Ainsi, le pattern
d’expression de facteur de transcription observé dans ces deux classes de LT CD8 mémoires
est en accord avec leurs états de différenciation distincts.

Les LT CD8 mémoires conventionnels expriment également plus fortement certains genes
codant pour des molécules cytotoxiques (GzmA/B/K, FasL et perforine). Cette caractéristique
typique des cellules plus différenciées suggere que les LT CD8 mémoires conventionnels
¢limineraient plus rapidement des cellules cibles par cytotoxicité. Néanmoins, il serait
intéressant de réaliser un test de cytotoxicité redirigé pour comparer cette propriété entre les
deux classes de LT CD8 mémoires.

Enfin, les LT CD8 mémoires conventionnels expriment plus fortement des geénes codant pour
des récepteurs de cellules NK, notamment NKG2A. L’expression différentielle de NKG2A a
par ailleurs été validée au niveau protéique (résultats non montrés). Chez la souris, le gene
Klrcl codant pour le récepteur NKG2A fait partie d’un locus du chromosome 6 appelé
complexe NK. Ce complexe est composé de plusieurs genes codant pour différents récepteurs
NK, notamment NKG2D (Raulet, 2003). Contrairement a NKG2D, le récepteur NKG2A
forme un hétérodimére avec la molécule CD94 et posséde une queue intra-cytoplasmique
comportant deux motifs ITIM (Immuno receptor Tyr-based inhibitory motif), conférant a ce
récepteur une fonction inhibitrice. Le ligand connu de NKG2A est la molécule de CMH-I non
conventionnel Qa-1° liée au peptide Qdm provenant de la séquence signal de CMH-I
conventionnels (Vance et al., 1998). Ainsi, I’engagement de NKG2A par son ligand conduit a
la délivrance d’un signal inhibiteur dans la cellule NK I’empéchant de lyser la cellule cible. Il
est ainsi intéressant de noter que les LT CD8 mémoires conventionnels expriment a la fois des
récepteurs NK activateurs et inhibiteurs. La lyse d’une cellule cible par une cellule NK
dépend de I’équilibre entre signaux activateurs et inhibiteurs recu par cette cellule. Certaines
¢tudes ont démontré que I’engagement de NKG2D a la surface des LT CDS8 permet d’induire
directement la lyse de cellules cibles (Talebian et al., 2014; Sckisel et al., 2013; Chu et al.,
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2013; Crosby et al., 2014). Il serait donc intéressant d’étudier si I’équilibre entre les signaux
recus via NKG2D et via NKG2A régule également dans les LT CD8 mémoires 1’élimination

de cellules infectées ou tumorales.

e Répertoire TCR des LT CD8 mémoires innés

Le répertoire TCR des LT CD8 mémoires innés est mal connu. En effet, seules deux
¢tudes utilisant des systémes d’enrichissement par tétramere ont permis de démontrer qu’une
tres faible fréquence de ces cellules est spécifique de différents antigenes dérivés de
pathogénes (Haluszczak et al., 2009; Akue et al.,, 2012). Néanmoins, ces méthodes
d’échantillonnage ne permettent pas de déterminer la diversit¢ du répertoire TCR d’une
population cellulaire. Dans notre étude, nous avons comparé le répertoire TCR des deux
populations de LT CD8 mémoires a celui des LT CD8 naifs. Pour cela, les recombinaisons
VBIP présentent au sein de chaque population ont été détectées par PCR multiplex. Nous
avons ainsi pu observer que la population de LT CD8 mémoires innés posséde un répertoire
TCR au moins aussi diversifi¢ que celui de la population de LT CD8 naifs. A ’inverse, la
population de LT CD8 mémoires conventionnels posséde un répertoire TCR plus restreint
compar¢ a ces deux populations cellulaires, reflétant le processus de sélection clonale.

En utilisant ces données de répertoire TCR, nous avons également réalis€ une analyse en
composante principale. Cette analyse nous a permis de comparer les différentes populations
de LT CD8 en fonction de la composition en réarrangements VBJB de leur répertoire TCR.
Cette analyse montre que malgré un niveau de diversité similaire, les répertoires TCR des LT
CD8 naifs et mémoires innés ne sont sans doute pas identiques. Ceci suggere que tous les
antigénes reconnus par les LT CDS8 naifs ne le sont pas forcément par les LT CD8 mémoires
innés, et inversement. Comme nous 1’avons vu en introduction, plusieurs études ont démontré
que comparativement aux LT CDS8 naifs CD5", les LT CDS8 naifs CD5" proliférent et se
différencient en LT CD8 mémoires plus efficacement dans des conditions lymphopéniques.
Le mécanisme de LIP étant particulierement important pour la génération des LT CDS
mémoires innés, cette observation suggere que cette population cellulaire pourrait étre formée
majoritairement & partir de précurseurs naifs CD5", expliquant potentiellement la différence
de composition du répertoire TCR des LT CDS naifs et mémoires innés. Néanmoins, aucune

¢étude a ce jour n’a comparé le répertoire TCR des LT CDS naifs CD5" et CD5".

e Déficit d’acces rapide au tissu pulmonaire en condition inflammatoire
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Des geénes codant pour des molécules impliquées dans la migration cellulaire font
partie des génes dont I’expression est diminuée dans les LT CD8 mémoires innés comparé
aux LT CD8 mémoires conventionnels. En particulier, nous avons démontré au niveau
protéique que certaines chaines o (CD49a (ltgal), CD49d (ltga4)) et une chaine B (CD29
({ltgb1)) d’intégrines sont plus fortement exprimées par les LT CD8 mémoires conventionnels.
En utilisant un modéle d’inflammation pulmonaire, nous avons pu mettre en évidence que les
LT CD8 mémoires innés présentent un défaut d’accés rapide au parenchyme pulmonaire ainsi
qu’aux voies aériennes. Ainsi, bien que ces deux populations cellulaires soient présentes en
quantit¢ équivalente dans le systéme sanguin irrigant les tissus périphériques, seuls les LT
CD8 mémoires conventionnels sont capables de traverser rapidement les endothéliums des
vaisseaux sanguins pour accéder au tissu pulmonaire en condition inflammatoire.
L’extravasation des lymphocytes depuis les vaisseaux sanguins dépend de 1’expression par
ces cellules de ligands de sélectines, d’intégrines et de récepteurs de chimiokines. CXCR3 et
CCRS5 sont deux récepteurs de chimiokines impliqués dans la migration des LT CDS8 au sein
des tissus périphériques. Par exemple, I’application de chimiokines CXCL9/10/11 au niveau
des voies aériennes ou des muqueuses vaginales suffit a induire le recrutement de LT CDS8
effecteurs au niveau de ces tissus périphériques, de maniére dépendante de 1’expression de
CXCR3 (Campanella et al., 2008; Shin and Iwasaki, 2012). Certaines de ces chimiokines,
notamment CXCL10, sont produites au niveau des voies aériennes lors de 1’injection de poly
I/C par voie intranasale (McNally et al., 2012). Nous n’avons observé aucune différence
d’expression de CXCR3 entre les LT CD8 mémoires innés et conventionnels. De méme, un
test de transwell nous a permis de démontrer que ces deux populations cellulaires présentent
une capacité de migration équivalente en réponse a la chimiokine CXCL10. L’ensemble de
ces données suggere que I’expression de CXCR3 est nécessaire mais pas suffisante pour
permettre le recrutement rapide des LT CDS8 au niveau des tissus périphériques. Il serait
intéressant de confirmer ceci en comparant dans notre modele d’inflammation pulmonaire le
recrutement de LT CD8 mémoires innés et conventionnels CXCR3 KO.

Les intégrines sont importantes pour permettre aux cellules immunitaires de traverser le tissu
endothélial des vaisseaux sanguins et ainsi accéder aux tissus périphériques (Ley et al., 2007).
En particulier, plusieurs études démontrent que I’intégrine VLA (composée des chaines
CD49a et CD29) favorise 1’acces, la rétention et la survie des LT au niveau des voies
aériennes pulmonaires (Ray et al., 2004; Chapman and Topham, 2010; Sandoval et al., 2013;
Richter and Topham, 2007). Dans notre mod¢le d’inflammation pulmonaire, I’administration
d’un anticorps bloquant anti-CD49a permettrait de déterminer si la différence d’acces au tissu
pulmonaire observée entre les deux populations de cellules mémoires est effectivement liée a

I’expression différentielle de cette intégrine.
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L’acces des LT a de nombreux tissus périphériques est régulé par I’expression d’intégrines.
En effet, en condition inflammatoire, de nombreux ligands d’intégrines sont exprimés par les
endothéliums des vaisseaux sanguins. Plusieurs études démontrent que dans un contexte
infectieux, 1’expression de 1’intégrine VLA4 (composée des chaines CD49d et CD29) par les
LT leur permet 1’acces au tissu cérébral ainsi qu’a la muqueuse vaginale (Sa et al., 2014;
Young et al., 2011; Schenkel, 2014). Notre étude démontre que les LT CD8 mémoires innés
ne possedent pas tous les outils moléculaires nécessaires a I’entrée dans les tissus
périphériques. Il serait néanmoins intéressant de valider que cette faible expression de
certaines intégrines par les LT CD8 mémoires innés ralenti également leur acces a d’autres

tissus périphériques.

L’une des clés de I’efficacité des réponses T CD8 mémoires est la capacité de ces
cellules a accéder aux tissus périphériques. L’autorisation d’acceés aux tissus périphériques
n’est délivrée qu’a une faible proportion de LT CDS8, au moment de leur activation par
reconnaissance des antigenes dérivés du pathogene. Ce processus sélectif, conduisant a
I’activation et a la différenciation des cellules T spécifiques de 1’antigéne, impliquerait
¢galement un contrdle par les lymphocytes T régulateurs empéchant la sélection des clones de
faible affinité pour I’antigéne. A I’inverse, de part leur mode de génération alternatif, les LT
CD8 mémoires innés ne subissent pas de sélection clonale et ne regoivent pas cette
autorisation a accéder aux tissus périphériques. Deux hypothéses peuvent étre proposées pour
expliquer ce phénomene.

Tout d’abord, on peut imaginer que permettre aux LT CD8 mémoires innés d’accéder aux
tissus périphériques serait potentiellement dangereux pour I’organisme. Une étude démontre
que le modele de souris diabétiques NOD présente une lymphopénie marquée, favorisant la
prolifération homéostatique des LT auto-agressifs qui acquicrent alors des fonctions
cytotoxiques. Ce phénomene participe activement au développement de cette pathologie auto-
immune (King et al., 2004). Comme nous I’avons vu précédemment, il est probable que la
population de LT CD8 mémoires innés soit préférentiellement générée a partir de précurseurs
naifs CD5". L’étude de Fulton et collégues démontre de mani€re convaincante que les LT
CD8 naifs CD5" sont plus réactifs vis a vis de complexes CMH-I/antigéne du soi comparé a
leurs homologues CD5'" (Fulton et al., 2015). De plus dans notre étude, nous démontrons que
la population de LT CD8 mémoires innés posseéde un répertoire TCR diversifié et que ces
cellules possédent une réactivité augmentée comparée aux LT CD8 naifs. L ensemble de ces
caractéristiques suggere que cette population cellulaire serait davantage sujette a réagir contre

des antigenes du soi. Ainsi, on peut imaginer que I’expression des intégrines VLA1 et VLA4
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par cette population cellulaire augmenterait de maniére conséquente le risque de
développement de pathologies auto-immunes.

Le role clé des intégrines dans le controle de I’acces aux tissus et dans le développement de
pathologie auto-immune est illustré dans la sclérose en plaque. La sclérose en plaque est une
pathologie auto-immune du systéme nerveux central causée par D’infiltration de cellules
immunitaires dans le cerveau. L’infiltration de LT CD8 potentiellement auto-agressifs au
niveau du cerveau jouerait un role important dans le développement de cette pathologie
(Salou et al., 2015). Parmi les traitements développés pour traiter cette pathologie, on trouve
le Tysabri® (Natalizumab), qui est un anticorps neutralisant dirigé contre la chaine
d’intégrine a4 (CD49d) (Polman et al., 2006). Ce traitement, qui a pour effet de bloquer
I’infiltration de cellules immunitaires au niveau du cerveau, conduit a une diminution
importante des poussées inflammatoires chez les patients traités. Néanmoins, I’un des effets
secondaires majeurs du Tysabri® est le développement de leucoencéphalopathies
multifocales progressives, dues a une infection virale opportuniste. Ainsi, on peut imaginer
que I’absence d’expression de ces intégrines par les LT CD8 mémoires innés représenterait un
mécanisme de prévention développé par le systéme immunitaire pour réduire les risques de
développement de pathologies auto-immunes.

Alternativement, 1’acces des LT CD8 mémoires innés aux tissus périphériques n’est peut étre
pas nécessaire pour la fonction de ces cellules. On peut en effet imaginer que ces cellules
joueraient un rdle crucial au niveau des organes lymphoides secondaires (voir paragraphes

suivants sur la localisation et fonction des LT CD8 mémoires innés).

e Localisation particuliere des LT CD8 mémoires innés ?

Parmi les rares genes plus fortement exprimés par les LT CD8 mémoires innés, nous
avons identifi¢ le gene codant pour le récepteur de chimiokine CXCRS. CXCRS est le
récepteur de la chimiokine CXCL13 qui est abondamment produite au niveau des follicules B.
Ainsi, ’expression de CXCRS par les LT CD4 follicular helper favorise la localisation de ces
cellules au sein des follicules B, leur permettant ainsi d’exercer leur fonction de soutien aux
LB (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000). Cheung et collégues ont également identifié
une expression de Cxcr5 augmentée dans des LT CD8 mémoires innés OTI générés par LIP
(Cheung et al., 2009). De plus, dans un contexte infectieux, ils démontrent que la localisation
de ces cellules au sein de la rate différe de celle de LT CD8 mémoires OTI conventionnels.
En effet, alors que les cellules mémoires conventionnelles sont rapidement relocalisées au
niveau de la zone marginale et de la pulpe rouge, les LT CD8 mémoires innés demeurent dans

la pulpe blanche, notamment au niveau du manchon lymphoide péri-artériel (PALS,
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Periarteriolar Lymph Sheath) mais également au niveau des follicules B. Dans un premier
temps, il serait judicieux de vérifier au niveau protéique que dans des conditions
physiologiques, les LT CD8 mémoires innés expriment plus fortement le récepteur CXCRS.
Dans un second temps, il serait particuliérement intéressant de comparer la localisation des
LT CD8 mémoires inné€s et conventionnels au sein d’organes lymphoides secondaires en
condition homéostatique ainsi qu’en contexte infectieux. Une localisation différente des LT
CD8 mémoires innés, par exemple au niveau des follicules B, permettrait de mieux
caractériser le role de ces cellules. Ces expériences sont en cours de réalisation en
collaboration avec le Dr Wolfgang Kastenmiiller (Institute of Experimental Immunology,

Université de Bonn, Allemagne).

e Roble des LT CD& mémoires innés dans les réponses immunitaires primaires

La diversité du répertoire TCR des LT CD8 mémoires innés associée a la génération
précoce de ces cellules suggere que ces cellules pourraient participer a des réponses
immunitaires primaires contre différents pathogeénes. Afin de valider cette hypothése, nous
avons co-transféré des LT CDS8 naifs et mémoires innés dans des souris hotes par la suite
immunisées avec VV ou Lm. Nos résultats démontrent que lors d’infections par ces deux
pathogénes, les LT CD8 mémoires innés sont capables de générer des LT CDS8 effecteurs
NKG2D+, confirmant la participation de ces cellules a des réponses immunitaires primaires.
Nous avons observé que les LT CDS8 naifs et mémoires innés contribuent de maniére
équivalente a la génération du pool de LT CD8 effecteurs NKG2D+ lors d’une infection par
VV. A I’inverse, environ 80% des LT CD8 effecteurs NKG2D+ générés lors d’une infection
par Lm provient de la population de LT CD8 mémoires innés. Cette contribution supérieure
des LT CD8 mémoires innés a une réponse contre Lm pourrait s’expliquer de plusieurs

maniéres :

1/ Une proportion plus élevée de clones spécifiques de Lm dans la population de LT CD8
mémoires innés. Une méthode d’enrichissement par tétrameres chargés avec des antigenes de

Lm permettrait d’analyser la fréquence de clones spécifiques de ces antigeénes.

2/ Une réactivité augmentée de ces cellules vis a vis de 1’antigéne. Cet effet a ét¢ documenté
par Haluszczak et collegues. Ils démontrent que comparativement a des LT CD8 naifs de
méme spécificité antigénique, des LT CD8 mémoires innés spécifiques de ’antigene B8R
proliférent davantage aprés reconnaissance de cet antigene (Haluszczak et al., 2009). Lee et
collegues réalisent une observation similaire (Lee et al., 2013a). Dans cette étude, les auteurs

co-transfeérent dans des souris hotes un nombre équivalent de LT CD8 naifs et mémoires innés
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spécifiques de 1’antigéne OV A et les hotes sont par la suite immunisés par Lm-OVA. Bien
que les deux populations cellulaires transférées produisent une réponse immunitaire contre cet
agent pathogéne, un nombre plus important de LT CD8 mémoires innés est observé dans la
rate durant la phase précoce de la réponse immunitaire (jusqu’a J8 post-infection). Ainsi, la
plus grande réactivit¢ des LT CD8 mémoires innés leur permettrait de générer
proportionnellement un nombre de LT CDS8 effecteurs plus important lors de réponses

immunitaires primaires contre différents pathogenes.

3/ Une plus grande sensibilité de ces cellules aux signaux inflammatoires, notamment 1’TL-12.
Comme nous I’avons vu en introduction, les infections par Lm sont connues pour générer un
environnement inflammatoire riche en IL-12. Nos résultats démontrent que les LT CDS8
mémoires innés sont plus sensibles a cette cytokine (combinée avec IL-18 et IL-2) comparés
aux LT CDS8 naifs. Ainsi, cette sensibilit¢ accrue a ce signal 3 pourrait favoriser une

amplitude plus importante de la réponse immunitaire générée par ces cellules.

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises quand au role des LT CD8 mémoires innés
dans le systéme immunitaire et plus particulicrement dans la réponse primaire.
Premiérement, on peut imaginer que la réactivité augmentée des LT CD8 mémoires innées
pourrait permettre une élimination plus rapide et plus efficace de 1’agent pathogene,
notamment via une génération plus rapide de LT CDS8 effecteurs. Cette hypothese est
notamment supportée par 1’étude de Lee et collégues (Lee et al.,, 2013a). En effet, ils
démontrent que 5 jours apres infection par Lm-OVA, une tres faible quantité de bactéries est
retrouvée dans la rate et le foie de souris ayant regu des LT CD8 mémoires innés spécifiques
de P’antigene OVA. A D’inverse, une quantit¢ beaucoup plus importante de bactéries est
observée chez des souris ayant recu des LT CD8 naifs de méme spécificité antigénique.
Deuxiémement, on peut imaginer que la participation des LT CD8 mémoires innés aux
réponses immunitaires primaires pourrait avoir un impact sur la réponse des LT CDS naifs.
Par exemple, les LT CD8 mémoires innés pourraient amplifier la réponse des LT CDS naifs.
Un tel phénoméne de help CD8 a notamment été décrit par Hugues et collégues (Hugues et
al., 2007). En effet, leur é¢tude démontre qu’un premier contact entre un LT CDS8 et une DC,
dépendant de la reconnaissance spécifique d’un antigéne, favorise par la suite le recrutement
d’autres LT CDS8 au contact de cette DC, de maniére dépendant de CCRS. De maniere
intéressante, ce phénomene de help CD8 permet d’augmenter une réponse T CD8 contre un
deuxieéme antigéne.
Enfin, il est également possible que la réponse des LT CD8 mémoires innés ait un role
régulateur sur la réponse des LT CD8 naifs. Cette régulation pourrait avoir lieu de manicre

directe, via une fonction régulatrice des LT CD8 mémoires innés, ou indirecte, via une
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compétition pour I’antigéne. Néanmoins, nos différentes expériences n’ont pas permis
d’identifier de geénes ou molécules associées a des fonctions régulatrices au sein de ces

cellules.

En conclusion, I’identification du rdle exact de ces cellules nécessiterait de pouvoir
mesurer la réponse contre un agent pathogéne de souris WT ou dépourvues de ces cellules.
Par exemple, Lee et collégues démontrent que des souris BALB/c déficientes en iNKT (CD1d
KO) contrélent moins efficacement une infection par LCMV clone 13 comparées a des souris
WT (Lee et al., 2015). L’absence de iNKT conduit a une diminution de la production d’1L-4
et donc indirectement a une diminution du nombre de LT CD8 mémoires innés spécifiques
d’antigenes dérivés de ce pathogéne. Néanmoins, cette étude documente uniquement I’impact

des LT CD8 mémoires innés générés via 1’1L-4.

C. LT CD8 mémoires innés chez ’homme

Contrairement aux souris de laboratoire maintenues en conditions d’hébergement SPF,
I’homme est quotidiennement soumis a un trés grand nombre d’antigénes. En conséquence, il
est particulierement difficile de déterminer par quelle voie (conventionnelle ou innée) chaque
LT CD8 mémoires a été généré. Néanmoins, I’analyse de certains tissus a des périodes
précoces du développement, durant lesquelles on pense que 1’organisme n’a pas encore été en
contact avec un grand nombre d’antigénes, a permis de fournir certains indices en faveur de
I’existence de LT CD8 mémoires innés. En effet, Min et collegues rapportent dans leur étude
I’existence de LT CD8 de phénotype mémoire (Eomes+) dans la rate et le thymus de feetus
humains (18 a 24 semaines de gestation) (Min et al., 2011). L’environnement fcetal étant
considéré comme relativement protégé de la rencontre avec différents antigénes, ces cellules
pourraient étre des LT CD8 mémoires innés. Plus récemment, Jacomet et collégues ont
identifiés des LT CD8 de phénotype mémoire qui pourraient correspondre a des cellules
mémoires innés (Jacomet et al., 2015a). Ces cellules expriment des récepteurs NK (KIR et
NKG2A) ainsi qu’un niveau ¢levé d’Eomes et sont retrouvées, en trés faible proportion, dans
des échantillons de sang de cordon. Chez 1’adulte, un marqueur phénotypique permettant de
distinguer les LT CD8 mémoires innés et conventionnels serait particulierement utile pour
identifier les cellules mémoires innées. Basé sur les résultats que nous avons obtenus chez la
souris, nous avons ¢€tudié¢ 1’expression de CCL5 par le pool de LT CD8 mémoires présents
dans le sang circulant chez I’homme. De maniéere similaire aux observations faites chez la

souris, nos résultats montrent que I’expression de CCL5 permet de séparer le pool de LT CDS8
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mémoires humains en deux sous-populations cellulaires. De plus, I’utilisation de tétrameéres
pour identifier des LT CD8 mémoires humains conventionnels générés contre des antigénes
dérivés des virus Influenza et CMV nous a permis de démontrer que la majorité de ces
cellules est contenue dans la fraction CCL5+ du pool de cellules mémoires. Ainsi,
I’expression de CCLS5 pourrait étre utilis€é chez ’homme pour distinguer les LT CDS8
mémoires conventionnels (CCL5+) des LT CD8 mémoires innés (CCL5-). Néanmoins, une
analyse en détail des LT CD8 mémoires CCL5- serait nécessaire pour caractériser le mode de
génération de ces cellules. De méme, une telle analyse permettrait d’identifier 1’impact
potentiel des LT CD8 mémoires innés chez I’homme dans des contextes physiologiques et
pathologiques. Une telle étude nécessiterait néanmoins 1’identification d’un marqueur de
substitution pour identifier les LT CD8 mémoires innés. En effet, ’étude de I’expression de
CCLS5 nécessite une étape de fixation et de perméabilisation cellulaire due a la localisation
intracellulaire de cette protéine. Dés lors, la réalisation de tests fonctionnels est compromise.
Ce marqueur de substitution devra donc étre exprimé au niveau de la membrane plasmique et
présenter un pattern d’expression similaire a celui de CCLS5 dans les LT CDS8. Basé sur notre

étude et sur la littérature, un candidat potentiel serait la chaine d’intégrine a4 (CD49d).

Nous avons démontré chez la souris que CCL5 est un biomarqueur des LT CD8
mémoires conventionnels induits par antigene. L’utilisation de ce biomarqueur pourrait ainsi
permettre d’identifier de manicre globale les LT CD8 mémoires conventionnels au sein du
pool de cellules de phénotype mémoire, indépendamment de la spécificité antigénique de ces
cellules. En effet a 1’heure actuelle, le suivi des réponses immunitaires T CD8 nécessite
’utilisation de tétramere chargés avec des antigenes dérivés de pathogenes. Cette méthode ne
permet d’étudier qu’un nombre restreint de LT CD8 spécifiques du pathogene. L’utilisation
du biomarqueur CCLS5 pourrait ainsi €tre utilis¢é pour mesurer rapidement I’efficacité de
certains protocoles de vaccination dans des modéles précliniques SPF. De maniére alternative,
le biomarqueur CCLS5 pourrait également étre utilisé pour évaluer rapidement la qualité des

cellules CD8 mémoires générées par un protocole de vaccination.

Un certain nombre de contextes physiologiques et pathologiques pourraient favoriser
la génération de LT CD8 mémoires innés chez I’homme. Le vieillissement est un processus
naturel ayant pour conséquence une diminution du pool de LT CD8 naifs tout en augmentant
la taille du pool de LT CD8 de phénotype mémoire (Nikolich-Zugich, 2008). La diminution
de la population LT CDS8 naifs observée chez les personnes agées correle avec 1’état
lymphopénique et une augmentation de la prolifération homéostatique (Sauce et al., 2012).
Ceci suggere que chez des individus agés, I’augmentation de la prolifération homéostatique

induite par lymphopénie pourrait permettre la génération de LT CD8 mémoires innés. Ce
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phénomene est par ailleurs observé chez la souris (Chiu et al., 2013; Renkema et al., 2013).
De maniere intéressante, les personnes dgées sont caractérisées par des réponses immunitaires
T CD8 plus faibles, notamment a cause d’une diminution de la diversité du répertoire TCR.
Cette observation est contradictoire avec nos résultats montrant que la population de LT CD8
mémoires innés chez la souris possede un répertoire TCR diversifi€. Ainsi, il serait intéressant
d’évaluer la proportion de LT CD8 mémoires CCLS5- chez des personnes agées et d’étudier la
diversité du répertoire TCR de ces cellules.

Un important contexte lymphopénique est également créé par les traitements myeloabblatifs
et lymphoabblatifs (chimiothérapies et radiothérapies) utilisés notamment pour traiter certains
cancers. De méme, les patients infectés par le HIV présentent une importante lymphopénie
due notamment a I’¢limination des LT CD4. On peut aisément supposer que cet
environnement lymphopénique favorise une importante prolifération homéostatique des
lymphocytes T, conduisant ainsi potentiellement a la génération de LT CD8 mémoires innés.
En accord avec cette hypothese, Sauce et collegues démontrent une corrélation positive entre
le titre viral et le pourcentage de LT CD8 naifs proliférant (KI67+) chez des patients infectés
par le HIV non traités par des antirétroviraux. Chez ces mémes patients, I’augmentation du
pourcentage de LT CD8 naifs en prolifération corréle avec une diminution du pourcentage de
LT CDS8 naifs totaux (Sauce et al., 2012). Ainsi, il serait intéressant d’examiner la proportion
de LT CD8 mémoires CCLS5- dans les différents contextes précédemment cités et de

déterminer I’impact de ces cellules sur ces contextes pathologiques.

D. Signaux régulant I’expression de CCLS et NKG2D et certaines intégrines

L’expression différentielle de CCL5, NKG2D et de certaines intégrines entre LT CD8
mémoires conventionnels et innés souléve une interrogation quant aux signaux régulant

I’expression des geénes codant pour ces protéines.

Comme nous I’avons vu en introduction, la génération des LT CD8 mémoires conventionnels
repose sur I’intégration de trois signaux distincts : le signal TCR, le signal de costimulation et
le signal cytokines pro-inflammatoires, appelés respectivement signal 1, 2 et 3. La
prolifération des cellules activées est ensuite augmentée par les cytokines de la famille yc
telles que I'IL-2 (Figure 12). A I’inverse, la génération des LT CD8 mémoires innés ne
nécessite 1’intégration que de deux signaux (signal cytokines yc et signal TCR) (Figure 12).
Deux ¢tudes indépendantes démontrent que le signal de costimulation CD28 n’est pas
nécessaire pour la génération de LT CD8 mémoires innés par LIP {Ch (Cho et al., 2000;

PRLIC et al., 2001)a nécessité du signal 3 pour la génération de ces cellules mémoires innées
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n’a pas réellement été étudiée. Seule une étude démontre qu’un signal IL-12 permet
d’augmenter la prolifération homéostatique des LT CD8 naifs en conditions lymphopéniques
(Kieper et al., 2001). Ces observations suggérent qu’une différence majeure dans le mode de
génération de ces deux classes de cellules mémoires serait I’absence ou la trés faible
intégration de signaux 2 et 3 par les cellules mémoires innées. Il serait ainsi intéressant de
déterminer si le déficit d’expression de CCL5, NKG2D et de certaines intégrines par les LT
CD8 mémoires innés est dii a ’absence d’intégration de ces signaux. Par exemple, le signal
de costimulation CD28 permet d’augmenter la production de CCL5 par des LT humains
stimulés avec PMA (Sotsios et al., 2000). De méme, le signal de costimulation CD43 permet
d’augmenter tres fortement la production de CCLS5 par des IEL (Intra-epithelial Lymphocyte)

de P’intestin stimulés avec un anticorps anti-CD3 (Montufar-Solis et al., 2005).

L’expression du geéne Ccl5 est sous controle de plusieurs facteurs de transcription. En
effet, ’analyse du promoteur de ce géne révele I’existence d’un grand nombre de sites de
fixation pour différents facteurs de transcription, en particulier NF-xB, NFAT, AP-1, TCF1 et
KLF13. De méme, un site consensus de fixation d’¢léments de réponse a CD28 a été identifié
au sein de ce promoteur (Nelson et al., 1993; Song et al., 2000; Nelson et al., 1996; Moriuchi
et al., 1997). De maniére intéressante, la mutation d’un des 4 sites de fixation du facteur de
transcription NF-kB conduit a une diminution trés importante de I’activité du promoteur Ccl5,
démontrant I’importance de ce facteur de transcription dans 1’induction de I’expression du
gene Ccl5 (Moriuchi et al., 1997). Ccl5 est exprimé dans les LT seulement 3 a 5 jours apres
activation de ces cellules via leur TCR. Cette expression tardive de Cc/5 contraste fortement
avec ’activation précoce de NK-kB en réponse a une stimulation forte du TCR, suggérant
I’existence de facteurs de transcription tardifs impliqués dans la transcription de ce géne dans
les LT mémoires. Song et collégues ont identifi¢ le facteur de transcription KLF13 comme
¢lément majeur régulant la transcription de Ccl/5 dans les LT (Song et al., 1999). Chez
I’homme, la protéine KLF13 est détectée dans les LT seulement 3 a 5 jours aprés stimulation
du TCR, tandis que ’ARNm de KLF13 est détecté immédiatement apres activation. Ce
pattern d’expression particulier s’explique par la régulation post-traductionnelle de KLF13
qui subit une ubiquitination et une dégradation par le protéasome. La levée de cette régulation
post-traductionnelle 3 a 5 jours aprés activation du TCR permet I’accumulation de la protéine
KLF13 permettant d’induire la transcription tardive de Cc/5 (Kim et al., 2012). Ahn et
collegues démontrent que KLF13 agit comme une véritable plate-forme d’induction de la
transcription de Cc/5 (Ahn et al., 2007). En outre, la fixation de ce facteur de transcription
permet le recrutement de certains co-activateurs de la transcription tels que les histones acétyl

transférases p300/CBP et PCAF. L’acétylation des histones favorise alors un remodelage de
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la chromatine dépendant de I’ATP, favorisant I’accés de la machinerie de transcription au
promoteur Ccl5. De plus, KLF13 et NF-xB agissent en synergie pour permettre la
transcription de Ccl5, suggérant que la fixation tardive de KLF13 favorise ’activit¢ NF-xB au

niveau de ce promoteur (Song et al., 2002).

Dans nos données de transcriptomique, K/f13 n’apparait pas comme étant différentiellement
exprimé entre les LT CD8 mémoires innés et conventionnels. Il serait néanmoins intéressant
de comparer le niveau de protéine KLF13 entre ces deux populations de LT CD8 mémoires
afin d’identifier si la différence d’expression de CCL5 observée est due a une différence
d’expression de KLF13.

La régulation de la transcription du gene Kirkl (codant pour NKG2D) est mal connue. Seule
une ¢tude récente démontre dans les cellules NK que I’activation de STAT3 via I'IL-21
permet d’augmenter 1’expression de NKG2D (Zhu et al., 2014). Néanmoins, en absence de
STAT3, un niveau basal d’expression de NKG2D est malgré tout détecté, suggérant que
d’autres facteurs de transcription sont ¢galement impliqués dans 1’expression de ce géne. Une
analyse du promoteur du geéne Klrkl permettrait d’identifier des séquences consensus de
fixation de certains facteurs de transcription.

Sasaki et collegues démontrent que 1’IL-4 diminue I’expression de 1’intégrine CD49d sur des
LT CDS8 (Sasaki et al., 2008). Ainsi, il est particulierement intéressant de noter que les LT
CD8 mémoires innés présentent un déficit d’expression de trois genes régulés de manicre
similaire par I’IL-4. Ceci suggere que les genes Ccl5, Kirkl et ltga4 présentent des éléments

de régulation communs, qui restent a déterminer.

En conclusion, plusieurs phénomenes cumulatifs pourraient expliquer le déficit
d’expression de ces différents geénes par les LT CD8 mémoires innés. Il est possible que
I’absence de certains signaux (2 et 3) ne permette pas I’expression optimale de ces génes par
ces cellules mémoires. De plus, certaines cytokines yc (notamment I’[L-4) nécessaires a la
génération de ces cellules mémoires pourraient agirent sous forme de rétrocontrdle négatif sur

I’expression de ces genes.

E. Role de la production de CCLS5 par les LT CD8 mémoires

Bien que le role de I’expression de NKG2D par les LT CDS8 soit largement
documenté¢, le réle de la production de la chimiokine CCLS5 par ces cellules demeure mal
compris. Le gene Ccl5 est I’'un des trois genes les plus fortement exprimés par les LT CD8

mémoires conventionnels comparativement aux LT CDS8 naifs. De plus, les LT CD8
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mémoires conventionnels expriment constitutivement le géne Cc/5 conduisant a la présence
dans ces cellules quiescentes d’un stock d’ARNm Cc¢/5 associé a un stock protéique localisé
dans des granules de sécrétion (Margais et al., 2006b; Catalfamo et al., 2004). Cette
caractéristique unique permet aux LT CD8 mémoires conventionnels de sécréter tres
rapidement cette chimiokine aprés engagement de leur TCR (Walzer et al., 2003). Cette
sécrétion rapide suggere un role essentiel de la production de cette chimiokine par les LT
CD8 mémoires. En utilisant un mod¢le de souris F5 déficientes pour le géne Ccl5, nous avons
tenté¢ d’identifier le role de la sécrétion de cette chimiokine par les LT CD8 mémoires.
L’ensemble des expériences réalisées ne montre aucune différence entre des LT CDS8
mémoires WT et Ccl5 KO, que ce soit sur le plan de la réponse immunitaire générée par ces
cellules, ou de leur localisation anatomique ou au sein d’un méme organe lymphoide. Une
conclusion similaire fut tirée de 1’étude de Crawford et collégues (Crawford et al., 2011).
Nous avons également comparé le transcriptome de LT CD8 mémoires WT et Cc/5 KO en
condition homéostatique et restimulé 2h avec le peptide NP68. Dans 1’'une ou I’autre des
conditions, nous n’avons observé aucun geéne différentiellement exprimé entre ces deux
populations de cellules mémoires. Un tel résultat suggere que la sécrétion de CCLS5 par les LT
CD8 mémoires ne modifie pas, a court terme, le transcriptome de ces cellules. A I’inverse, en
utilisant un modele de CTL (Cytotoxic T Lymphocytes) de la lignée Heul71 incubés avec les
cellules tumorales dont ils sont spécifiques, Franciszkiewicz et collégues démontrent que
I’engagement de CCRS5 a la surface de CTL permet d’induire 1’expression de CXCR4,
augmentant ainsi leur migration induite par la chimiokine CXCL12 (Franciszkiewicz et al.,
2014).

Une étude récente de Lim et collegues démontre que lors d’une infection par le virus
Influenza, les neutrophiles recrutés au site de I’infection (voies aériennes pulmonaires)
sécretent la chimiokine CXCL12 tout au long de leur parcours (Lim et al., 2015). Des
expériences in vitro démontrent que les LT CD8 utilisent ce gradient de CXCL12 pour migrer
vers les zones enrichies en neutrophiles. Les neutrophiles étant les premiéres cellules
immunitaires recrutées sur le lieu de ’infection, ces résultats suggérent que ces cellules, via la
sécrétion de CXCL12, tracent une véritable route vers le lieu de 1’infection, empruntée par la
suite par d’autres cellules immunitaires, notamment les LT CD8. Un tel phénomene pourrait
¢galement se produire avec les LT CD8 mémoires via la sécrétion de CCLS. En effet, nous
avons observé qu’une faible stimulation des LT CD8 mémoires conventionnels F5 via un
agoniste partiel (NP3R) ou des cytokines pro-inflammatoires (comme I’IL-12 et I’'IL-18)
suffit a déclencher la sécrétion de CCL5 par ces cellules. Ainsi, il serait intéressant d’étudier
si dans un contexte infectieux, le recrutement tissulaire de LT CD8 mémoires conventionnel

favorise le recrutement d’autres cellules immunitaires via la sécrétion de CCL5.
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Enfin, il est important de mentionner qu’une redondance existe entre les différentes
chimiokines produites par les cellules immunitaires (Proudfoot, 2002). Par exemple, le
récepteur majoritaire de la chimiokine CCL5 (CCRS) est également capable de lier les
chimiokines CCL3 et CCL4. De méme, CCLS5 est également reconnu par les récepteurs CCR1
et CCRS. Ainsi, cette importante redondance explique probablement pourquoi I'utilisation
d’un mod¢le KO simple pour CCLS5 ne permet pas d’identifier un réle de la chimiokine CCL5

lorsqu’elle est produite par les LT CD8 mémoires.

Conclusion générale

Durant cette étude, nous avons identifi¢ des biomarqueurs permettant pour la premicre
fois de distinguer dans des conditions physiologiques des populations de LT CD8 mémoires
polyclonales générées via différents mécanismes. Les LT CD8 mémoires innés, générés via
d’intenses stimulations par des cytokines yc, n’expriment pas la chimiokines CCLS5 et le
récepteur NKG2D. A Tinverse, les LT CD8 mémoires conventionnels, générés par
reconnaissance d’antigénes dérivés de pathogeénes, expriment ces deux protéines. Chez
I’homme, nous démontrons qu’il est également possible de distinguer les LT CD8 mémoires
innés et conventionnels grace a I’expression de CCL5. Ainsi cette étude a permis d’identifier
des outils qui pourront étre utilisés pour caractériser les LT CD8 mémoires innés chez
I’homme.

L’utilisation du biomarqueur NKG2D nous a permis de caractériser la population de
LT CD8 mémoires innés chez la souris. Nous démontrons ainsi que ces cellules présentent
des caractéristiques typiques de vraies cellules mémoires, telle qu’une réactivité augmentée
ainsi qu’un programme génétique caractéristique de cellules mémoires. Ces cellules sont
cependant moins différentiées que les LT CD8 mémoires conventionnels (Figure 14). Nous
avons également pu mettre en évidence que la population de LT CD8 mémoires innés
conserve également des caractéristiques typiques de LT CDS8 naifs. En effet, cette population
cellulaire possede un répertoire TCR diversifié, favorisant la participation de ces cellules a
des réponses immunitaires contre différents pathogenes (Figure 14). De plus, tout comme des
cellules naives, ces cellules ne possédent pas la capacité a pénétrer rapidement dans les tissus
périphériques en conditions inflammatoires (Figure 14). Ainsi, I’ensemble de nos résultats
démontre que cette population cellulaire hybride est a la frontiére entre LT CDS naifs et LT

CD8 mémoires conventionnels.
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Figure 14: Les LT CD8 mémoires innés sont a la frontiére entre cellules naives et cellules

mémoires conventionnelles.
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Natural Killer (NK) cells are innate lymphocytes with an important role in the early defense
against intracellular pathogens and against tumors. Like other immune cells, almost
every aspects of their biology are regulated by cytokines. Interleukin (IL)-15 is pivotal for
their development, homeostasis, and activation. Moreover, numerous other activating or
inhibitory cytokines such as I=2, 114, IL-7, IL-10, 1112, I1:18, 11-21, Transforming growth
factorp (TGFB) and type | interferons regulate their activation and their effector functions at
different stages of the immune response. In this review we summarize the current under
standing on the effect of these different cytokines on NK cell development, homeostasis,
and functions during steady-state or upon infection by different pathogens. We try to delin-
eate the cellular sources of these cytokines, the intracellular pathways they trigger and
the transcription factors they regulate. We describe the known synergies or antagonisms
between different cytokines and highlight outstanding questions in this field of investiga-
tion. Finally, we discuss how a better knowledge of cytokine action on NK cells could help
improve strategies to manipulate NK cells in different clinical situations.

Keywords: natural killer cells, cytotoxicity, interferons, signal transduction, interleukin-15, interleukin-12,

interleukin-18, TGF-beta

Natural killer (NK) cells are Innate Lymphoid Cells (ILC) involved
in the immuno-surveillance of cancers and in the early control of
infections by intracellular pathogens (1). They can kill cells rec-
ognized as targets through a battery of surface receptors (2) and
produce large amounts of IFN-y upon activation (1). Recently, the
growing ILC family has been reclassified into three groups accord-
ing to the pattern of cytokine they secrete. In this classification, NK
cells are part of the group 1 ILC subset (3). In mice, NK cells mainly
develop in the bone marrow (BM) (4, 5). If the earliest commit-
ted NK cell progenitor (pre-pro NK) does not express CD122 (6)
which is the f subunit of the IL-2/IL-15 receptor, expression of
this molecule is acquired soon after at the NK precursor (NKP)
stage (7). The expression of this receptor is thereafter conserved
and is a hallmark of the NK cell population. This underlines the
fact that the various aspects of NK cell development, homeostasis,
and function are conditioned by IL-15. If this cytokine is funda-
mental, a variety of other cytokines have been shown to influence
the behavior of NK cells, alone or in synergy. In this review, we aim
to describe the complex interplay between the molecular pathways
triggered by these cytokines. We restricted our field of investiga-
tion to the direct effects of cytokines on NK cells. We believe that
a good understanding of these pathways is essential to the rational
design of drugs targeting the various aspects of NK cell functions.

THE yc FAMILY OF CYTOKINES

The central role of cytokines sharing the yc subunit as a
co-receptor (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, and IL-21) in the
constitution of the NK cell pool was appreciated some 20 years ago.
Indeed, X-linked severe combined immunodeficiency patients
presenting mutations leading to loss of yc function (8) and mice
with targeted yc deletion (9) both presented a quasi absence
of NK cells indicating that these cells relied on one or more
of these cytokines. Absence of mature NK cells in mice genet-
ically deficient in IL-2/15RP chain restricted the list of candi-
dates to IL-2 and IL-15 (10). Finally, genetic ablation of IL-
15 (11) or IL-15Ra (12), leading to a very similar phenotype
with a near complete absence of mature NK cells, formally
demonstrated the paramount importance of this cytokine for
the generation of NK cells. In contrast, mice deficient for IL-
2, IL-4, and IL-7 had normal NK cell numbers under home-
ostatic conditions (13). Importantly and despite expression of
IL-2/15RB, NKPs appeared to be independent of yc signaling
since they were present in normal numbers in yc deficient ani-
mals, suggesting that IL-15 only becomes important for sub-
sequent maturation steps (13). Other yc cytokines are also
involved in NK cell homeostasis and activation as summarized
in Figure 1.
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FIGURE 1 | yc Cytokines regulate NK cell homeostasis and function.
Different cytokines use yc as a co-receptor to regulate NK cell biology.
The cellular source of these cytokines is indicated on the top. The
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IL-15

DISCOVERY/RECEPTORS/TRANS-PRESENTATION

IL-15 was discovered as a result of its “IL-2-like” stimulatory activ-
ity since it was able to support proliferation of IL-2 dependent cell
lines (14, 15). Structurally, IL-15 is a 14-15kDa protein present-
ing sparse sequence similarity (19%) but extensive 3-dimensional
analogy with IL-2 and belonging to the same four a-helix bundle
cytokine family (15). IL-15 and IL-2 both interact with recep-
tor complexes containing the common gamma chain (yc) (16)
and IL-2/15RP chain (15, 17). The yc subunit also takes part
in the formation of the receptors for IL-4, IL-7, IL-9, and IL-21
(18) whereas IL-2/15Rp is only used for signaling by IL-2 and
IL-15. IL-2 and IL-15 receptors only differ by their o chain, IL-
2Ra (CD25) being dedicated to IL-2 and IL-15Ra to IL-15 (19).
In contrast to IL-2Ra, IL-15Ra alone displays a high affinity of
binding for IL-15 (1.4 x 107'!M), equivalent to that of the het-
erotrimeric IL-2R for IL-2 (19). This last property is fundamental
to understand the physiology of IL-15. Indeed, this high affinity,
coupled to the fact that IL-15 and IL-15Ra are co-expressed by the
same cells, allows intracellular binding of IL-15 to IL-15Ra in the
endoplasmic reticulum. The complex is then shuttled to the cell
membrane and presented to activate neighboring cells express-
ing IL-2/15RB/yc. This mechanism was called trans-presentation
(20, 21) and proposed to explain the counter-intuitive fact that
expression of IL-15Ra was not needed on responding NK cells to
maintain their homeostasis, as would have been expected for a clas-
sical cytokine response scheme, but on neighboring cells (22-26).
We can hypothesize that such a mechanism allows a very precise
delivery of the cytokine stimulus perhaps coupled to other stimu-
lating molecules. As NK cells rely on IL-15 for different purposes,
trans-presentation would confine IL-15 signal to selective niches

where it would sustain needs of specific NK cell sub-populations.
Moreover, systemic availability of this cytokine could be detrimen-
tal as exemplified by the development of fatal leukemia in IL-15
transgenic animals (27, 28). The debate whether cis-presentation
(i.e., autocrine presentation of IL-15) also occurs was recently
revived by a paper showing that following bacterial challenge, NK
cells produce and present IL-15 in a time frame and quantities
matching DCs and that this cis-presentation was as important as
DC trans-presentation to elicit NK cell IFN-y production (29).

ROLE

The key role of IL-15 in NK cell biology is underlined by the com-
plete absence of these cells in mice deficient in components of the
IL-15 signaling axis (11, 12). However, the role of IL-15 in NK cell
physiology is not limited to development. Indeed, this cytokine
controls as well survival of mature NK cells in the periphery (24,
25, 30, 31), an effect that is probably mediated by up-regulation
of anti-apoptotic Bcl2 family members and down regulation of
apoptotic ones (31, 32). Moreover, resting NK cells are poor effec-
tors and need to be primed beforehand to express their full effector
capacity. This priming step is also controlled by IL-15, presented
by dendritic cells, or monocytes (33—38). Mechanistically, IL-15
signals NK cells to constitute stocks of the effector proteins GzmB
and Perforin, absent from unprimed NK cells (33). IL-15, syner-
gizing with IL-12, is also mandatory for IFN-y expression by NK
cells (29, 34, 35). Finally, IL-15 controls NK cell homeostatic pro-
liferation (25, 36, 39) as well as proliferation induced following
bacterial, viral, or fungal infections (21, 35, 40, 41). How IL-
15 can mediate such a wide range of effects, some homeostatic
(differentiation, survival), and some context-dependent (priming,
IFN-y secretion) is still unresolved. One possibility would be that
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varying IL-15 concentration triggers different responses on NK
cells. In line with this idea, decreasing yc expression levels results
in reduction of the peripheral NK cell pool (42, 43). This sug-
gests that maximal expression of this receptor and hence maximal
signal transduction is necessary for optimal transduction of the
IL-15 signal. A recent study tested this model in vivo using mouse
strains deficient for IL-15Ra or bearing chimeric IL-15Ra either
as transgene or knocked in the IL-15Ra locus (44). This strategy
allowed the authors to study NK cell populations exposed to five
different levels of IL-15 trans-presentation (from null to normal
levels). This disclosed the fact that on one hand, constituting a
normal peripheral NK cell pool, relying on high proliferation rate
in the BM, requires a high level of IL-15 trans-presentation. On the
other hand, maturation is much less demanding. The impact of
these different levels of IL-15 on the different signaling pathways
downstream of the IL-15R has not been analyzed.

REGULATION

How is IL-15 regulated at the basal state remains largely unknown.
IRF1,a transcription factor involved in type I TEN (IFN I)-induced
IL-15 production, probably plays a role in this process. Indeed,
expression of this factor is necessary on hematopoietic as well
as non-hematopoietic cells for NK cell generation (45). IL-15
mRNA is expressed in vivo by a number of tissues and cell types,
from hematopoietic (radiosensitive in chimera experiments) and
non-hematopoietic origin (radio-resistant) (24, 46, 47). Chimera
experiments have suggested that IL-15 trans-presentation by cells
of the hematopoietic system is the most efficient since limiting IL-
15Ra expression to the hematopoietic system is sufficient to gener-
ate normal NK cell numbers in the BM and only slightly decreased
numbers in the periphery (26, 39). In line with its dual function
in NK cell homeostasis and activation, IL-15 is expressed at low
level under homeostatic conditions in monocytes/macrophages
but this expression can be considerably enhanced by several pro-
inflammatory agents like LPS (48), poly(I:C), or IEN I (49). More
recently, using a transgenic mouse line in which emerald GFP
(EmGFP) is expressed under the control of endogenous II15
regulatory elements, Lefrangois and collaborators have tracked
the cell subsets expressing IL-15 mRNA under homeostatic or
inflammatory conditions (50, 51). They confirmed the expres-
sion of this cytokine mRNA by a broad distribution of myeloid
cells including monocytes, neutrophils, eosinophils, mast cells,
and dendritic cells, the strongest expression being observed in
basophils. More surprisingly, they described high transcription
of IL-15 by Hematopoietic Stem Cells (HSC) and its progressive
down regulation during T cell differentiation (51). The signifi-
cance of this last result awaits further confirmation and functional
tests. In addition, IL-15 expression is regulated at several steps
including the post-transcriptional level. How much of this reg-
ulation is conserved in this reporter remains to be tested. It is
however worth noting that these results perfectly correlate with the
transcriptomic data available at the Immgen Consortium website
(www.immgen.org) for the cell types analyzed (52).

SIGNALING
In terms of signaling, most of our knowledge was generated by
studies focused on the IL-2-IL-2 receptor interaction (Figure 2).
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FIGURE 2 | Signaling downstream IL-2/IL-15RB. Upon engagement of IL-2
or |15 different tyrosine residues are phosphorylated in the 1-2/15R8
intracytoplasmic regions, across two main regions (“A” and “H"). These
phosphorylations lead to the recruitment and downstream phosphorylation
of STAT5 by JAKT and JAK3. The mTOR pathway takes also part to IL-15
signaling but the mode of mTOR activation is currently unknown. Activation
of mTOR is essential to increase NK cell metabolism. PI3K and MAPK are
also activated upon I1-2 engagement and probably also upon IL-15
engagement but this requires formal demonstration.

Given the shared receptor and the similarity of effect of IL-2 and
IL-15 on cultured cells, it was inferred that IL-15 stimulation would
lead to activation of the same pathways. And indeed, most of the
experiments conducted so far suggested a remarkable conserva-
tion. However, these two cytokines are not functionally redundant
as exemplified by the divergent immunological outcomes of IL-
2 or IL-15 treatment (53). A recent in vitro study aiming at
understanding these differences evidenced subtle changes in the
gene transcription induced in CD8 T cells stimulated with IL-2 or
IL-15 (54). This observation opens up the possibility that some
differences exist in the signaling pathways downstream of the IL-
2 or IL-15 receptors. In this context, the exact contribution of
the different signaling pathways during NK cell development and
activation is poorly understood. Upon IL-2 binding to its recep-
tor, signaling is triggered by Janus Kinases (Jak) 1 and 3, bound
to IL-15RP and yc (55-58). These kinases phosphorylate tyrosine
residues of IL-15Rp, which serve as docking sites for phosphoty-
rosine binding proteins such as the Shc adapter protein, Insulin
Receptor Substrate (IRS) proteins, and STAT5a and b transcrip-
tion factors and lead to the activation of three main transduction
pathways: the Jak-STAT pathway, the phosphoinositide 3-kinase
(PI3K)/Akt pathway, and the Mitogen Activated Protein Kinase
(MAPK) pathway. Given its very proximal role in signal transduc-
tion, deficiency in Jak3 results in the absence of NK cells (59).
In an attempt to dissect the importance of the different path-
ways stemming from the IL-2/15Rf subunit, complementation of
112/15rf '~ mice with IL-2/15Rp transgenes deleted for different
cytoplasmic domains was undertaken (60). This approach demon-
strated the necessity of the membrane distal H-region (Figure 2)
containing tyrosine 392 and 510 and known to recruit STAT3 and
5 and potentially the p85 subunit of PI3K for the generation of
a normal NK cell pool (60, 61). In contrast, the truncated pro-
tein generated after deletion of the membrane proximal A-region,
known to interact with Lck, the p85 subunit of PI3K and Shc, was
able to perfectly complement the IL-2/15Rp deficient mice and to
restore NK cell homeostasis and functional response to IL-15 and

www.frontiersin.org

December 2013 | Volume 4 | Article 450 | 3

164



Marcais et al.

Cytokine regulation of NK cells

seems thus dispensable. The importance of the STAT5 pathway
was confirmed by several studies (62, 63). Indeed, NK cell number
was reduced in STATS5b and to a lesser extend in STAT5a deficient
animals and this was associated with a decreased response to IL-2
and IL-15 (63). NK cell specific deletion of both STATS factors lead
to the complete disappearance of this population resulting from
survival defects, probably associated with a block of differentiation
at the NKP stage (62). In accordance with the putative role of the
H-region of IL-2/15R to recruit p85 via phosphorylated Y392 is
a series of studies dissecting the role of the PI3K pathway in NK
cell development and functions (64—66). Class IA PI3Ks comprise
a p110 catalytic subunit associated with a p85, p55, or p50 regu-
latory subunit. The p110 catalytic subunits are encoded by three
genes Pik3ca, Pik3cb, and Pik3cd. Class IB PI3Ks consist of the cat-
alytic subunit p110y (encoded by the Pik3cg) associated with the
regulatory subunits p101 or p84. NK cells express all catalytic p110
(66), however only the role of p110y and § were examined using
mice deficient for these proteins (65, 66) or bearing a catalytically
inactive form of p1103 (64). Defect in p110y or § signaling lead to
adecrease in peripheral NK cell number (64-66), combined defect
inp110y/3 prevented terminal NK cell maturation (66). Moreover,
defect in PI3K signaling lead to impaired proliferative (64—66) and
cytotoxic (64, 66) responses to IL-2. Importantly, PI3K signaling
can be triggered by diverse stimuli including cytokines other than
IL-2 or IL-15 (67) chemokines (68) and NK activating receptors
(69). The phenotype described in the PI3K deficient NK cells can
thus be the consequence of the impairment of responses to other
stimuli and not only IL-15. Moreover, direct activation of PI3K
by IL-15 was not assessed in these studies neither in vitro nor
in vivo leaving the question of a direct effect unanswered. The
generation of phosphatidylinositol triphosphate by PI3K recruits
a vast number of targets to the plasma membrane and leads
to their activation. However, the downstream targets important
for NK cell differentiation and activation have not been investi-
gated. We recently discovered that the kinase mechanistic Target
Of Rapamycin (mTOR), which can be activated downstream of
PI3K, is a key signaling node activated by IL-15 and responsi-
ble for NK cell maturation and activation by pro-inflammatory
signals (Margais et al. manuscript in preparation). mTOR is an
evolutionarily conserved serine/threonine kinase integrating var-
ious extracellular cues: metabolite and growth factors but also
antigenic and inflammatory signals as recently described for T cells
(70). mTOR takes part in two complexes: mMTORC1 and mTORC2
differing by their constituting members and the targets they phos-
phorylate. We followed phosphorylation of key mTOR targets by
flow cytometry and showed that mTOR activity is developmen-
tally regulated with a progressive shut down upon differentiation
and BM egress. In contrast, mTOR activity is strongly induced
when NK cells are exposed to pro-inflammatory signals triggered
by poly(I:C) injection. Of note, mTOR activation necessitated high
IL-15 concentrations; instead, STAT5 phosphorylation was readily
triggered by low doses of IL-15. This could provide a first mol-
ecular basis to explain the dual effect of IL-15 on NK cells. We
also showed that IL-15 controls mTOR activity both in vitro and
in vivo. This is confirmed by the observation that NK cells har-
vested from mice with NK cell specific mTOR deletion are arrested
at the immature CD11b'°% CD27"i8 stage and their activation in

response to poly(I:C) or IL-15 is severely impaired. Interestingly,
survival of mTOR deficient NK cells is not affected in accordance
with previous studies suggesting that the pro-survival signals given
by IL-15 are mediated by STAT5 (62). Preliminary results suggest
that only a fraction of mTOR activity is controlled via PI3K. This
would fit with the fact that the phenotype of mTOR deficient NK
cells is much stronger than PI3K deficient cells. The identity of the
relevant mTORCI or mTORC2 downstream targets remains to be
addressed.

Apart from STATS5, the transcription factors, downstream of IL-
15 are not characterized. It is worth mentioning the fact that upon
MCMYV infection, NK cells activate the E2F pathway, a phenom-
enon that can be blocked using blocking IL-2/15Rf antibodies
(71). As IL-2 has been shown to mediate its proliferative effects
through E2F activation (72), we can hypothesize that E2F is also
involved in IL-15 induced proliferation. This has however notbeen
formally tested. Moreover IL-15 stimulation leads to NF-«kB p65-
mediated increase in Myc expression in a context of IL-15 driven
leukemia (28).

IL-2

As discussed above, a number of IL-15 effects are recapitulated
by in vitro treatment with IL-2. In particular, it has long been
known that activated cytotoxic NK cells from BM culture can be
generated after exposure to IL-2 (73, 74). However, when IL-2
and IL-15 were compared, 10 to 50 times more IL-2 than IL-
15 was needed to activate NK cells (37). This is due to the fact
that NK cells do not express the high affinity IL-2 receptor due
to their lack of IL-2Ra expression at steady-state. Instead, trans-
presentation of IL-15 allows sensing of nanomolar quantities by
cells expressing only IL-2/15R and yc (54). Whether IL-2 in vitro
effects are relevant in vivo is difficult to evaluate. Indeed, effect
on NK cells of mutations affecting IL-2 signaling are difficult to
interpret since they result in overt auto-immunity due to the role
of IL-2 in the generation and maintenance of Treg cells. To avoid
this caveat, mice deficient both for IL-2 and T cells have been gen-
erated. NK cell differentiation and numbers are normal in these
Rag™'~ 1127/~ double deficient mice. IL-2 is thus not needed for
maintenance of NK cell homeostasis in the absence of T and B cells
(13). This is concordant with the fact that, unlike IL-15, which is
produced under homeostatic conditions, IL-2 production mainly
results from stimulation of the immune system. This cytokine
could nevertheless play a role during NK cell priming follow-
ing inflammatory challenge. Two studies even suggested that IL-2
could play a non-redundant role in this process (75, 76). Indeed,
Granucci et al. described a non-redundant role for IL-2 produced
by DCs in the first hours following bacterial challenge (76). In
this study, DC-derived IL-2 was important for the induction of
IFN-y secretion by NK cells while induction of cytotoxicity was
independent of IL-2. A direct contact between the NK and the DC
was needed, suggesting that other molecules were involved. This
interaction was functionally relevant for bacterial clearance and
anti-tumor response. One caveat of this study is however the use
of IL-2 deficient DCs differentiated from BM harvested from IL-2
deficient hosts in which T cell dependent auto-immunity devel-
ops. Another study described that, following Leishmania major
infection, the T cell-derived IL-2 was necessary for the induction
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of IFN-y secretion by NK cells (75). These findings are challenged
by the fact that NK cell priming does not happen in the absence
of IL-15 (29, 34, 35). A possibility to reconcile these studies would
be to imagine cooperation between the two cytokines, both being
needed. In this context, cytotoxicity induction would be under IL-
15 control specifically since IL-2 only impacts IFN-y production in
these models (75, 76). The fact that 2 cytokines signaling through
the same IL-2RB/yc-STAT5-mTOR axis lead to such dissociated
effects could be due to difference in the spatio-temporal availabil-
ity as well as the mode of delivery of these cytokines to NK cells.
In any case, this issue remains open for further investigations.

Interest for the IL-2 dependent control of NK cells has recently
been renewed by a series of studies proposing that NK cell activity
was kept in check by Treg cells buffering excess IL-2 produced by
activated T cells (77, 78). In these studies, the authors show that sys-
temic Treg cell depletion leads to an increase in CD4 T cell derived
IL-2. This increased IL-2 availability was correlated to increased
NK cell IFN-y production (78) and cytotoxicity toward missing-
self targets (77) and could be abrogated by blocking IL-2 antibody
treatment. Similar findings have been reported upon transfer of
in vitro pre-activated NK cells in an irradiated host (79). Mecha-
nistically, Gasteiger et al. linked this increased responsiveness to a
better capacity to generate conjugates with target cells after even
very short-term exposure to IL-2. Interestingly, this increased cyto-
toxic capacity was only evidenced against missing-self targets, IL-2
being unable to increase cytotoxicity toward cells expressing both
inhibitory and activating ligands. The same group also described
phenotypical changes of the NK cell population with the pro-
gressive emergence of a CD127" immature NK cell population
following Treg depletion (80). A similar population also accu-
mulated in tumor-bearing or chronically infected animals. This
population was able to up-regulate IL-2Ra upon low dose IL-12
stimulation confirming previous findings (81). The authors inter-
preted this result as an increase in the capacity to sense and use
IL-2. However, expression of IL-2Ra also renders cells more sensi-
tive to IL-15 (54), the cytokine involved in the homeostasis of this
population is thus debatable.

At this stage, we can conclude that DCs and monocytes prob-
ably have a prominent role in NK cell activation, through IL-15
trans-presentation. However, this does not exclude the fact that
other closely related cytokines like IL-2 and other cell types like T
cells or NK cells themselves can contribute and in some conditions
replace the IL-15 priming.

IL-21

IL-21R was discovered independently by two groups, it is homolog
to IL-2Rp and its ligand, IL-21, homolog to IL-2, IL-4, and IL-15
with the strongest similarity with the latest (82, 83). Upon IL-
21 binding, IL-21R pairs with yc and signals through JAK1 and
STATS5 (82). IL-21 is expressed by activated CD4 T cells while IL-
21R is found on lymphoid cells (83, 84). Its first effects described
on human NK cells were a potentiation of differentiation from
BM progenitors and activation of mature NK cells (83). These
effects were in accordance with further studies showing that IL-
21 inhibits IL-15 effects on NK cell proliferation but potentiates
IL-15 driven NK cell terminal differentiation, i.e., cytotoxicity and
IFN-y secretion (84—87). Forced expression of IL-21 in vivo by

hydrodynamic plasmid delivery decreases, in an NK cell depen-
dent manner, the number of lung metastasis obtained after tumor
cell lines injection (85). Given that IL-21 boosts T cell proliferation
in vitro, it was suggested that its production by activated T cells
could help shutdown the NK cell response once adaptive immunity
was functional (84). However no in vivo data came to confirm this
hypothesis. IL-21 produced by CD4 T cells is essential to prevent
CD8 T cell exhaustion during chronic viral infections (88-90). In
addition to direct positive effects on antiviral T cells, IL-21 restricts
virus-driven Treg cell expansion and their suppressive effect on
CDS8 T cells (91). Whether IL-21 also controls the function of NK
cells during chronic infections remains to be formally tested even
though ex vivo treatment of NK cells from HIV-infected patients
with IL-21 improves their effector function (92, 93).

IL-7

IL-7, another member of the yc family of cytokines signaling via
STATS, is well known for its role during early steps of B and T
cell development in the BM and thymus respectively (94). The fact
that early pre-pro NK cells and immature NK cells express high
levels of IL-7Ra (6) is puzzling since NK cell development and
acquisition of effector functions is perfectly normal in the absence
of IL-7 (13, 95). It should be noted that IL-7Ra is also used in
combination with the Cytokine Receptor-like factor 2 to form
the thymic stromal lymphopoietin receptor (TSLPR). Whether
this cytokine plays a role in early stages of NK cell physiology
is unknown. It has however been shown to regulate CD8 T cell
viability (96). A peculiar thymic IL-7-dependent NK cell subset
has also been described (97). This subset is present in minute
amount in mice thymi (between 10,000 and 100,000 cells), is vir-
tually absent in II7~/~ animals, expresses IL-7Ra and depends on
GATA-3 in contrast to BM derived NK cells. Functionally, these NK
cells are poorly cytolytic but secrete higher amount of cytokines
than conventional NK cells. Given the very low abundance of this
population, their function has not been investigated.

IL-4

IL-4 is also a member of the yc family of cytokines, well known
for its pro-Th2 effects during T cell differentiation. Its absence
does not affect NK cell generation and homeostasis (13). How-
ever, NK cells express the IL-4 receptor as evidenced by their
sensitivity to IL-4 treatment in vitro (86). Of note is the strong
ability of IL-4 to repress some key NK effector functions, such as
cytokine production or cytotoxicity. Indeed, it has been demon-
strated that IL-4 suppresses the inflammatory cytokine (IFN-vy,
TNFa, and GM-CSF) production-increase that is induced fol-
lowing IL-12 treatment in human NK cells (98). Similarly, in
mouse NK cells, IL-4 treatment induces a decrease in the cytokine-
induced-cytolytic-activity toward tumor cells or immature DC.
The mode of action of IL-4 did not involve a down regulation of
perforin or granzyme-B by NK cells but could be mediated through
NKG2D down regulation (86, 98). In line with these observations,
the capacity of NK cells to shape the adaptive immune response
and favor a polarized Th1 response through interactions with DCs
is abrogated when NK cells are pretreated with IL-4 (99). IL-4
treated NK cells are unable to induce DC maturation and favor
tolerogenic or Th2 responses (99).
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As mentioned above, another measurable effect of IL-4 was
to down regulate NKG2D and other NK cell markers expression
in vitro and in vivo and as a result to decrease NKG2D depen-
dent cell killing (86). Similarly IL-4 treatment has been shown to
down regulate NKG2D and CCL5 expression by memory CD8 T
cells (100-102). This is in contrast to the promotion, by IL-4, of
innate memory-like CD8 T cells generation that has been recently
described (103). In the mouse strain Balb/c, high frequency of
IL-4-secreting PLZE" NKT cells is associated with increased pro-
portion of memory phenotype CD8 T cells compared to C57Bl/6
mice (104). The generation of this memory population has been
shown to be dependent on IL-4, as revealed by the lack of memory
phenotype CD8 T cells in Cd1d~/~ and Il4r~'~ mice. IL-4 pro-
duced during the course of a Th2 response is thought to act in a
similar way, as it induces a strong proliferation of memory pheno-
type as well as naive CD8 T cells (105). The stimulation of memory
CD8 T cells by IL-4 induces a strong up-regulation of the Eomes
transcription factor (104). Given the implication of Eomes in NK
cell differentiation, it is tempting to speculate that IL-4 could have
far reaching effects on NK cell biology.

IL-12 FAMILY

The IL-12 family of cytokines is constituted by heterodimeric
cytokines presenting a four a-helix bundle structure and belong-
ing to the IL-6 super-family (106). The constituting heterodimers
of this family are formed by combination of two possible -chains
and three possible a-chains. Indeed, the cytokine B-chains are
components of two cytokines (p40 of IL-12 and IL-23 and Ebi3
of IL-27 and IL-35) while a-chains include p35, components of
IL-12 and IL-35, p19 component of IL-23, and p28 component of
IL-27. On the receptor side, IL-12 is recognized by an IL-12RB1/82
receptor, IL-23 by an IL-12RB1/IL-23R heterodimer, IL-27 by an
IL-27R/gp130 complex,and IL-35 by a gp130/IL-12RP2. They have
activating as well as inhibitory roles on the immune system, IL-12
and IL-23 being seen as more pro-inflammatory while IL-27 and
IL-35 have been more described as inhibitory. Moreover, given the
receptors and ligands promiscuity, some members can compete
with others generating a complexity far from being understood.

IL-12

DISCOVERY/RECEPTORS

IL-12 was purified at the end of the 80s from the supernatant of
EBV immortalized B cell lines and named NK cell stimulating
factor (NKSF) for its ability to induce IFN-y, cytotoxic activ-
ity, and proliferation of NK cells in vitro (107). NKSF was later
renamed IL-12 and is constituted of two polypeptides: IL-12p40
and p35 covalently linked by disulfide bonds, and binding to a het-
erodimeric receptor composed of IL-12RB1 and 2. Importantly,
NK cell constitutively express both chains of the IL-12R (108).

REGULATION/PRODUCTION

IL-12 is produced by several types of Antigen Presenting Cells,
including DCs (109, 110) and activated macrophages (48, 111).
In vivo, IL-12 is produced early after viral infection (112). The
inducing signals include pathogen derivative (113), sensed by TLRs
and the RIG I pathway, but also molecules expressed by activated
T cells like CD40L (109), or the NK cell derived IFN-y (114-116).

The exact mechanism leading to IL-12 production can be more
complex as is the case following CpG stimulation. Indeed, upon
CpG injection in vivo, IL-12 is induced by IL-15 after a cross-talk
between conventional DCs and plasmacytoid DCs (117). Interest-
ingly, IL-12 delivery seems to involve the formation of a synapse
between the NK cell and the DC involving the polarization of the
DC’s secretory apparatus toward the NK cell (118).

SIGNALING

Upon binding, IL-12RB2 becomes tyrosine phosphorylated and
provides docking sites for the kinases tyk2 and Jak2 leading to the
phosphorylation and activation of STAT4 (119-121). The impor-
tance of tyk2 and STAT4 in NK cells is manifested by the sharp
decrease of [FN-y production in mice deficient for these molecules
(40, 121). One report also suggests that some of IL-12 effects are
mediated by PKC6 (122), however no further study has confirmed
this point.

ROLE
The major role of IL-12 in vivo is to induce IFN-y production,
while a marginal effect was described at first on early prolif-
eration and development of cytotoxicity (40, 112, 123). Indeed,
IFN-y production is reduced 20-fold in IL-12p35 deficient mice
while cytotoxicity is intact (40), antibody mediated blocking of the
cytokine leads to similar results (112). Moreover, microscopy stud-
ies have shown a perfect time- and location-dependent correlation
between IL-12 production by DCs and IFN-y production by NK
cells in Listeria induced granuloma (124). As IFN-y can itself pro-
mote IL-12p40 expression, it generates a positive feedback loop
promoting inflammation and the differentiation of monocytes
into DCs (114, 124). More recently, it has been shown that IL-12in
combination with another cytokine, IL-18, helps optimal NK cell
expansion (125, 126) an effect which is not dependent on IFN-y
secretion. Moreover, in some settings, IL-12/IL-18 can drive an
IL-15 independent response of NK cells (127, 128). However these
results are controversial, indeed, another study found no or only a
very minor role of IL-18 and IL-12 for the promotion of the expan-
sion of Ly49H™" NK cells during MCMYV infection in vivo (129).
Moreover, the settings used in one study are very peculiar since they
involve adoptive transfer of WT NK cells in II15~/~ x Il15ra =/~
mice to unmask the IL-12 dependent proliferative effects (128).
At the molecular level, induction of IFN-y by IL-12 secretion
relies on increased transcription as determined by run-on exper-
iments (130). This transcriptional response is abrogated in tyk2
deficient mice (121). IFN-y mRNA, like many other cytokine mes-
sengers, bears AU rich elements in its 3’UTR, which renders it
unstable (131) moreover, it is also a target for miRNA mediated
regulation (132). Hence, a large part of its expression relies on
post-transcriptional regulation. In this context, it has been shown
that IL-18 stabilizes the IFN-y mRNA through the activation of
a MAPK p38 dependent pathway (133) (Figure 3). This effect
explains at least in part the formidable synergy existing between
IL-12 and IL-18 on induction of IFN-y secretion (134). Inter-
estingly, IL-12 in combination with IL-18 can also trigger IFN-y
secretion by memory T cells in vivo in an antigen independent
fashion underlying acquisition of “innate-like” capacities by these
cells (38, 135). Conversely, several groups have been able to induce
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FIGURE 3 | Synergy between IL-12 and IL-18 for the induction of IFN-y activation of the MAPK pathway downstream the adapter MyD88. This leads
production. Engagement of the heterodimeric IL-12 receptor leads to STAT4 to the stabilization of IFN-y mRNA and enhances IFN-y secretion by NK cells.
phosphorylation after recruitment of the kinases Tyk2 and JAK2. STAT4 Other mechanisms may also contribute to the synergy between IL-12 and
transctivates IFN-y transcription. Upon binding of IL-18 to its receptors there is I-18.

long-term survival of an NK cell population by transferring NK  generate biologically active IL-18 (144, 145). Other proteases
cells briefly activated in vitro in the presence of IL-12 and IL-18  [caspase-8 (146, 147), proteinase-3 (148), granzyme-B (149)] have
in sublethally irradiated (79) or Rag™/~ hosts (136). This echoes  been reported to cleave prolL-18 and generate bioactive cytokine.
the concept of NK cell memory proposed in 2006 by the group  The physiologic producers of IL-18 include myeloid cells such
of von Andrian (137). Indeed, under particular circumstances, as activated macrophages (138, 150), dendritic cells (151), neu-
a fraction of the activated NK pool survives the resolution of the  trophils (152), and Ly6CTCCR2" inflammatory monocytes (38).
response and is able to mount recall responses (126). This property  In addition, IL-18 is expressed in numerous non-hematopoietic
is severely impaired in the absence of IL-12 (126). How exposure lineages (153). IL-18 mature form is a leaderless protein secreted
to these cytokines imprints long-term survival onto NK cells in  via a poorly understood mechanism (154). The ability of IL-18
these particular settings is not understood and could constitute released by macrophages or DCs to activate the production of IFN-
fertile ground for further discoveries. y by NK cells is dependent on cell-to-cell contact (155-159). In

As previously mentioned, IL-12, in synergy with IL-18, has the agreement with this cell-to-cell contact requirement, IL-18 secre-
capacity to induce IL-2Ro. on NK cells (81, 86), the CD127 popu-  tion by DC is polarized and occurs at the immunological synapse
lation of NK cells being extremely sensitive to this stimulation (80).  formed between the DC and the NK cell (160). Furthermore,
This property may help to explain the sustained IL-2-dependent another regulatory step may include the presence of a membrane-
proliferation of IL-15/IL-12/IL-18 pre-activated NK cells after ~bound form of IL-18 as an intermediate between the cytosolic pro
in vivo transfer (79). IL-18 is not the only cytokine synergizing IL-18 and the mature soluble IL-18 (161). Finally, IL-18 signal-
with IL-12. Indeed, early studies described a synergy between IL-  ing can be antagonized by IL-18BP, which is limiting the systemic
12 and IL-2 (107). Similarly to IL-18, the synergy between IL-12  effects of this cytokine (162).

and IL-2 also involves regulation of IFN-y mRNA half-life (130). Upon IL-18 binding, its primary receptor, IL-18R1, dimer-
izes with a second receptor subunit: IL-18R accessory pro-
IL-18 tein (IL-18RAP). This recruits myeloid differentiation primary

IL-18 is a cytokine that was originally identified as an IFN-y response protein 88 (MyD88) and initiates signaling through IL-
inducible factor (IGIF) (138) and it appears to share its biologic  1R-associated kinase 4 (IRAK4) and TNFR-associated factor 6
functions with IL-12, including enhancement of the NK cell activ-  (TRAF6), leading to activation of the NF-kB and MAPK pathways.
ity (139). Its absence leads to decreased NK cell response in a  The importance of IL-18 for NK cells is underlined by the fact that
variety of models (140, 141). It is part of the IL-1 family which at steady state, NK cells are the only hematopoietic cells analyzed
comprises 11 members (142). It is produced as an inactive pro- by the Immunological Genome Project to contain consequent lev-
IL-18 precursor. In contrast to other IL-1 family member such as els of transcripts for IL-18R1 and IL-18RAP (www.immgen.org).
IL-1B, prolL-18is constitutively expressed (143). ProlL-18 requires ~ This expression grants them with exquisite sensitivity to IL-18
cleavage by active caspase-1 in the inflammasome complex to stimulation (150). Moreover, NK from IL-18R1-deficient mice
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have decreased IFN-y secretion and cytotoxic capacities (163). A
similar phenotype is observed in IRAK4 deficient NK cells (164).
Other pathways may also be activated as suggested by impaired
IFN-vy secretion in response to IL-12/18 stimulation in p110y or 8
deficient NK cells (65, 66). IL-18 is critical for IFN-y production by
NK cells during numerous bacterial (165), fungal (166), parasites
(127), and viral (167) infections. In addition to regulating IFN-y
production, IL-18 takes part to the priming of NK cells (29, 168),
and leads to the acquisition of novel migratory function through
up-regulation of CCR7 (155, 169). It has also been shown that
IL-18 induces the release of CC chemokine Ligand 3 (CCL3) by
NK cells, which in turns recruits inflammatory monocytes in the
intestine and contribute to local inflammation (170).

The role of IL-18 in regulating the anti-tumoral activity of NK
cells is unclear and might be highly dependent of the other sig-
nals received by NK cells concomitantly to IL-18. Indeed IL-18 has
been shown to promote tumor immuno-suppression and tumor
growth by converting Kit™ NK cells into Kit™ NK cells. NK cells
from this Kit™ subset have the potential to lyse DCs leading to a
reduction in the tumor immuno-surveillance (171). In contrast,
others studies have demonstrated an anti-tumor effect of IL-18
(172, 173) in part through the generation of “helper” NK cells
producing CCL3 and CCLA4, which results to the local recruitment
of DCs and effector CD8 T cells (174).

As detailed above, the main effect of IL-18 on NK cells is to syn-
ergize with IL-12 to induce IEN-y production. However, in some
systems, IL-12 can be dispensable while IL-18 is not (29, 175).
Importantly, if systemic IFN-y production depends on IL-12/IL-
18 synergy, local IFN-y production in the liver can be preserved in
the absence of IL-18 and be sufficient to allow host survival upon
MCMYV infection (167).

TRANSFORMING GROWTH FACTOR-g

PRODUCTION

Transforming growth factor-f is a cytokine with a pivotal role in
the regulation of the immune system. TGFB1 is the predominant
TGEFB isoform expressed in the immune system. TGFf associates
non-covalently with the latency-associated protein (LAP), form-
ing a complex called the small latent complex (SLC). The SLC can
be secreted as such or in association with latent TGFB-binding
protein (LTBP) as a large latent complex (LLC). TGFp must be
released from the complexes to bind to TGFf receptors (176). This
can be achieved through different mechanisms that remain mostly
unclear. TGFp binding proteins control ligand access but can also
act as ligand reservoirs (177). Virtually all cells of the immune
system can produce TGFB. TGEp is regulated at transcriptional,
post-transcriptional, and post-translational levels. It is therefore
difficult to precisely determine the sources of active TGFf during
immune responses.

SIGNALING

Transforming growth factor-f mediates its biological functions
through binding to type I and II transmembrane serine/threonine
kinase receptors. TGFp1 signals mostly via TGFBR1 (type I recep-
tor) and TGFBR2 (type II receptor). TGFBRI is not necessary
for binding to TGFp but initiates signaling. Two signaling path-
ways have been described that are dependent or not on smad

transcription factors. Receptor-associated smads (mostly R-smad
2 and 3 in the immune system) are sequestered in the cytoplasm
in the absence of signaling. Upon phosphorylation by TGFBR1,
R-smad 2 and 3 interact with the common mediator smad-4 and
are translocated into the nucleus. Smad complexes recruit other
transcription factors to activate or repress the expression of a
wide range of genes. Various Smad-independent TGF signaling
pathways operate in a context-dependent manner and contribute
to cell-specific biological responses. TGFB may thus activate small
GTPases, MAP kinases, and the PI3K pathway (177). In T cells,
a JNK-c-Jun pathway has been shown to suppress the expres-
sion of Eomes in Th17 cells in response to TGFp (178). In NK
cells, smad-independent TGFf signaling pathways have not been
addressed.

IMPACT OF TGFB ON NK CELLS

The addition of recombinant TGFf in cultures of mouse spleen
cells or human PBMC with IL-2 in vitro has long been shown to
reduce NK cell proliferation and cytotoxicity (179-182). Adminis-
tration of TGFP also depresses NK cell activity in mice (183), and
reduces their proliferation during antiviral responses (184) while
blocking TGFp increases NK cell cytotoxic activity (185). It was
later found that TGFp also counteracts IL-12 mediated cytokine
production by mouse NK cells (186, 187) and human NK cells
(188, 189). TGEB not only counteracts the effects of IL-2 and IL-12
but also reduces IFN-y production in response to the engagement
of the Fc receptor CD16 on human NK cells (190). Finally, TGFf
also shapes the NK cell surface by reducing the expression of NK
cell receptors NKG2D and NKp30 (191, 192) and changes their
trafficking properties by modulating the expression of chemokine
receptors (193).

When does TGFf act on NK cells in vivo? Early studies show
that TGFp is produced during viral infections, especially by T
cells at late stages of infection, which could help limiting NK
cell cytotoxicity (194). More recent studies show that the trans-
genic expression of a dominant negative form of the TGFBR2
receptor in CD1 Ic positive cells (including dendritic cells and NK
cells) dramatically increases the number of mature NK cells (195),
suggesting that TGFf negatively regulates NK cell development
and maturation at steady-state, especially during infancy (196).
The smad-dependent pathway has been shown to be important
to limit NK cell IFN-y production by repressing the expression of
T-bet (189). Whether this pathway also limits NK cell proliferation
and cytotoxicity induced by pro-inflammatory cytokines remains
to be determined. Early studies have suggested that TGEf acts
very rapidly, perhaps in a smad3 independent manner to decrease
tyrosine phosphorylation induced by IL-2 (197).

IL-10

IL-10 was described as a Th2 cytokine that inhibited Th1 cytokine
synthesis (198). It is now known to be produced by macrophages,
DCs, B cells, various subsets of T cells, and NK cells themselves
(199-202). NK cells constitutively express both chains of IL-10
receptor (Immgen data). Several diverging effects of IL-10 on NK
cells have been described (203-207). Most of these effects seem to
be indirect, indeed, IL-10 in vitro treatment of purified NK cells
does not have noticeable effects (86). However, to the best of our

Frontiers in Immunology | NK Cell Biology

December 2013 | Volume 4 | Article 450 | 8

169



Margais et al.

Cytokine regulation of NK cells

knowledge, this has not been thoroughly tested using chimeras or
transfer of IL-10R deficient or sufficient NK cells in IL-10 suffi-
cient hosts. The experiments of in vivo blockade using antibodies
being non-informative about the responding cell type (208, 209).

IFN |

IFN-a/p or type I IEN (IFN I) were originally identified as proteins
responsible for induction of cellular resistance to viral infections.
They are produced by various immune and non-immune cell
types. According to a recent study, the capacity of mononuclear
phagocytes (i.e., DCs and macrophages) to express IFN Iand sub-
sequently IL-15 after microbial challenge could be imprinted by
previous contact with the microbial flora (210). However this
results still awaits confirmation. IFN I effects on NK cells have
been known for a long time. Indeed, IFN I induce NK cell prolif-
eration and cytotoxicity (211). However, IFN I receptor (IFNAR)
deficiency can be compensated by recombinant IL-15 injection
(40). The bulk of IFN I effects are thus probably mediated through
release of IL-15 as recently confirmed by a systems biology analy-
sis of the response to MCMYV viral infection (71). In this study,
the authors show that IFN-stimulated genes were not strongly
up regulated by NK cells, suggesting that, at least at the tran-
scriptional level, these cells were not the primary targets of IFN
I. This lower responsiveness was associated with a lower expres-
sion of STAT1 by NK cells. IFN I dependent effects on NK cells
are however not absent and some studies have evidenced a direct
role of IFN I on the induction of NK cell cytotoxicity (212,
213).

CONCLUDING REMARKS

Natural killer cell development and function depend on a multi-
plicity of cytokines which have complementary as well as over-
lapping functions. A complete understanding of their action
will require the precise identification of the cell types produc-
ing them, the time window during which they are produced
and the signaling events that their receptors engage in NK cells.
These various parameters and the outcome on NK cells could
be very different depending on the infectious agent. The role
of some cytokines such as IL-2 may thus be important only
with particular pathogens and efforts should therefore be made
to diversify the models of infection. Moreover, many cytokine
effects are only seen when combining them, as best exempli-
fied by IL-12 and IL-18. It is therefore essential to define the
relevant cytokine combinations in different niches and to delin-
eate the signaling pathways they induce as well as their com-
bined effects on NK cells. How NK cells integrate signals from
activating and inhibitory cytokines and which molecules act as
“integrators” are important issues to address. Recent technolog-
ical advances such as mass cytometry will be instrumental for
this purpose in that they allow the simultaneous measurement
of up to 100 parameters using very low cell numbers. The lat-
ter technique can be applied to the study of cell signaling using
phospho-specific antibodies raised against various molecules of
the transduction machinery. Recently generated NK-specific Cre-
expressing mouse lines will also be important to discriminate
between direct vs. indirect effects of various cytokines on in vivo
NK cell physiology.
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Methods and kits for detecting
antigen-induced memory CD8+ T cells
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Product:
Biomarker specific of antigen-induced memory CD8 T cells

Rationale:

Memory CD8 T cells can be generated from naive CD’;‘E'T"’;..S

CD8 T cells either by the recognition of antigens @

during the primary immune response (antigen- |_ \at

induced memory), or by strong cytokine stimulation o
(cytokine-induced memory). Antigen- and Cytokines Antigens
cytokine-induced memory CD8 T cells express the d  Memoy &
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distinguish memory from naive cells. Due to this ; @ | @ﬁ
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CD8 T cells generated against different pathogen or ' '
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Potential indication:

« Identification of memory CD8 T cells generated during pathogen infection,
tumor development or vaccinition.

 Evaluation of vaccination protocol efficiency.
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Proof of concept:
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Figure 1: Immune response against pathogen generates CCL5+ memory CD8 T cells.

Blood samples were collected from mice before and after (50 days) infection by Vaccinia virus. CD8 T cells were analyzed for their expression of
CD44 (marker of memory cells) and CCL5 (A). In each condition, the number of memory (CD44high) CD8 T cells expressing or not CCL5 was
determined (B). Mann Whithney test, ns = non significant, **** = pvalue < 0.0001.

B8R-tet

Figure 2: All BBR-specific memory CD8 T cells express CCL5.

Memory CD8 T cells specific of the vaccinia virus epitope BER were identified using B8R tetramer staining on splenocytes from vaccinia virus infected
mice (50 days post infection). These B8R-specific memory CD8 T cells were analyzed for their expression of CCL5. Filled histogram: control isotype,
open histogram: anti-mouse CCL5.
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Identification de nouveaux biomarqueurs permettant la caractérisation des

lymphocytes T CD8 mémoires innés

Deux grandes classes de cellules composent le pool de lymphocytes T (LT) CD8 mémoires.
D’une part, les LT CD8 mémoires conventionnels sont générés via la reconnaissance
spécifique d’antigénes dérivés de pathogeénes ou de tumeurs. D’autre part, les LT CDS8
mémoires innés sont générés via différents mécanismes impliquant de fortes stimulations par
des cytokines yc indépendamment de la reconnaissance d’antigénes du non soi. Le phénotype
extrémement similaire de ces deux populations cellulaires ne permet pas de les distinguer in
vivo. En conséquence, la population de LT CD8 mémoires innés est relativement peu
caractérisée.

Mon travail de theése comportait donc deux objectifs majeurs :

1 / Identifier des marqueurs permettant de distinguer in vivo ces deux classes de LT CD8
mémoires.

2/ Caractériser la population de LT CD8 mémoires innés.

Dans cette ¢tude, nous démontrons qu’au sein du pool de LT CD8 mémoires, seules les
cellules conventionnelles expriment la chimiokine CCLS5 et le récepteur NKG2D. Ces deux
biomarqueurs permettent ainsi pour la premicre fois de distinguer les LT CD8 mémoires innés
et conventionnels in vivo, a la fois chez la souris et chez I’homme. Grace a 1’expression de
NKG2D, nous démontrons que ces LT CD8 mémoires innés possedent des caractéristiques
typiques de cellules mémoires, notamment une réactivité augmentée ainsi qu’un programme
génétique comparable a celui des LT CD8 mémoires conventionnels. Néanmoins, cette
population cellulaire conserve certaines caractéristiques de cellules naives. Ainsi, le répertoire
TCR diversifié de cette population cellulaire permet a ces cellules de participer a des réponses
immunitaires primaires contre différents pathogénes. Enfin, dans un contexte inflammatoire,
les LT CD8 mémoires innés présentent un défaut d’acces au tissu pulmonaire comparé aux
LT CD8 mémoires conventionnels. Ceci correle avec un déficit d’expression de certaines
intégrines par les LT CD8 mémoires innés. L’ensemble de nos résultats démontre que les LT
CD8 mémoires innés, caractérisés par [’absence d’expression de CCL5 et NKG2D,
constituent une population cellulaire hybride, a la frontiére entre cellules naives et cellules

mémoires conventionnelles.

Mots clés : mémoire immunitaire, lymphocyte T CD8 mémoire inné, biomarqueurs, CCLS5,

NKG2D.
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