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Avant-Propos 
 
« Privilège concédé par le roi à une personne sur les terres de laquelle ses agents n’avaient 

pas accès. » Telle est la définition de l’immunité figurant dans le Larousse, avant même celle 

de l’immunité biologique. Néanmoins le concept de privilège d’accès est fortement imprégné 

dans la notion d’immunologie au sens où nous l’entendons. Notre discipline confère à ceux qui 

en disposent un apanage : un droit de non-ingérence sur leur organisme. Cette immunologie 

est incarnée à l’échelle animale par un système complexe composé d’un ensemble de cellules, 

molécules, processus et autres fluides emmenés dans un circuit largement régulé et contrôlé à 

de multiples étapes.   

 

A ce réseau moléculaire dense s’ajoutent deux propriétés acquises par l’immunité éponyme au 

fil de l’évolution, la différenciant à quelques exceptions près de l’immunité innée : la mémoire 

et la spécificité.  

 

La mémoire permet à nos cellules de se rappeler des affres du passé et de les combattre avec 

plus de vigueur. Par ce terme, le processus en question est à mon sens légèrement enjolivé 

puisqu’il s’agit d’une simple survie et d’une capacité de réactivation rapide d’éléments du 

système ayant déjà fait front.  

 

La spécificité, en revanche, me fascine. Rendons-nous compte : le système peut en théorie 

reconnaître tout ce qu’il n’a jamais rencontré et l’attaquer, en parallèle d’un pacte de non-

agression conclu avec ce qui lui a déjà été présenté lors de sa création, le soi. Mieux encore, 

deux systèmes distincts lui offrent cette faculté, celui des cellules B rencontrant leurs ennemis 

directement, et celui des cellules T, à qui sont présentés des fragments de cet intrus, détruits, 

abimés mais encore reconnaissables. C’est quand les deux systèmes s’activent en parallèle face 

au même importun (sous des formes différentes) et se rencontrent, que le fruit de leur union 

peut, par synergie, produire ses effets. S’ensuit une profusion de mécanismes protecteurs 

incluant la production d’anticorps, ces moines soldats chargés de capturer le pathogène pour 

le neutraliser et/ou de le livrer à d’autres cellules responsables de son élimination.  

 

Un monde à part que l’étude de l’immunologie revisitée et en constante évolution depuis ces 

dernières décennies m’a invité à découvrir. Je n’ai pu, au cours des 33 mois passés à 

décortiquer une infinitésimale partie de son fonctionnement, m’empêcher de faire de 

nombreux parallèles entre l’immunologie et la démographie, l’économie, le fonctionnement de 

l’Etat ou encore la guerre (ce dernier étant relativement simple à imaginer). D’aucuns les 

trouveront douteux. Je n’en coucherai pas un mot mais ouvrirai avec plaisir la discussion avec 

ceux qui, courageux, auront lu ces lignes. Les téméraires, quant à eux, sont invités à poursuivre 

leur lecture et à plonger au cœur du contrôle de l’immunité humorale.  
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Résumé de la thèse  
 

La réponse immunitaire humorale désigne l’ensemble des processus menant à la 

production d’anticorps suite à une stimulation du système immunitaire. Les 

lymphocytes T folliculaires régulateurs (Tfr) forment une population essentielle dans 

le contrôle de l’immunité humorale. Dotés de fonctions régulatrices comme les 

lymphocytes T régulateurs conventionnels (Treg), les Tfr joueraient un rôle majeur 

dans les mécanismes de régulation de la production d’anticorps suite à une 

stimulation. Ils pourraient, par exemple, contrôler l’aide apportée par les lymphocytes 

T folliculaires helpers (Tfh) aux cellules B leur permettant de se différencier en 

plasmocytes producteurs d’anticorps dans une structure hautement spécialisée 

appelée centre germinatif (CG).  

 

Suite au constat de la non-réponse des Tfr à l’interleukine (IL)-2, nous avons observé 

l’absence d’expression de la sous-unité du récepteur à l’IL-2 (CD25) sur ces cellules et 

ainsi donné de nouvelles bases à la caractérisation phénotypique des Tfr. Cette 

redéfinition restrictive de la population cellulaire a permis une description plus 

approfondie de ces cellules et la découverte d’un axe de régulation du CG dépendant 

de l’IL-1ß.  

 

La dualité de régulations observée entre d’une part l’axe Treg - lymphocytes T 

effecteurs contrôlé par l’IL-2 en dehors du CG et d’autre part l’axe Tfr - Tfh contrôlé 

par l’IL-1ß dans le CG nous a amenés à nous poser la question de l’origine et de la 

spécificité des Tfr en partie élucidée par une analyse du répertoire de ces populations. 

Nous avons mis en évidence une similarité en matière de distribution et 

caractéristiques globales des répertoires des cellules folliculaires qu’elles soient 

régulatrices (Tfr) ou non (Tfh). Il est également apparu une proximité de spécificités 

entre le répertoire des Treg et des Tfr confortant l’hypothèse d’une origine commune 

de ces deux populations. 

 

Ce travail de thèse a permis la découverte d’éléments importants de la biologie des Tfr, 

population impliquée dans le contrôle des régulations humorales. Il ouvre des 

perspectives relatives au contrôle de la production d’anticorps tant sa limitation - dans 

le contexte de maladies auto-immunes - que son exploitation dans le développement 

de stratégies vaccinales.  
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Abstract  
 

The immune humoral response offers the organism an efficient protection through the 

production of antibodies following an immune stimulation.  

 

Follicular regulatory T cell (Tfr) is an essential subset in the control of humoral 

immunity. These cells share with conventional regulatory T (Treg) cells regulatory 

functions and should play a major role in the control of antibody production following 

stimulation. As T follicular helper (Tfh) cells help is essential in the differentiation of 

B cell into antibody-producing plasma cells, one of the possible mechanisms of Tfr’s 

control could be the limitation of the Tfh cells’ help to the B cells. 

 

As a consequence of the non-response of Tfr cells to interleukin (IL)-2, we thoroughly 

revealed the CD25- phenotype of Tfr cells thus redefining the subset. This stringently-

selected population allowed a fine-tuned characterization of Tfr cells and the discovery 

of an IL-1 axis regulating the germinal center responses.  

 

The dual regulation of T cells in secondary lymphoid organs, one between Treg and 

Teff cells regulated by IL-2 outside germinal centers and the other between Tfh and Tfr 

cells regulated by IL-1 inside GCs brought us to question the origin and specificity of 

Tfr cells. We partially answered this with a high-resolution analysis of these 

populations’ repertoires. We highlighted a similarity in the distributions and global 

characteristics of the follicular cells’ repertoires regardless their regulatory (Tfr) or not 

(Tfh) phenotype. We also brought out the major sharing between Treg and Tfr 

repertoires underpinning the hypothesis of a common origin for these populations.  

 

This work has disclosed important aspects of Tfr cells’ biology, a fundamental subset 

in the control of humoral immune responses. It opens many perspectives including the 

control of antibody production, negatively in the context of autoimmune diseases or its 

positive exploitation to enhance vaccine efficacy. 
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Les lymphocytes T folliculaires régulateurs (Tfr) forment une sous-population de 

lymphocytes T de découverte récente. Depuis 2011, on dénombre une centaine de 

publications traitant de ces cellules auxquelles ont largement contribué quelques 

équipes dont nous mentionnerons la majorité des travaux ci-après. L’introduction de 

ce travail a pour but de replacer le lecteur dans un contexte propice à la bonne 

compréhension du monde dans lequel évoluent ces Tfr. L’immunité humorale fera 

ainsi l’objet d’une première partie puisqu’elle est la cible de la fonction régulatrice des 

Tfr (I), cellules qui intriguent tant leur éminent rôle contraste avec leur nombre 

restreint, décrites dans une seconde partie (II). Une dernière partie traitera de 

l’implication de l’immunité humorale en pathologie et en thérapie, autant de situations 

dans lesquelles l’impact ou l’utilisation des Tfr n’ont que peu (ou pas) été évaluée (III).  

 

I. L’immunité humorale, objet du contrôle par les Tfr 

A. Principes de l’immunité humorale  

Le terme d’immunité humorale venait à l’origine du fait que l’on avait compris, dès la 

fin du 19ème siècle, que les éléments (les anticorps en l’occurrence) responsables de la 

protection contre divers pathogènes étaient contenus dans les fluides corporels alors 

appelés humeurs. Depuis leur découverte (1), le rôle des anticorps a été précisé (2) et a 

permis de resituer l’immunité humorale au sein de l’immunité adaptative (3). 

 

1. Découverte 

La première découverte fondamentale du fonctionnement humoral de l’immunité est 

attribuée à Emil Von Behring et Kitasato Shibasaburo qui, en 1890, ont réalisé 

l’observation suivante : l’injection de sérum d’animaux immunisés avec du tétanos 

atténué permettait de protéger les animaux receveurs quand ils étaient par la suite 

infectés avec du tétanos pathogénique. C’était la première preuve d’une protection 

spécifique passant par le sérum. Il a également été noté que cette protection était 

efficace sur des animaux déjà malades.  

Par la suite, le premier essai de sérothérapie a été conduit avec du sérum contre la 

diphtérie produit par administration du pathogène à des chevaux, et standardisé par 

Paul Ehrlich en 1893. Paul Ehrlich est en outre l’inventeur du terme anticorps.  Ces 

travaux valurent à Von Behring de devenir le premier récipiendaire du Prix Nobel de 

physiologie et de médecine en 1901.  
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2. Rôle des anticorps 

De nombreux rôles ont depuis été découverts et attribués aux anticorps (aussi appelés 

immunoglobulines (Ig)). Il est nécessaire – afin de comprendre lesdits rôles – de 

décrire la structure de ces molécules. Ces protéines, effectrices solubles de l’immunité 

humorale spécifique, comportent deux parties et sont formées de 4 chaînes 

polypeptidiques. Deux chaînes lourdes identiques et deux chaînes légères identiques. 

Les chaînes lourdes peuvent être de 5 types définissant les 5 classes 

d’immunoglobulines (IgD, IgM, IgA, IgE, IgG). Les chaînes légères peuvent être de 

deux types, lambda ou kappa. Une fois associées, les chaînes lourdes et légères 

présentent deux zones fonctionnelles comme présenté sur la Figure 1. 

 

Figure 1 : Structure des immunoglobulines, Kuby, Immunology 7th edition 

La partie Fab est formée de l’association entre chaîne lourde et chaîne légère. C’est la 

partie qui assure la fonction de reconnaissance spécifique de l’antigène, capable de 

reconnaître l’épitope (zone de l’antigène reconnue par l’anticorps) de façon native. 

Trois principales fonctions sont associées à cette partie Fab :  

- la neutralisation des toxines (bactériennes notamment) ; 

- l’inhibition de l’adhésion des bactéries aux surfaces cellulaires ;  

- le blocage de l’infection par les virus (en général en bloquant la fixation du virus 

à son récepteur).  

La diversité de la partie Fab est le produit de mécanismes de réarrangements 

somatiques entre différents gènes lors du développement lymphocytaire conduisant à 

une grande diversité de molécules capables de reconnaître une infinité d’antigènes 

(Alberts et al., 2002; Tonegawa, 1983).  
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La partie Fc, formée uniquement par les chaînes lourdes de l’immunoglobuline, donne 

la classe d’un anticorps aussi nommée isotype. Il existe ainsi 5 classes d’anticorps dont 

nous précisons ici pour certaines des fonctions effectrices. Citons par exemple et de 

manière non exhaustive les activités suivantes (Schroeder and Cavacini, 2010) :  

- les IgM, premières produites et généralement associées aux Fab ayant le moins 

d’affinité pour l’antigène (les raisons sont expliquées plus bas), sont capables 

d’activer la voie classique du complément. Elles se regroupent en pentamères 

permettant d’augmenter l’avidité pour l’antigène reconnu (Ehrenstein and 

Notley, 2010; Schroeder and Cavacini, 2010) ; 

- les IgA et leurs deux sous-classes assurent l’immunité des muqueuses 

(Schroeder and Cavacini, 2010). Dans la lumière du tube digestif par exemple, 

les IgA interagissent avec de nombreux antigènes intestinaux dont les aliments, 

le microbiote intestinal ou encore les antigènes du soi ; 

- les IgE sont importantes pour la réponse contre les infections parasitaires en 

général, et les helminthes en particulier. Elles sont aussi responsables des 

allergies par la dégranulation des mastocytes en se fixant sur les récepteurs FcεR 

exprimés par les mastocytes, basophiles et éosinophiles notamment (Galli and 

Tsai, 2012) ; 

- les IgG assurent quant à elles les fonctions de neutralisation (que ce soit des 

microorganismes ou les toxines), ainsi que la cytotoxicité cellulaire dépendante 

des anticorps (ADCC), aidées en cela par les cellules Natural Killer (NK). C’est 

la classe d’anticorps prédominante du sérum et elle présente 4 sous-classes aux 

multiples rôles (Vidarsson et al., 2014) ; 

- les IgD enfin ont une fonction pour l’instant non totalement élucidée (Edholm 

et al., 2011). 

 

3. L’immunité humorale, partie de l’immunité adaptative 

Le système immunitaire des vertébrés est doté de deux types de réponses : la réponse 

immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. L’immunité humorale 

s’inscrit dans l’immunité adaptative définie par deux principales caractéristiques que 

sont la spécificité et la mémoire. En effet, la réponse adaptative implique un ensemble 

d’éléments moléculaires et cellulaires capable de reconnaître spécifiquement des 

antigènes (généralement protéiques mais aussi lipidiques ou polysaccharidiques) 

composant les pathogènes et de les éliminer activement tout en étant capable des 
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mêmes procédés plus rapidement et plus efficacement lors d’un nouveau contact. En 

effet, lors d’une nouvelle entrée d’un pathogène dans l’organisme et grâce à des 

phénomènes de mémoire, le système immunitaire est capable de produire des 

anticorps plus affins encore et plus rapidement que lors de la première rencontre avec 

ce pathogène et cela même des années plus tard (Figure 2). C’est d’ailleurs le principe 

de la vaccination qui consiste en une première présentation du pathogène au système 

immunitaire afin de préparer ce dernier à une nouvelle entrée (non contrôlée cette fois-

ci) d’un pathogène. 

  

Figure 2 : Cinétique de la réponse anticorps, Kuby, Immunology 7th edition 

 

L’immunité humorale fait intervenir deux types de cellules de l’immunité adaptative.  

Les cellules B sont originaires de la moelle osseuse et peuvent au cours de leur 

maturation se différencier en plasmocytes (Pieper et al., 2013). Ce sont ces plasmocytes 

qui produiront par la suite les anticorps, médiateurs de l’immunité humorale. Avant 

une éventuelle maturation en plasmocyte, le lymphocyte B porte à sa surface les 

anticorps qu’il est capable de générer. Ils forment le B-Cell Receptor (ou BCR) capable 

de reconnaître les antigènes de la même façon que l’anticorps et par conséquent 

d’activer la cellule qui les porte. Les lymphocytes B subissent une maturation en deux 

temps. Le premier dans la moelle osseuse pour générer des lymphocytes B naïfs. Le 

second dans les organes lymphoïdes secondaires (OLS), après rencontre avec 

l’antigène. Ils peuvent alors augmenter leur affinité pour cet antigène (via des 

mutations aléatoires de leur récepteur) et proliférer de façon intense. Ils se dirigeront 

ensuite vers deux phénotypes possibles : les plasmocytes sécréteurs d’anticorps et les 

lymphocytes B mémoires capables de réagir plus rapidement lors d’un nouveau contact 
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avec le même antigène. Pour la plupart des mécanismes de la 2e partie de maturation, 

les lymphocytes B ont besoin de l’aide d’une population spécialisée de lymphocytes T.  

Les cellules T sont originaires du thymus (après une origine très précoce dans la 

moelle osseuse) (Santana and Esquivel-Guadarrama, 2006). Elles ne reconnaissent 

pas directement quant à elles les peptides dont elles sont spécifiques mais leur T-Cell 

Receptor (TCR) est spécifique du couple complexe majeur d’histocompatibilité -

peptide (CMH-peptide) exprimé à la surface de cellules présentatrices d’antigène 

(CPA) (comme les cellules dendritiques ou bien les cellules B). Deux grandes catégories 

de cellules T co-exstent à la sortie du thymus, les CD4+ et les CD8+. Ce sont les cellules 

CD4+ qui coopèrent avec les lymphocytes B et par cellules T nous considèrerons par la 

suite les lymphocytes T CD4+. Une fois sortie du thymus, la cellule T fonctionnelle est 

naïve et son phénotype ainsi que son spectre d’action vont se préciser en périphérie en 

fonction du contexte (notamment cytokinique) que la cellule va rencontrer. Les cellules 

T folliculaires helper (Tfh) sur lesquelles nous reviendrons sont des cellules 

spécialisées dans l’aide aux cellules B. Nous verrons plus tard dans cette introduction 

de quelle façon ces mécanismes de reconnaissance s’agencent entre eux pour produire 

une réponse humorale.  

 

B. Les différentes phases de la réponse humorale initiale 

Ces phases vont être abordées chronologiquement mais peuvent être synthétisées par 

le schéma apporté en Figure 3. 
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Figure 3 : Physiologie de la réponse humorale, d'après Roulland S., Trends in Immunol., 2008 

1. Les prémices : une organisation spatiale  

La réponse immunitaire a lieu dans des OLS (rate, ganglions lymphatiques et système 

immunitaire associé aux muqueuses notamment) organisés en différentes zones 

spécialisées dans la différenciation et maturation des acteurs de la réponse adaptative, 

les lymphocytes B et T. Dans chacune des zones, les cellules rencontrent des antigènes 

mais d’une façon différente. Comme nous l’avons vu, le lymphocyte B reconnaît 

directement l’antigène qui lui arrive soit par diffusion, soit présenté par d’autres types 

cellulaires présents dans la zone B de l’OLS (macrophages ou cellules folliculaires 

dendritiques (CFD) par exemple (Batista and Harwood, 2009)). Le lymphocyte T 

quant à lui reconnaît indirectement les peptides de l’antigène, antigène qui aura 

préalablement été endocyté par une cellule dendritique, découpé en peptides et 

présenté à la surface de ces dernières porté par une molécule de CMH.  

La plupart des réponses humorales nécessitent la rencontre d’un lymphocyte B et d’un 

lymphocyte T de même spécificité pour une pleine efficacité (Crotty, 2015). Il existe 
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néanmoins certaines réponses dites T indépendantes (Lanzavecchia and Sallusto, 

2007) pour lesquelles l’activation des cellules B et leur efficacité ne nécessite pas l’aide 

d’une cellule T. Il en est ainsi des réactions immunitaires contre les antigènes de nature 

non protéique par exemple.  

 

Il faut toutefois remarquer que la probabilité de rencontre d’un lymphocyte B (estimée 

chez les B naïfs à 1/10 000 à 1/1 000 000) et d’un T naïf (estimée chez les T naïfs de 

1/10 000 à 1/100 000 000) spécifiques du même antigène est très faible sans aide 

extérieure. L’organisation anatomique du système immunitaire résout ce problème en 

centralisant dans les OLS les antigènes captés par les CPA et en permettant aux cellules 

B et T de patrouiller constamment dans l’organisme à la rencontre de ces CPA. Les 

cellules B se trouvent dans des follicules, dans le cortex externe des ganglions et les 

cellules T dans le paracortex, entre ces follicules. Dans la rate, on trouve une 

compartimentation similaire avec à nouveau zones B et zones T séparées mais ayant 

une frontière commune.  Un schéma de coupe ganglionnaire est présenté sur la Figure 

4. 

 

Figure 4 : Schéma de coupe ganglionnaire, Kuby, Immunology 7th edition 

 

Bien qu’ayant des zones réservées dans les OLS, les cellules B et T sont capables de 

circuler dans l’organisme. La migration vers les OLS et plus précisément vers les zones 

B dans lesquelles les cellules vont résider est le fait d’un gradient de chimiokines, 

cytokines chimiotactiques qui contrôlent le mouvement des cellules portant le 

récepteur leur étant spécifique. Ainsi les cellules B porteuses du CXCR5 vont migrer 

suivant le gradient de CXCL13, le ligand de ce récepteur, produit par les CFD dans les 

zones B des OLS (Stein and Nombela-Arrieta, 2005). Au cours de leur circulation entre 

les différents ganglions, lorsqu’un lymphocyte B naïf mature (maturité acquise dans la 

moelle osseuse) entre dans l’OLS, il rejoint un follicule primaire à la recherche de 
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l’antigène dont ses BCR sont spécifiques (Batista et al., 2001). A la rencontre de cet 

antigène, le lymphocyte B le capture et, comme la cellule dendritique, le dégrade puis 

en présente des peptides sur des molécules de CMH de classe II qu’il exprime à sa 

surface. En parallèle, il migre à la frontière avec la zone T en région inter-folliculaire et 

prolifère suite aux interactions longues avec un lymphocyte T spécifique du complexe 

CMH-peptide exprimé par le lymphocyte B. Les lymphocytes B naïfs émigrants de la 

moelle osseuse portent des BCR de très grande variété (un même BCR par cellule B) 

générés par des processus de recombinaison génétique. Ces phénomènes permettent 

d’obtenir une diversité très largement supérieure à celle du nombre de gènes codant 

pour le BCR.  

 

2. La rencontre du pathogène et du lymphocyte B, et plus si affinité 

Nous avons vu que les lymphocytes B étaient capables de reconnaître des agents issus 

de pathogènes ou toxines et que cette reconnaissance avait lieu dans les OLS, avec pour 

résultante la sécrétion d’anticorps. Cependant, la reconnaissance n’implique pas 

nécessairement la transformation du lymphocyte B en plasmocyte. En effet, il est admis 

que sur le pool de B qui répond à l’antigène, ceux qui deviennent des plasmablastes 

seraient ceux avec la meilleure affinité pour cet antigène (Paus et al., 2006). Des souris 

aux BCR transgéniques avec des B naïfs de haute affinité pour l’antigène perdent en 

effet leur capacité à former des centres germinatifs et ne développent ni B mémoires ni 

plasmocytes à longue durée de vie (O’Connor et al., 2006).  

 

Se pose alors ici une question concernant non seulement cette première rencontre avec 

l’antigène mais également les suivantes dont nous discutons plus loin dans cette 

introduction. L’affinité moyenne de l’ensemble des lymphocytes B impliqués dans le 

processus est en effet en constante augmentation tout au long de la réponse humorale. 

D’aucuns se sont demandés ce qui causait cette augmentation d’affinité des cellules B 

du centre germinatif. Deux hypothèses s’affrontent et sont synthétisées en Figure 5 :  

Hypothèse 1 : l’antigène comme facteur limitant 

Une des compétitions peut être celle pour l’accès à l’antigène présent sur la surface des 

CFD. Les cellules avec la meilleure affinité communiqueraient leur présence à celles de 

basse affinité en consommant tout l’antigène, bloquant ainsi l’accès aux sites sur les 

CFD. En cas de basse affinité, le signal BCR est insuffisant pour permettre aux cellules 

de résister à l’apoptose. Les cellules T présentes dans le follicule auprès des cellules B 
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pourraient jouer un rôle accessoire en fournissant un signal à toutes les cellules ou un 

signal de différenciation aux cellules « sélectionnées par l’antigène » (Manser, 2004).  

Hypothèse 2 : le T comme facteur limitant  

Dans une alternative à ce modèle, les T sont le facteur limitant. Le BCR capture,  

internalise puis apprête les peptides des antigènes présentés par les CFD en fonction 

de l’affinité qu’ils ont pour ces derniers (Batista et al., 2001). Le signal émis suite à la 

liaison du BCR à l’antigène serait suffisant pour assurer la survie des cellules B. 

Cependant seules les cellules B présentant une quantité suffisante de complexe CMH-

peptide à leur surface recevraient de l’aide des cellules T spécifiques de ce complexe, 

en nombre limité à proximité. Ce qui arriverait avec les B qui ont la meilleure affinité 

(Tarlinton, 2008).  

 

 

Figure 5 : Compétitions dans le centre germinatif, Victora GD., Annu Rev Immunol., 2012 

 

Précisons enfin que certains lymphocytes B activés par l’antigène n’attendent par leur 

coopération avec le lymphocyte T et se différencient directement en plasmablastes de 

courte durée de vie sécrétant des anticorps de basse affinité pour contrer rapidement 

le pathogène. Ces anticorps sécrétés sont de classe IgM. 
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3. De la rencontre de l’antigène à la production d’anticorps, une 

séquence régulée  

La génération d’anticorps de haute affinité est dépendante de la rencontre d’un 

lymphocyte B et d’un lymphocyte T de même spécificité. La chronologie de cette 

rencontre est désormais connue très précisément et a été schématisée par plusieurs 

équipes. Ainsi, on connait l’exacte séquence d’activation respective des B et des T puis 

leur différenciation et leur avenir commun.  

 

a. Une première étape à distance 

Les cellules T en charge de l’aide aux lymphocytes B sont les cellules Tfh et leur 

description fera l’objet de la partie C de cette section. Au moment de sa rencontre avec 

l’antigène, le Tfh est une cellule T naïve. Une fois le contact établi avec la cellule 

dendritique qui lui présentera l’antigène, si les conditions sont réunies, le T naïf se 

différencie en Tfh puis se dirige à la bordure B-T de l’OLS par modulation de son 

expression de récepteurs de chimiokines. Le lymphocyte B quant à lui se voit présenté 

l’antigène comme évoqué précédemment et se localise aussi à la bordure B-T. Nos deux 

cellules sont prêtes à se rencontrer.  

 

b. Première rencontre, lieu neutre 

L’interaction B-T a donc lieu à la bordure entre follicules B et zones T après que le B a 

été activé dans les follicules et les lymphocytes T dans la zone T par une cellule 

dendritique. Le lymphocyte B a capté l’antigène qui lui a été présenté. La 

reconnaissance de cet antigène avant sa capture lui a permis de s’activer, d’endocyter 

l’antigène et d’en apprêter des peptides. Il l’a enfin présenté à sa surface sur les 

molécules de CMH de classe II. Pendant leur interaction, les lymphocytes B présentent 

donc l’antigène aux lymphocytes T et reçoivent des signaux en retour, précisés 

quelques paragraphes ci-après. La relocalisation des B et des T à la frontière entre deux 

microenvironnements adjacents est en grande partie nécessaire au fonctionnement du 

système. Elle est due à l’augmentation de l’expression d’une part de CCR7 par les 

lymphocytes B, récepteur des chimiokines CCL21 et CCL19 produites dans la zone T 

(Reif et al., 2002) et d’autre part à celle de l’expression du récepteur CXCR5 par les 

lymphocytes T, récepteur pour la chimiokine  CXCL13 de la zone B. 
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La rencontre a lieu au premier jour après l’entrée de l’antigène dans l’organisme. Les 

lymphocytes T sont arrivés légèrement avant les B (Kerfoot et al., 2011). A ce moment, 

les deux types cellulaires augmentent leur expression du répresseur Bcl6 (sous l’effet 

des rencontres respectives de l’antigène), facteur de transcription central à la fois pour 

les Tfh et les B. A nouveau, cette augmentation de Bcl-6 intervient légèrement plus tôt 

chez les Tfh que chez les B, détectable seulement à 2 jours (J2) après l’immunisation. 

A J3, les Tfh se sont engouffrés dans le follicule. Les précurseurs du centre germinatif 

pénètrent également au centre de ce follicule et forment le centre germinatif précoce, 

un jour plus tard. Nous sommes au 4e jour (J4) jour après l’entrée de l’antigène.  

 

c. Création du centre germinatif et de ses zones  

La chorégraphie savamment orchestrée des cellules B et T dans les centres germinatifs 

est illustrée en Figure 6. Les centres germinatifs précoces sont décelables en histologie 

et sont essentiellement enrichis en CFD à J4 après immunisation. Les B activés et 

recrutés deviennent centroblastes (cellules B en intense prolifération dans le centre 

germinatif) et peuplent le réseau de CFD au centre du follicule. Pendant ce processus, 

les lymphocytes B activés par leur reconnaissance de l’antigène, dans leur prolifération, 

repoussent les lymphocytes B naïfs (caractérisés par le phénotype 

CD19+B220+IgM+IgD+), peuplant les follicules et n’ayant pas rencontré l’antigène pour 

lequel leurs BCR sont spécifiques. Cette étape résulte en la formation d’un manteau de 

cellules B naïves autour du centre germinatif. A J5-6, le centre germinatif augmente de 

taille du fait de la prolifération rapide des centroblastes jusque J7, délai à partir duquel 

les GC sont complètement mis en place et polarisés en deux zones (Nieuwenhuis and 

Opstelten, 1984).  

- une zone sombre dans laquelle d’intenses proliférations ont lieu ainsi que des 

hypermutations somatiques (voir section suivante). Les lymphocytes B de cette 

zone sont les centroblastes ; 

- une zone claire dans laquelle on trouve un réseau de CFD avec l’antigène 

(Mandel et al., 1980). Les Tfh se trouvent dans cette zone et aident à la sélection 

des lymphocytes B les plus affins pour l’antigène. Les lymphocytes B de cette 

zone sont les centrocytes. 

Il existe une navette entre les deux compartiments, avec une relation de progéniteur à 

produit (MacLennan, 1994). La polarisation des B dans les deux zones du centre 

germinatif est due à deux couples de chimiokines/récepteurs : CXCL13/CXCR5 et 
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CXCL12/CXCR4 pour la zone claire et la zone sombre du centre germinatif 

respectivement (Allen et al., 2004). Les raisons de cette navette sont étudiées dans le 

paragraphe suivant.  

 

 

Figure 6 : Chronologie de la formation des centres germinatifs, De Silva N., Nat Rev Immunol, 2012. 

 

4. Mutations hypersomatiques, commutation de classe, survie : les 

deux facettes du centre germinatif  

Le centre germinatif à ses débuts est constitué d’une population de cellules B 

oligoclonale. Quelques cellules, celles avec les BCR les plus affins pour l’antigène (en 

dehors des plasmablastes rapidement générés et déjà décrits), le forment et 

commencent à proliférer. Petit à petit, la diversité dans le centre germinatif se réduit 

pour arriver à environ 1 à 3 clones par centre germinatif mature (1993).  

 

a. Processus génétiques dans les deux zones  

Ces clones seront ensuite les chefs de file des lymphocytes B puisqu’à cette étape 

intervient la maturation d’affinité incluse dans un processus de ré-entrée cyclique. Il y 
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a en effet à ce moment-là un circuit entre la zone sombre du centre germinatif dans 

laquelle sont assurées la prolifération et les hypermutations somatiques (De Silva and 

Klein, 2015) et la zone claire en présence de Tfh et de CFD dans laquelle les cellules 

suffisamment affines pour l’antigène pourront recevoir des signaux de survie et se 

différencier (Figure 7). Dans la zone sombre ont lieu des hypermutations qui 

permettent à partir d’un clone B et grâce au fonctionnement de l’enzyme activation-

induced cytidine déaminase (AID) (découverte en 1999 (Muramatsu et al., 1999)) de 

réaliser des remaniements dans les gènes codant pour le BCR afin d’obtenir une 

meilleure affinité pour l’antigène (Rajewsky et al., 1987). Le processus 

d’hypermutation somatique (car se produisant en dehors des gamètes) n’intervient 

qu’après le contact avec l’antigène et affecte les régions variables des chaînes lourdes 

et légères de l’anticorps. Ce processus nécessite l’interaction des B et des T via le couple 

CD40-CD40L. 

 

 

 

Figure 7 : Dynamique du centre germinatif, Da Silva N., Nat Rev Immunol., 2012 

 

La commutation de classe des gènes des Ig (Cory et al., 1981)  a quant à elle lieu dans 

la zone claire lors du contact entre centrocytes et Tfh en fonction des signaux envoyés 

par ceux-ci. Le signal CD40-CD40L est à nouveau très important dans ce processus. 

Comme l’hypermutation somatique, la commutation isotypique est orchestrée par 

AID. Il est à noter que la commutation IgM ou IgD, les classes initialement portées par 
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les BCR des lymphocytes B naïfs, qui proviennent du même transcrit, se fait au niveau 

de l’ARN alors que le choix d’IgM vers une autre classe d’anticorps (IgA, IgE, IgG) se 

fait au niveau de l’ADN.   

 

b. Survie et différenciation 

Dans la zone sombre du centre germinatif, la plupart du temps, les mutations induites 

aboutissent à une réduction de l’affinité du BCR pour l’antigène et seule une infime 

quantité génère un BCR de plus haute affinité. La transition de centroblaste à 

centrocyte est accompagnée par un arrêt du cycle et la migration vers la zone claire : à 

nouveau un endroit de décision. Le BCR est rééxprimé et son expression contrôlée par 

les Tfh et les CFD (Vinuesa et al., 2005). En fonction de l’affinité du nouveau BCR, les 

centrocytes : 

- entrent une nouvelle fois dans un cycle d’hypermutations somatiques en tant 

que centroblastes en cas d’affinité inchangée ; 

- sont éliminés par apoptose en cas d’affinité diminuée ; 

- subissent une commutation de classe pour compléter leur maturation en cas de 

haute affinité  

Nous sommes dans un système dangereux pour le lymphocyte B qui n’a que peu d’alliés 

à cette étape dans le ganglion. La CFD produit le facteur de survie BAFF mais en 

quantité insuffisante. Le Tfh exprime Fas L, le ligand de Fas. Ce récepteur de mort 

exprimé en grande quantité sur le lymphocyte B (Yoshino et al., 1994) conduit la cellule 

à l’apoptose au moment du contact avec son ligand si des signaux contraires ne sont 

pas émis. Si le BCR est suffisamment affin, l’induction de Bcl2 (une molécule 

antiapoptotique) engendrée surpassera les signaux de mort. Dans le cas contraire, 

l’induction de BIM surajoutée aux autres phénomènes décrits induira l’apoptose (voie 

par défaut pour les lymphocytes B du centre germinatif) (Liu et al., 1989).  

 

Les B matures, commutés et hypermutés, avec une bonne affinité et donc une 

augmentation de l’expression de Bcl2, sortent du centre germinatif  

- soit comme cellules B mémoires commutées avec des IgG, A ou E ; 

- soit après une grande expansion et une différenciation supplémentaire en 

plasmocytes à courte durée de vie, capables de sécréter des IgG, IgA, IgE. Une 

fraction de ces plasmocytes re-circulent dans des niches de la moelle osseuse et 

deviennent mémoires (McHeyzer-Williams et al., 2006) ; 
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Les B mémoires re-circulent dans les organes périphériques lymphoïdes et sont des 

régulateurs de la mémoire à long terme en cas de nouvelle présence de l’antigène. Dans 

cette situation, les B mémoires très affins et déjà commutés sont réactivés de façon 

spécifique par les T activés eux aussi par l’antigène, et subissent de nouveaux cycles de 

mutations somatiques pour certains d’entre eux afin d’obtenir une affinité encore 

meilleure, ou deviennent à leur tour plasmocytes à courte durée de vie pour agir dans 

un délai court contre le pathogène et/ou ses toxines.  

 

5. Le contact B – T et les trois signaux  

Les lymphocytes B font partie des rares cellules présentatrices d’antigènes dites 

professionnelles : cellules capables d’exprimer le CMH de classe II et par conséquent 

de présenter des peptides et d’interagir avec les cellules T CD4+ via leur TCR. Les 

lymphocytes B expriment également des facteurs de co-stimulation et des cytokines 

permettant ces échanges B – T.  

A la suite du premier signal d’activation des cellules T et B alors dans leurs zones 

respectives, lors de la première rencontre avec l’antigène, et des circulations des B et 

des T, d’abord à la bordure entre la zone B et la zone T puis dans le follicule, deux autres 

signaux vont contribuer de façon critique au processus de différenciation des B en 

cellules productrices d’anticorps.  

 

a. Premier signal 

Le premier signal d’activation des B provient de la reconnaissance de l’antigène via le 

BCR. Il n’y a pas de signalisation directe via ce BCR mais une signalisation passant par 

les motifs ITAM des deux corécepteurs du BCR Igα et Igβ. Ces derniers vont induire 

après phosphorylation une cascade de signalisation impliquant d’autres molécules, et 

notamment des kinases (Woyach et al., 2012). Cela augmente alors la capacité de 

collaboration des B avec les Tfh et la stimulation de ces mêmes Tfh.  Il y a en effet une 

augmentation des molécules B7 (CD80/86), une augmentation de la présentation via 

une augmentation de l’expression du CMH de classe II, ainsi qu’une augmentation de 

l’expression de récepteurs de cytokines. Ces préalables rendent possible le deuxième 

signal. 
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b. Deuxième signal 

Le contact du TCR avec le CMH de classe II de la cellule B portant le peptide dont le T 

CD4 est spécifique, ainsi que la co-stimulation par la liaison CD80/86 (sur le 

lymphocyte B) et CD28 (sur le lymphocyte T), vont provoquer l’augmentation de 

l’expression des marqueurs de co-stimulation CD40L et ICOS. La liaison CD40-CD40L 

notamment va impliquer survie et prolifération des lymphocytes B.  

 

c. Troisième signal  

Le troisième signal, enfin, est un signal cytokinique. Les lymphocytes B qui à la 

rencontre de l’antigène ont augmenté l’expression des récepteurs de cytokines vont 

pouvoir recevoir les signaux émis par les lymphocytes Tfh, notamment l’IL-4 et l’IL-21.  

 

L’aide des cellules T aux cellules B revêt plusieurs formes dont un aperçu est donné 

dans la Figure 8. On voit notamment que le T est nécessaire à la survie, la prolifération, 

la différenciation des B en plasmocytes, l’adhésion ou encore la commutation de classe 

des cellules B. Il est  à noter que seules quelques molécules impliquées dans chaque 

processus sont indiquées sur ce schéma car chaque action nécessite la coordination 

d’un grand nombre de facteurs.  

 

Figure 8 : Fonctions d'aide apportées par les Tfh aux B, Crotty S., Nat Rev Immunol., 2012 
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C. Les T folliculaires helpers (Tfh) 

1. Découverte de l’implication des cellules T dans la réponse humorale 

La réponse B – T dépendante nécessite l’intervention des cellules T pour aboutir : une 

protéine purifiée injectée n’induit pas de manière générale d’anticorps spécifiques. On 

peut tout d’abord d’un point de vue finaliste se demander pourquoi la réponse B 

dépend d’une réponse T dans la majorité des cas. Une des explications à cela est que 

les répertoires BCR et TCR, générés de manière aléatoire par des réarrangements des 

segments génétiques V(D)J, subissent respectivement des mécanismes de sélection 

afin de limiter leur activation en réponse à des antigènes du soi. Cependant, certains 

clones auto-réactifs dans chaque catégorie de cellules persistent malgré ces 

phénomènes de sélection et le fait de devoir combiner une cellule B et une cellule de T 

de même spécificité lors d’une stimulation pour obtenir une réponse humorale 

permettrait de minimiser les risques d’une activation auto-immune du système.  

 

Bien loin de ces considérations relatives à la question de la tolérance, les premières 

évidences de la nécessité de cellules T aidant les B (ce qui d’ailleurs leur a donné leur 

nom de T helper cells) viennent de la fin des années 1960 avec des articles de Miller et 

Mitchell. Grâce à des expériences de transferts cellulaires, ils ont montré que ni les 

cellules issues du thymus seules ni de celles de la moelle osseuse seules n’étaient 

suffisantes pour le développement de réponses anticorps. Mais le co-transfert de 

cellules issues de ces deux organes induit en revanche une bonne réponse anticorps 

(Miller and Mitchell, 1968; Mitchell and Miller, 1968). De nombreuses expériences 

confirmèrent par la suite la nécessité dans la plupart des cas de cellules issues du 

thymus pour l’activation des cellules productrices d’anticorps (Raff, 1970). 

 

2. Découverte des Tfh en tant que sous-population 

Une catégorisation trop large des cellules a néanmoins conduit à un certain retard dans 

la compréhension et la découverte des Tfh. A la découverte de l’IL-4 en 1982 (Howard 

et al., 1982) comme cytokine principale de l’aide aux cellules B et en combinaison avec 

la catégorisation naissante des cellules T en Th1 et Th2 (Mosmann et al., 1986), il a été 

conclu que seules les Th2 exprimaient l’IL-4 et donc que le rôle de ces cellules Th2 était 
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d’aider les B. L’article initial était certes plus fin mais la simple interprétation que les 

Th2 étaient les auxilliaires des B est devenue l’interprétation standard.  

 

Certains articles montraient néanmoins que la délétion des gènes Th2 n’aboutissait pas 

à la délétion des centres germinatifs in vivo (Grusby, 1997; Kopf et al., 1995). La 

délétion de l’IL-4 elle-même n’aboutissant pas à l’altération de la réponse IgG suite à 

une immunisation, mais seulement à la perte d’IgE et d’IgG1 (Kopf et al., 1995). Ces 

résultats qui montrent que l’IL-4 contribue uniquement à la recombinaison en IgE 

mais que beaucoup d’autres aspects de l’aide B-T dépendent d’autres molécules.  

 

Finalement, l’apparition de nouvelles catégories de cellules comme les Treg puis la 

découverte de leur facteur de transcription Foxp3 (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 

2003; Sakaguchi et al., 1995), ainsi que les lymphocytes Th17 en 2005 (Harrington et 

al., 2005; Langrish et al., 2005; Park et al., 2005) ont fait voler en éclat ce monde 

bipolaire et clos la guerre froide Th1/Th2.  

 

Un premier pas pour les Tfh fut franchi en 2000 (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 

2000) avant que leur importance ne soit reconnue avec une montée en puissance des 

publications relatives à cette population (Chtanova et al., 2004; Fazilleau et al., 2007; 

Vinuesa et al., 2005). La découverte du facteur de transcription Bcl6 comme élément 

central de programmation de ces cellules a achevé de convaincre la communauté, avec 

des expériences montrant la nécessité de l’expression de ce Bcl6 par les cellules CD4 

afin d’obtenir des anticorps commutés  (Johnston et al., 2009; Nurieva et al., 2009; Yu 

et al., 2009).  

 

3. Développement des Tfh 

La différenciation d’un lymphocyte CD4 naïf en cellule Tfh est un processus multi-

étapes. Bien que nécessaire, le contact et l’engagement (ou priming) par une cellule 

dendritique (Goenka et al., 2011) ne sont pas à eux seuls suffisants. Le premier signal 

indépendant du futur Tfh est l’IL-6 qui, par des cascade de signalisation, permet 

l’expression de Bcl6 par les T CD4 nouvellement activés (Nurieva et al., 2009). Après 

plusieurs divisions, l’apparition de CXCR5 (qui nécessite l’expression de Bcl6) permet 

la migration d’un pré-Tfh près de la zone B dans le ganglion et sa différenciation en 

cellule Tfh. Les signaux cytokiniques impliqués sont l’IL-6, ICOS, IL-2 et le TCR (Tubo 
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et al., 2013). Il a été montré que la différenciation en Tfh dépendait de la force de la 

liaison avec le complexe CMH-peptide (Fazilleau et al., 2009). L’absence de 

signalisation de l’IL-6 empêche de se diriger vers le programme Tfh (Choi et al., 2013a). 

On relèvera également l’importance d’autres molécules comme ICOS qui sera abordé 

plus bas (Choi et al., 2011).  

 

Par la suite, la différenciation et la survie des Tfh sont très liées à la présence de cellules 

B avec lesquelles elles co-localisent et qui sont d’ailleurs leurs principaux stimulants 

au cours de la réponse immunitaire, du fait de la mort des cellules dendritiques 

quelques jours après une stimulation antigénique. Les B sont en fait très efficaces pour 

la co-stimulation en tant que CPA et une grande source d’ICOS-L (Choi et al., 2013b; 

Haynes et al., 2007; Liu et al., 2015) mais également pour certaines sous-populations 

de B d’IL-6 (Chavele et al., 2015). Très récemment, il a été montré que l’affinité de la 

cellule B pour l’antigène qu’elle rencontrait jouait également un rôle dans cette étape 

de la différenciation des Tfh : plus l’affinité du BCR était forte pour l’antigène en 

question et moins cette cellule avait tendance à exprimer la molécule ICOS-L 

notamment, limitant ainsi l’activation finale des lymphocytes Tfh (Sacquin et al., 

2017).  

 

L’IL-2 quant à elle a montré ses effets négatifs sur la génération et le développement 

des Tfh. Ces cellules n’expriment en effet pas l’ensemble des trois récepteurs de l’IL-2 

(absence du CD25) et répondent négativement à une stimulation par cette molécule, 

ce qui ne fait que renforcer le potentiel de cette dernière dans son utilisation à faible 

dose dans les maladies auto-immunes notamment celles dont les mécanismes 

physiopathologiques mettent en jeu la production d’auto-anticorps (Ballesteros-Tato 

et al., 2012; Klatzmann and Abbas, 2015). On peut également citer la molécule 

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4  (CTLA-4) parmi les régulateurs négatifs de la 

différenciation de cellules T naïves en Tfh (Wang et al., 2015).  

 

Il est à noter qu’une fois entré dans le centre germinatif, le Tfh est assez libre et peut 

en ressortir puis entrer dans d’autres centres germinatifs en modulant les différentes 

molécules qu’il exprime (Shulman et al., 2013). 
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Un schéma présenté en Figure 9 retrace les signaux importants dans la différenciation 

des Tfh.  

 

Figure 9 : Signaux de différenciation des Tfh, Varricchi G, Allergy, 2016 

 

4. Molécules importantes dans la fonction des Tfh 

a. B-cell lymphoma 6 (Bcl6) 

Ce facteur de transcription, nécessaire à la différenciation de cellules T en Tfh ainsi 

qu’à la réaction du centre germinatif (Nurieva et al., 2009), suscite actuellement des 

études approfondies après une longue période d’incertitudes. En effet, l’expression de 

cette molécule ne se limite pas à la seule population Tfh. Les centroblastes et plus 

généralement les B du centre germinatif l’expriment elles aussi (Basso and Dalla-

Favera, 2012), tout comme les macrophages dans lesquels elle joue un rôle de contrôle 

de l’activation via le TLR4 (Barish et al., 2010). Il est ainsi rendu plus complexe de 

comprendre le réseau de Bcl6 et son rôle spécifique dans la formation des Tfh. Jusque 

récemment, on ne connaissait que peu de gènes régulés par Bcl6, au titre desquels on 

trouvait notamment Prdm1 (Tunyaplin et al., 2004), gène codant pour la protéine B 

lymphocyte-induced maturation protein-1 (Blimp-1) et dont nous parlerons dans la 

section consacrée aux Tfr. Toutefois, d’importantes avancées ont été réalisées grâce à 

des études génomiques si bien que le voile commence à être levé sur les partenaires et 

modes de fonctionnement de cette molécule fondamentale à la réponse immunitaire 
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humorale. Les travaux de Shane Crotty (Hatzi et al., 2015) chez l’humain en 2015 

révèlent notamment que peu de loci permettent la fixation de Bcl6 directement, en 

comparaison avec le grand nombre de partenaires de Bcl6 adaptés à la fixation des 

molécules AP-1 via des motifs ADN correspondant, permettant un contrôle indirect 

par Bcl6.  

 

Plus récemment, une autre équipe fait état de résultats différents chez la souris, ne 

trouvant pas d’enrichissement de sites de liaison à AP-1 chez les partenaires de Bcl6. 

Ces travaux soulèvent quant à eux une suppression d’IL-7R et de STAT5 sous le 

contrôle de Bcl6, ainsi qu’un blocage de l’activation de STAT5 via l’IL-2 passant par 

une augmentation de l’expression de la molécule Mxd4. En montrant que les sites de 

liaison respectifs de Bcl6 et STAT5 étaient en partie commun, ils achèvent la 

démonstration d’une double voie de différenciation contrôlée par Bcl6 vers le 

phénotype Tfh et par STAT5 et IL-7R pour les non-Tfh (Liu et al., 2016). Enfin, une 

étude récente affirme que l’expression de la molécule PD-1, caractéristique des Tfh, est 

sous le contrôle de Bcl6 (Xie et al., 2017). 

 

b. Couple CD40-CD40L 

CD40L est le seul ligand connu de CD40 exprimé à la surface des lymphocytes B. Le 

simple blocage de l’interaction CD40/CD40L entraine la disparition des centres 

germinatifs déjà formés (Casamayor-Palleja et al., 1996) et plus largement de 

l’immunité humorale (Banchereau et al., 1994).  

In vivo, la liaison CD40/CD40L a été montrée comme étant essentielle dans la 

formation du centre germinatif, la commutation de classe et la maturation d’affinité. 

La signalisation via ce couple de molécules est également reconnue comme étant  

indispensable pour la génération de cellules B mémoires et de plasmocytes à longue 

durée de vie (Foy et al., 1994a, 1994b). 

 

c. Programmed Death-1 (PD-1) 

La molécule PD-1 est fortement exprimée par les Tfh sous le contrôle de Bcl6 (Xie et 

al., 2017) et est d’ailleurs une molécule permettant de caractériser cette population. 

Cette présence semble indiquer que la molécule PD-1 pourrait être importante dans le 

contrôle de l’activité des cellules B. La suppression de la voie PD-1 par une ablation du 

gène codant cette molécule mène à la réduction des plasmocytes de longue durée de 
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vie, altérant par là même la réponse anticorps (Good-Jacobson et al., 2010). Une autre 

étude à récemment montré que les souris déficientes en PD-1 avaient des quantités 

significativement augmentées de Tfh et une production altérée d’IgA dans les intestins, 

provoquant des changements importants dans la flore commensale (Kawamoto et al., 

2012). D’autres travaux, enfin, ont montré que malgré un nombre accru de Tfh dans 

les souris déficientes, la production d’IL-4 et d’IL-21 étaient pour leur part diminuées 

(Good-Jacobson et al., 2010; Kinter et al., 2008) 

 

d. Signaling lymphocytic activation molecule Associated Protein 

(SAP) 

SAP est impliquée dans la stabilité de la réaction entre Tfh et lymphocytes B au sein du 

centre germinatif. Les souris déficientes en SAP ont présenté des défauts de 

prolifération de cellules B et de formation des centres germinatifs à la suite d’une 

immunisation. Il en résulte un défaut de plasmocytes producteurs d’anticorps et de 

lymphocytes B mémoires. Ces observations rappellent la nécessité d’un contact durable 

entre le B et le Tfh pour une activation des lymphocytes B (Cannons et al., 2006; Hron 

et al., 2004; McCausland et al., 2007) et certains auteurs se penchent sur l’intérêt de 

de cette stabilité dans l’amélioration des stratégies vaccinales (Hu et al., 2013). 

 

e. CXCR5 

Ce récepteur de chimiokine est essentiel sur les cellules Tfh. Il migre positivement en 

réponse au gradient de CXCL13 émis par les CFD dans les follicules B des ganglions et 

s’en approche jusqu’à l’atteindre de sorte que le Tfh peut atteindre sa zone d’action par 

chimiotactisme. La nécessité de ce récepteur a récemment été mise en évidence par 

l’incapacité de souris n’exprimant pas CXCR5 dans ses cellules T à produire des 

anticorps pathogènes en réponse à une stimulation dans un modèle de polyarthrite 

rhumatoïde (Moschovakis et al., 2017). 

 

f. Inducible costimulator (ICOS) 

ICOS est surtout important dans la différenciation des Tfh ainsi que leur migration et 

le maintien du phénotype Tfh (Weber et al., 2015) plus que pour leur fonction (Choi et 

al., 2011; Nurieva et al., 2008; Stone et al., 2015). 
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g. IL-21 

L’IL-21 est une cytokine initialement identifiée comme aidant à la prolifération des B 

(Parrish-Novak et al., 2002). Les souris déficientes en récepteurs à l’IL-4 et l’IL-21 

présentaient des défauts de production d’anticorps, de commutation de classe et de 

centres germinatifs, ce qui montrait l’importance de cette signalisation (Ozaki et al., 

2002). Cette cytokine, importante dans la fonction des Tfh envers les B, est également 

essentielle pour la différenciation en Tfh (Nurieva et al., 2008) depuis le lymphocyte T 

naïf, et l’interaction ICOS-ICOSL entre Tfh et lymphocyte B stimule la production 

d’IL21 par le Tfh, permettant d’entretenir la différenciation et le phénotype (Bauquet 

et al., 2009). 

Il a enfin été montré récemment que l’IL-21 permettait de favoriser les Tfh plutôt que 

les Tfr au cours d’une réponse antigénique, renforçant ainsi la réponse humorale 

(Jandl et al., 2017). 

Toutes ces molécules connues pour être importantes dans le développement ou la 

fonction des Tfh ont aidé à comprendre leurs mécanismes d’action.   

 

5. Fonctionnement des Tfh 

Les Tfh, nous l’avons vu, interviennent dans l’aide aux lymphocytes B pour la 

commutation de classe, les hypermutations somatiques et la différenciation en 

plasmocytes ou lymphocytes B mémoires à longue durée de vie. D’un point de vue 

cytokinique et pour la commutation de classe, on remarquera que la cytokine IL-4 est 

requise pour la commutation en IgE et IgG1. En effet, son absence n’impacte pas la 

formation d’IgG en général. Les IgG2a sont dépendantes d’IFNγ et la production d’IgA 

et d’IgG2b du TGFβ. De nombreuses publications font état de la nécessité 

d’environnements cytokiniques particuliers pour l’obtention de telle ou telle classe 

d’anticorps (Matthews et al., 2014; McHeyzer-Williams and McHeyzer-Williams, 

2005). 

6. Spécificité des Tfh 

La vaccination d’un organisme ou son immunisation avec un antigène permet en 

théorie d’obtenir des anticorps dirigés contre cet antigène. La cellule B, pour pouvoir 

produire ces anticorps spécifiques, doit être aidée par un Tfh reconnaissant le même 

antigène (bien que différemment). Par conséquent les Tfh devraient en toute logique 

être spécifiques de l’antigène utilisé pour une immunisation.  
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Des travaux ont confirmé ces hypothèses notamment en montrant dans des modèles 

de souris transgéniques que le recrutement des Tfh dans les centres germinatifs était 

principalement contrôlé par la spécificité (pour l’antigène immunisant). Ces résultats 

ont été confortés par l’analyse de souris non transgéniques et l’usage de tétramères. Il 

s’agit de molécules de CMH de classe II couplées au peptide dont les Tfh sont censés 

être spécifiques et à un fluorochrome fréquemment. Cette méthode permet d’évaluer 

la quantité de T en général (et ici de Tfh en particulier) capables de reconnaître un 

antigène (Maceiras et al., 2017a). Des travaux plus anciens sur l’étude des populations 

T répondant lors d’une vaccination montraient déjà qu’il existait après une 

immunisation des Tfh hautement spécifiques pour les peptides de l’antigène injecté 

(Fazilleau et al., 2007).  

D’autres méthodes ont également été utilisées pour confirmer la spécificité des Tfh 

post-immunisation, et notamment l’évaluation des réponses T par la production – par 

ces cellules – de cytokines prouvant leur activation. Ces dernières en l’occurrence 

étaient IL-21, l’IL-4, l’IL-2 et l’IFNγ (Leddon and Sant, 2012) 

Néanmoins et comme nous le discuterons par la suite il n’existe que peu d’études sur 

ce sujet majeur et l’avènement de nouvelles techniques de séquençage de haut débit 

permettra de préciser avec détail ce point de la physiologie et des Tfh.  

 

La réponse immunitaire humorale est aux confins de l’action des cellules B et des 

cellules T et permet une réponse puissante et efficace contre la plupart des pathogènes. 

Des systèmes de contrôle existent cependant et vont maintenant être décrits.   
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II. Les Tfr, outil du contrôle 

Au cœur du contrôle de ce processus de l’immunité humorale, les T follicular 

regulatory cells (Tfr) ou cellules T folliculaires régulatrices forment une population 

rare à l’action circonscrite aux centres germinatifs. De découverte récente, des 

incertitudes persistent tant quant à leur origine que concernant leur mode d’action. 

Nous reviendrons sur leur découverte (A) puis étudierons leur origine et leur 

développement (B) avant de nous attacher à décrire les marqueurs présents sur ces 

cellules et leur utilité (C) puis leur mode d’action (D) et enfin leur spécificité (E).  

 

A. Découverte des Tfr 

La découverte des lymphocytes T folliculaires régulateurs (Tfr) marque l’apogée de 

l’étude du fonctionnement des centres germinatifs et plus largement de l’immunité 

humorale. D’une part et comme nous l’avons précédemment évoqué, la découverte des 

Tfh est intervenue quelques années plus tôt et rapidement fait florès. D’autre part, 

l’idée que la formation et l’activité du centre germinatif sont précisément régulées 

commence à poindre. Cette régulation a d’abord été attribuée aux lymphocytes T 

régulateurs : il avait notamment été prouvé que les cellules Treg CD4+CD25+ pouvaient 

bloquer une production d’auto-anticorps dans certains modèles (Fields et al., 2005) et 

qu’à contrario leur absence, dans un contexte d’allergie par exemple, pouvait conduire 

à une hyperproduction d’anticorps. Un autre mécanisme potentiel évoqué était la 

présence parmi les cellules polyclonales du follicule, dans les centres germinatifs, de 

lymphocytes T régulateurs avec une spécificité ubiquitaire pour le soi. On comprenait 

déjà à ce moment l’importance d’une régulation pour prévenir l’auto-immunité 

humorale.  

 

Néanmoins, le lien entre Treg et centres germinatifs restait très peu étudié. En 2004, 

des lymphocytes T régulateurs qui expriment CXCR5 sont identifiés et l’on s’attend à 

ce qu’ils migrent vers CXCL13 (donc dans des zones B, cette chimiokine étant produite 

par les CFD). Plusieurs autres indices redondants montrent que des cellules Foxp3 sont 

capables d’exprimer CXCR5 et qu’elles sont retrouvées dans les centres germinatifs 

humains (amygdales) ou de souris immunisées (Alexander et al., 2011; Lim et al., 2004, 

2005). D’autres équipes ont montré la présence de cellules CD25+ (donc 

potentiellement des Treg) dans les centres germinatifs, supprimant la production 

d’immunoglobulines par les cellules B. Enfin, il a été découvert que certains Treg 
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proviennent de Tfh dans les plaques de Peyer (Tsuji et al., 2009). Les observateurs de 

la dynamique du centre germinatif évoquaient la possibilité d’une régulation non pas 

par des cellules T mais également par la consommation d’antigène ou encore par le 

masquage de ce dernier (Keşmir and De Boer, 1999; Tarlinton, 2008).  

 

La découverte des Tfr est, avec le recul, attribuée à 3 équipes. Ces dernières ont 

simultanément (à l’échelle de la recherche scientifique) identifié cette population : 

- l’une d’entre elles a montré qu’une sous-population possédait des 

caractéristiques communes avec les Tfh (co-expression de CXCR5 et PD-1) mais 

exprimait aussi le Foxp3 (Wollenberg et al., 2011) ; 

- une autre est partie du constat qu’à la fois les humains atteints de syndromes 

Immune Dysregulation, Polyendocrinopathy, X-linked syndrome (IPEX, dû à 

l’absence de lymphocytes régulateurs par défaut du facteur de transcription 

FoxP3 (Powell et al., 1982)) et les souris Scurfy (présentant une mutation de 

foxp3 conduisant à la traduction d’une protéine FoxP3 non fonctionnelle) 

présentaient des réponses humorales incontrôlées montrant qu’une sous-

population Foxp3+ était indispensable pour le contrôle des réactions du centre 

germinatif (Chung et al., 2011). Ces résultats sont connus de longue date et ont 

fait l’objet de nombreuses observations : les souris Scurfy subissent une 

augmentation des quantités d’IgG1 et IgE dans leurs sérums (Godfrey et al., 

1991), à l’état basal et en contexte de réponse allergique (Curotto de Lafaille et 

al., 2008). De la même façon, les patients IPEX expriment dans leur sérum des 

taux anormaux d’auto-anticorps (Lampasona et al., 2013; Tsuda et al., 2010). 

Cette deuxième équipe découvre un sous-ensemble de cellules Foxp3+ qui 

expriment le facteur de transcription Bcl6 et la molécule CXCR5. Ils montrent 

le rôle essentiel de Bcl6 pour la génération de ces cellules grâce à un modèle 

Knock-Out (déficient, KO) et aussi l’importance particulière de ces cellules et 

pas seulement des Treg grâce à l’injection de Treg CXCR5- (Chung et al., 2011) ; 

- de la même façon enfin, la troisième a directement identifié qu’il s’agissait une 

population partageant des caractéristiques communes avec les Tfh et les Treg 

(Linterman et al., 2011). 

Dès les premières études, la question de l’origine de ces cellules s’est posée. 
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B. Origine et développement 

Le développement des Tfr n’est pas aussi connu ni étudié que celui des Tfh. Cependant, 

certaines caractéristiques communes dans les processus ont été mises en évidences. 

Des points de divergence ont également été soulevés. Nous relaterons dans un premier 

temps les travaux réalisées sur l’origine de cette population avant d’évaluer les 

connaissances concernant son développement, puis la séquence temporelle 

d’accumulation au cours de la réponse immunitaire.  

 

1. La question de l’origine 

L’équipe de Wollenberg (Wollenberg et al., 2011) a montré que dans le thymus il n’y 

avait pas de cellules Foxp3 positives exprimant CXCR5 et PD-1, découverte indiquant 

que le phénotype Tfr était acquis en périphérie. Par des expériences de transfert, il a 

été montré que les Tfr provenaient des Treg et que la fraction de Tfr était plus large 

quand ces cellules étaient transférées avec des Tfh. Mis en lien avec le fait que des Tfh 

activés en présence de TGFβ (connu pour induire Foxp3 (Chen et al., 2003)) résistaient 

à la transformation en Tfr, les auteurs en ont conclu à une potentielle aide des Tfh à la 

différenciation en Tfr. 

Comme nous l’avons précisé au moment de l’historique des Tfr, l’équipe de Chung est 

partie du constat du non contrôle des réponses humorales chez les humains IPEX et 

les souris Scurfy. Ces cellules par conséquent indispensables pour les contrôle des 

réactions du centre germinatif sont une sous-population Foxp3 exprimant Bcl6 et 

CXCR5. Ils montrent le rôle essentiel de Bcl6 avec un modèle de souris KO ainsi que 

l’origine Treg de ces cellules. La réaction du centre germinatif est en effet moins 

contrôlée dans un modèle de souris ayant des Treg n’exprimant pas CXCR5.  

Ajoutons à cela l’observation faite que sous certaines conditions, les Tfr pouvaient 

provenir de cellules non régulatrices (Aloulou et al., 2016). Toutefois, cette découverte 

est à pondérer avec l’observation que lorsqu’une compétition existe avec des Treg pour 

la différenciation en question, ce sont toujours ces derniers qui mènent à un phénotype 

Tfr (Aloulou et al., 2016; Maceiras et al., 2017a). 

Pas encore définitivement tranchée, l’origine des Tfr semble tout de même se préciser. 

Elle fera l’objet de quelques points dans notre discussion. Une fois le Tfr généré il doit 

se développer avant de devenir fonctionnel. 
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2. Développement : phénomènes similaires aux Tfh  

Le premier point commun dans la différenciation des populations folliculaires est le 

caractère multi-étapes des processus. Au moins deux étapes sont connues. Le 

processus a été décrit comme initié par la rencontre d’un lymphocyte T naïf avec une 

cellule dendritique pour les cellules Tfh, et continué par celle avec un lymphocyte B 

pour une différenciation finale (Crotty, 2011; Gerner et al., 2015; Goenka et al., 2011). 

Ces mêmes conditions semblent nécessaires pour un développement physiologique des 

Tfr. Plusieurs observations concordantes le confirment : des souris déficientes en 

cellules dendritiques présentent des défauts notamment quantitatifs en Tfr (Sage et al., 

2014a) et de la même façon la déficience des souris en cellules B conduit à des défauts 

dans les populations Tfr (Baumjohann et al., 2013). Nous aurions donc deux 

interactions essentielles et successives :  

- la première interaction avec des cellules dendritiques permet la mise en place 

d’un programme transcriptionnel des cellules T folliculaires régulatrices. Ces 

cellules ayant été identifiées dans de nombreux OLS (rate, ganglions 

lymphatiques, plaques de Peyer), il est probable que plusieurs sous-types de 

cellules dendritiques puissent être impliquées dans cette première interaction 

sans qu’une plus profonde caractérisation de ces dernières n’ait encore été 

détaillée ; 

- la seconde interaction avec les lymphocytes B dans le follicule, permettant de 

renforcer et de maintenir la signature transcriptionnelle Tfr (Choi et al., 2011; 

Crotty, 2014). 

 

Parmi les autres similarités de développement, nous relèverons la nécessité d’un signal 

via le TCR ainsi que de signaux de co-stimulation CD28 et ICOS, comme en attestent 

à nouveau des expériences avec des souris déficientes pour ces deux molécules, ne 

présentant ni Tfh ni Tfr (Linterman et al., 2011) ni même centre germinatifs (Ferguson 

et al., 1996; Sage et al., 2013). Dans la dernière étude, un mélange de moelles osseuses 

contenant des cellules de souris déficientes en CD28 ou non, a permis de montrer que 

Tfh et Tfr ne provenaient que des cellules capables d’exprimer CD28. Ces éléments 

importants sont à relier avec les observations de la nécessité de cellules B et de cellules 

dendritiques pour le développement des Tfr, puisque ces cellules expriment toutes 

deux les marqueurs CD80/CD86 et ICOSL, respectivement ligands de CD28 et ICOS 

sur les cellules folliculaires en l’occurrence.  
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Quant aux facteurs de transcription et molécules de signalisation, le facteur Bcl6 

(Nurieva et al., 2008) est central dans le développement folliculaire, tant pour les Tfh 

que pour les Tfr. La molécule de signalisation Stat3 a montré son importance par 

l’absence de cellules Tfr dans des souris KO (Wu et al., 2016a). La principale différence 

entre Tfh et Tfr de ce point de vue étant la balance Bcl6/Blimp-1, cette dernière 

molécule n’étant pas exprimée par les Tfh (Linterman et al., 2011). Il est donc montré 

dans cet article que la balance entre Bcl-6 et Blimp-1 permet respectivement d’obtenir 

un mélange entre un phénotype Tfh-like et un mode d’action semblable aux Treg. Au 

cours de sa différenciation, le Tfr subit également des phénomènes qui ne concernent 

pas les Tfh.  

 

3. Développement : Phénomènes propres aux Tfr 

Certaines étapes du développement des Tfr en revanchent diffèrent de celui des Tfh. 

Parmi ces dernières, on pourra relever que seule la différenciation des Tfr semble être 

affectée par les signaux co-inhibiteurs : même si la molécule PD-1 est exprimée par les 

Tfh et les Tfr, les souris PD-1 KO présentent un nombre augmenté de Tfr pour un 

nombre inchangé de Tfh (Sage et al., 2013). Le mécanisme impliqué est dû à la fixation 

de PD-1 à PD-L1 mais pas de PD-L2. Les souris PD-L2 KO ont en effet un phénotype 

semblable à celui des souris PD-1 KO.  

 

CTLA-4 a également été décrit comme ayant un impact sur la différenciation des Tfr 

mais moins ou pas sur celle des Tfh. Les souris n’exprimant pas cette molécule dans les 

cellules Foxp3 positives présentent un nombre augmenté de Tfr mais une efficacité 

moindre de cette population (Sage et al., 2014b). 

 

On peut enfin citer l’IL-21 et son impact négatif sur le nombre de Tfr. Cette cytokine 

aide à la différenciation des Tfh en induisant le facteur de transcription Bcl6 et le 

mécanisme décrit (mais contesté) de la réduction des cellules Tfr est la diminution 

causée par Bcl-6 de l’expression récepteur CD25, réduisant ainsi la réponse à l’IL-2 

(Eto et al., 2011; Jandl et al., 2017). Ainsi la balance IL-21/IL-2 serait essentielle dans 

le contrôle du ratio Tfh/Tfr comme les auteurs ont pu le montrer et l’observer dans des 

modèles de souris KO. 
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Récemment, un modèle murin dans lequel les cellules perdaient l’expression de CD28 

quand elles étaient activées (souris OX40-Cre) a montré l’importance de CD28, qui 

dépasse donc la simple co-stimulation et serait nécessaire même après l’activation de 

la cellule T pour le maintien de la fonctionnalité Tfr (Linterman et al., 2014).  

 

Enfin, le facteur de transcription Blimp-1 déjà évoqué semble essentiel dans la 

formation et la mise en place du programme transcriptionnel des Tfr en balance avec 

Bcl6 alors que les Tfh n’expriment pas cette molécule.  

 

Les divergences dans la différenciation n’interviennent pas uniquement au niveau 

moléculaire entre Tfr et Tfh mais également au niveau temporel.  

 

4. Séquence temporelle différente 

Comme nous l’avons vu, les interactions avec les différents acteurs de l’immunité 

adaptative semblent être similaires pour les Tfh et les Tfr. La cinétique de cette 

rencontre diffère quant à elle légèrement. Les Tfr arrivent en effet 5 jours plus tard sur 

le théâtre des opérations (Vanderleyden et al., 2014; Wollenberg et al., 2011). Un 

asynchronisme sûrement requis pour l’établissement initial des centres germinatifs : 

alors que les Tfh et les lymphocytes B doivent rapidement proliférer, la répression des 

Tfr n’est requise que pour limiter ces expansions une fois une taille suffisante et une 

réponse immunitaire atteintes.  

Si l’on regarde en effet les tests réalisés in vitro, on remarque que les Tfr sont capables 

même en quantité moindre de limiter l’action des Tfh (Sage et al., 2014a). Le contrôle 

de la balance quantitative entre Tfr et Tfh semble donc être la seule possibilité de laisser 

une réponse humorale opérationnelle se mettre en place. Plus que la quantité des Tfr 

ce serait donc le ratio entre Tfr et Tfh (qui tendrait vers une augmentation au fil du 

temps de la réaction immunitaire) qui aurait son importance dans le contrôle d’une 

réponse immune à laquelle aurait été laissée la liberté initiale d’opérer.  

Pour étayer ce décalage temporel certaines équipes rappellent que les Tfh promeuvent 

la formation des B du centre germinatif, cellules dont dépendent les Tfr. 

Indirectement, les Tfr et leur développement dépendraient donc des Tfh. D’ailleurs, 

des résultats non publiés de l’équipe d’A. Sharpe montrent que la différenciation des 

Tfr est augmentée quand les Tfh sont transférés dans des souris.  
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Quoi qu’il en soit, l’étude précise du développement des Tfr est rendue difficile par les 

nombreux points et gènes communs qui les rapprochent et des Treg et des Tfh, 

empêchant ou rendant difficile les études par KO de gènes.   

 

C. Marqueurs et mécanismes d’action 

Outre le facteur de transcription Foxp3 découvert comme étant essentiel dans la mise 

en place du programme régulateur des cellules T régulatrices (Fontenot et al., 2003), 

sur lequel nous reviendrons dans quelques lignes (1), et B lymphocyte-induced 

maturation protein 1 (Blimp-1) central dans leur développement (2), les Tfr partagent 

également des marqueurs avec les Tfh. Nous avons par exemple CXCR5 impliqué dans 

le chimiotactisme de ces molécules et déjà évoqué ou bien le facteur de transcription 

Bcl6, responsable du fonctionnement des cellules dans le centre germinatif (tant les 

lymphocytes T folliculaires que les B du centre germinatif).  

D’autres molécules ont des rôles plus importants dans les Tfr que dans les Tfh. Nous 

développerons ici le cas de deux molécules, le PD-1 (3) et le CTLA-4 (4) avant d’évoquer 

d’autres possibles modes d’actions (5). 

 

1. Foxp3 : régulateurs avant tout 

L’absence de ce facteur de transcription dans un organisme conduit inéluctablement à 

des phénomènes « d’auto-immunité catastrophique », concept développé en 2007 par 

l’équipe d’Alexander Rudensky (Kim et al., 2007). La protéine Foxp3, identifiée en 

2003 comme « master regulator » du programme Treg (Fontenot et al., 2003; Hori et 

al., 2003) a depuis suscité de nombreuses études détaillant années après années le 

fonctionnement complexe de ce facteur de transcription (Lu et al., 2017; Pesenacker et 

al., 2016). Malgré l’hétérogénéité de « LA » population régulatrice au sein desquels 

s’inscrivent nos travaux, le contrôle exercé par Foxp3 semble apporter une base reliant 

entre-elles les sous-populations exprimant cette molécule.  

 

Des études génétiques ont montré que Foxp3 était capable de fixer quelques centaines 

voire milliers de gènes à la fois dans les Treg en développement et les Treg déjà 

phénotypiquement établis (Zheng et al., 2007) permettant à la fois le développement 

et la stabilité du phénotype et de la fonctionnalité des cellules l’exprimant. Tout comme 

Bcl6 dont nous parlions précédemment, la fixation de Foxp3 à ses cibles géniques n’est 
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pas majoritairement directe et peut intervenir via des cofacteurs. Cette protéine seule 

ne serait en effet pas suffisante à la transformation d’une cellule T en Treg – 

l’expression forcée de Foxp3 dans des cellules T non régulatrice ne menant pas à une 

majorité de cellules Treg par exemple (Hill et al., 2007). De façon étonnante, ces 

cofacteur agiraient pour la plupart de façon redondante de sorte que l’absence de l’un 

d’eux ne nuirait pas au contrôle génétique global exercé par Foxp3 (Fu et al., 2012). 

L’expression de Foxp3 agirait également en combinaison avec un patron d’hypo-

méthylation de certains gènes comme Foxp3, Il2ra ou encore Ctla4, une coopération 

nécessaire à la stabilité et à l’activité suppressive des cellules Treg (Ohkura et al., 2012). 

 

Cependant, l’expression de certaines molécules constitutives des Treg comme le CD25 

(Sakaguchi et al., 1995), le CTLA-4 (Hori et al., 2003) ou encore la diminution de 

l’expression de CD127 (Seddiki et al., 2006) seraient déjà mis en place avant 

l’apparition de Foxp3 puis confirmés et pérennisés grâce à son expression (Gavin et al., 

2007). Cette caractéristique pourrait expliquer la variété des modes d’action et la 

diversité de la catégorie des Treg.   

 

2. Blimp-1 

Blimp-1 et Bcl6 ont depuis une dizaine d’années été décrits comme ayant une action 

répressive l’un sur l’autre, notamment au cours du développement des lymphocytes B 

(Shaffer et al., 2002) ou celui des lymphocytes Tfh (Johnston et al., 2009).  

 

Cette molécule est également retrouvée et décrite comme nécessaire à la fonction de 

Treg des muqueuses exprimant l’IL-10 et de fortes quantités d’ICOS (Cretney et al., 

2011). Les transcrits de Prdm1 (codant pour Blimp-1) ont été retrouvés en quantités 

bien supérieures chez les Tfr en comparaison avec plusieurs autres sous-types 

cellulaires, révélant la potentielle importance de ce facteur de transcription dans la 

population folliculaire régulatrice. La création de souris déficientes pour ce gène a 

permis de montrer que l’action de Blimp-1 avait pour conséquence la limitation du 

nombre de Tfr. Les souris déficientes présentaient en effet des taux de Tfh inchangés 

mais des taux de Tfr deux fois plus élevés que chez les souris non déficientes 

(Linterman et al., 2011).  
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Des hypothèses ont récemment tenté d’expliquer cette limitation de la population Tfr 

contrôlée par Blimp-1 en décrivant que les Treg de souris déficientes en Blimp-1 avaient 

une différenciation de Treg en Tfr favorisée in vitro. Cependant les Tfr fraîchement 

isolées de ces souris Blimp-1 déficientes présentent in vitro une capacité moindre à 

limiter l’activité des Tfh soulevant l’intérêt possible de Blimp-1 dans la fonction des Tfr 

malgré son effet limitant sur la taille de cette population (Yang et al., 2017). 

 

3. PD-1 : une liaison dangereuse 

L’équipe d’Arlène Sharpe à Boston est à l’origine d’une majorité des articles pour le 

moment parus sur les Tfr et plus particulièrement sur le rôle de PD-1 dans ces cellules. 

On apprend que cette molécule agit comme répresseur de la différenciation et de la 

fonction des Tfr. PD-1  est connu pour être exprimé lorsqu’une cellule est stimulée par 

un antigène (Francisco et al., 2010). Il est donc envisageable que les Tfr, (qui 

apparaissent en cas de stimulation par un antigène) expriment et soient même 

caractérisées en partie par l’expression de cette molécule.  

 

PD-1, pourtant exprimé par les Tfh et les Tfr, ne semble pas avoir la même action dans 

les deux types de cellules. Dans les Tfr, la suppression de PD-1 mène à une plus grande 

quantité de Tfr et à une meilleure suppression de la production d’anticorps et in vitro 

et in vivo (Sage et al., 2013). Le mécanisme n’est pas totalement défini mais PD-1, 

connu comme limitant la signalisation proximale via le TCR, empêche une totale 

activation des Tfr (Fife et al., 2009). L’effet négatif de PD-1 est montré comme étant 

dépendant de la fixation de la molécule sur PD-L1 et non PD-L2 grâce à des souris 

déficientes : seules les déficientes en PD-L1 peuvent avoir le même phénotype que les 

souris PD-1 déficientes (Sage et al., 2013). 

 

Cela montre d’ailleurs l’une des potentielles voies de suppression des Tfr : une 

séparation mécanistique du contact Tfh-B (Sage and Sharpe, 2015). Un signal TCR 

puissant permettrait une prise d’otage des ressources antigéniques présentées par le B 

au Tfr et empêcherait le Tfh d’activer le B. Il est à noter que PD-1 altère également la 

fonction des Tfh pour les mêmes raisons. Le blocage de PD-1 permet en effet un plus 

fort taux de commutation de classe (Sage et al., 2015). Mais ces effets ne sont pas 

forcément négatifs. En limitant le « stop signal » du TCR (arrêt de la signalisation via 
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le TCR), PD-1 permettrait aux Tfh de « scanner » plus de B et les empêche de proliférer 

pour se consacrer plus à l’activation des B. 

 

4. CTLA-4 

La molécule CTLA-4 partage deux ligands avec CD28 (CD80 et CD86) et est 

constitutivement exprimée par les Treg. CD28 et CTLA-4 ont des fonctions opposées : 

le CD28 est une molécule de co-stimulation permettant d’aider à l’activation des 

cellules T alors que le CTLA-4 a un effet contraire et inhibiteur (Walker and Sansom, 

2011).  

CTLA-4 est exprimé encore plus fortement sur les Tfr que sur les Treg (Linterman et 

al., 2011; Sage et al., 2014b; Wing et al., 2014). Une délétion de CTLA-4 produit une 

plus grande quantité de Tfh mais on ne sait pas si cela est dû l’altération des capacités 

suppressives des Tfr ou à des changements intrinsèques aux Tfh (Wang PNAS 2015 

Sage 2014, Wing Immunity 2014). 

 

Le mécanisme impliquant la molécule CTLA-4 est pour l’instant le seul bien défini dans 

le contrôle de la réponse humorale à médiation directe par les Tfr (Sage et al., 2014b; 

Wing et al., 2014).  

Outre ces deux molécules piliers, d’autres effets et modes d’actions des Tfr ont pu être 

décrits.  

 

5. Autres effets des Tfr  

Etonnamment l’absence de Tfr conduirait à une production d’anticorps de plus basse 

affinité mais en plus grand nombre. Cette observation a notamment été réalisée et sur 

des cellules de souris CTLA-4 KO dans les Treg et par des expériences de transfert dans 

des souris vides de cellules T naïves non régulatrices et de Treg de souris déficientes en 

Bcl6 (Kawamoto et al., 2012; Sage et al., 2014b).  

 

Le mode d’action précis n’est pas encore tout à fait été élucidé. Les premières 

observations de 2011 (Linterman et al., 2011) montraient que l’absence de Tfr induisait 

une plus grande proportion de Tfh mais pas de cellules B. Par la suite, les principaux 

effets des Tfr ont été décrits sur les B du centre germinatifs, les plasmocytes et l’affinité 

des anticorps, sans oublier les Tfh.  
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Il a été montré que les Tfr induisaient des états de Tfh et B dans lesquels les signatures 

transcriptionnelles étaient maintenues mais les molécules effectrices et les voies 

métaboliques étaient supprimées. Cette suppression durable a été attribuée à des 

changements dans l’épigénétique. Il a également été prouvé que l’IL-21 était capable 

de surpasser la suppression des Tfr et de les inhiber à leur tour (Sage et al., 2016).  

 

D’autres travaux ont prouvé que l’absence de Tfr induisait une augmentation des 

anticorps spécifiques d’antigènes dans le serum, des B du centre germinatif, des B 

spécifiques et des plasmocytes. Le ou les stades auxquels l’inhibition des B peut avoir 

lieu ne sont donc pas tout à fait déterminés. Les Tfr peuvent supprimer les B du centres 

germinatifs, ainsi que supprimer les B effecteurs déjà commutés. Elle intervient donc 

potentiellement à plusieurs étapes y compris à celle de l’activation des B initiale (Sage 

et al., 2014a). In vitro, ces cellules sont capables de diminuer l’expression de GL-7, 

marqueur caractéristique des centres germinatifs, et de CD80/86 sur les cellules B 

ainsi que de limiter leur commutation.  

 

Les effets sur les Tfh sont moins documentés. In vitro, les Tfr inhibent les Tfh puisqu’ils 

provoquent la diminution de Ki67 (un marqueur de prolifération) sur cette population, 

montrant que la cycle cellulaire est bloqué (Sage et al., 2013, 2014b). Les Tfr affectent 

également la différenciation, l’expansion, et la production de cytokines par le Tfh 

incluant IL-21, IL-4, IFNγ, IL-10 et TNFα in vitro (Sage et al., 2014a). D’ailleurs, 

l’atténuation des productions d’IL-21 et d’IL-4 est l’un des principaux mécanismes 

d’inhibition de la réponse anticorps, puisque les souris IL-21 KO et IL-4 KO ont des 

défauts dans la formation des centres germinatifs et la production d’immunoglobulines 

(cf partie I). 

 

Parmi les mécanismes aussi évoqués il y a la production d’IL-10 (mais avec prudence) 

(Sage et al., 2014a) ou de TGFβ (McCarron and Marie, 2014) qui sont des modes de 

fonctionnements analogues à ceux déjà décrits pour les Treg.  

 

Les auteurs font l’hypothèse de deux autres mécanismes possibles : une signalisation 

commune sur les B du centre germinatifs et sur les Tfh en se liant aux deux cellules, ou 

bien une séparation mécanistique déjà évoquée empêchant une interaction longue et 
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requise entre Tfh et Tfr. Ces effets des Tfr sur les cellules B et Tfh sont synthétisés et 

présentés en Figure 10. 

 

Une question centrale reste cependant à élucider tant pour comprendre l’action des Tfr 

que leur physiologie : celle de leur spécificité.  

 

 

Figure 10 : Différents modes d'action des Tfr, Sage PT., Trends Immunol., 2015 

 

D. Spécificité  

Les Tfr expriment un TCR comme toute cellule T. Il leur permet de reconnaître des 

peptides présentés par le CMH de classe II porté par une cellule dendritique et 

éventuellement par la suite par les lymphocytes B bien que rien de précis ne soit pour 

l’instant connu. Les travaux réalisés pour le moment sur les Tfr font remarquer que ces 

cellules n’ont jamais été séquencées sans biais. Les rares travaux portant sur les TCR 

de cette population utilisaient soit des tétramères soit du séquençage haut débit mais 

sur des souris transgéniques et donc avec un répertoire altéré.  

 

Ainsi il a pu être prouvé que les Tfr en cas d’immunisation pouvaient être spécifiques 

de l’antigène injecté, que ce dernier soit du soi ou du non soi (Aloulou et al., 2016). 

Un premier séquençage de ces cellules a permis l’identification d’un répertoire 

particulier, proche de celui des Treg et différent de celui des Tfh, dans le contexte d’une 

souris au TCRβ restreint. Le travail a montré que le répertoire était très différent dans 

un même centre germinatif entre Tfh et Tfr : le Tfh serait spécifique de l’antigène de 

l’immunisation alors que le répertoire des Tfr serait spécifique de façon prédominante 

du soi et pas de l’antigène introduit dans les cellules (Maceiras et al., 2017a).  
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Cependant tous les résultats que nous venons de citer concernant les Tfr et réalisés 

jusqu’à nos jours font l’objet d’une controverse grandissante. 

 

E. Controverse 

En effet il est depuis peu apparu que les cellules Tfr pourraient être différentes de celles 

étudiées jusque-là. Ou plus précisément que la population étudiée jusqu’ici était 

composite, avec un mélange deux types cellulaires. D’une part, des « bona fide » Tfr, 

celles qui se trouvent effectivement dans le centre germinatif et ont une action 

suppressive sur l’immunité humorale. D’autre part,  d’autres cellules aussi appelées Tfr 

par la littérature qui seraient – selon les auteurs – des Tfr mais pas impliquées dans 

une action régulatrice dans l’instant ou bien des cellules à ranger dans la catégorie 

globale des Treg.  

Cette controverse est née d’une observation concordante : celle de l’absence du 

marqueur CD25 (jusque-là défini comme caractéristique de la population (Maceiras 

and Graca, 2015)) sur les Tfr. L’équipe de S. Sakaguchi (Wing et al., 2017) et la nôtre 

avons très récemment montré qu’une population bien distincte n’exprimait pas ce 

marqueur. Les implications de cette redéfinition des Tfr seront présentées dans la 

discussion.  

Quoi qu’il en soit, l’immunité humorale est mise en cause dans de nombreuses 

pathologies et son contrôle serait un atout majeur pour de nouvelles stratégies 

thérapeutiques.  
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III. Implication de l’immunité humorale dans la physiopathologie et la 

thérapie 

Des dysfonctionnements de l’immunité humorale ont été relevés dans de nombreuses 

catégories de pathologies. Petit à petit, l’implication des cellules folliculaires 

(majoritairement des Tfh pour l’instant, malgré quelques observations hétérogènes 

relatives aux Tfr dans la littérature (Maceiras et al., 2017b)) a été étudiée et la 

présentation de ces maladies et des anomalies qui leurs sont liées permettent de cerner 

les enjeux potentiels d’une meilleure compréhension de la régulation de l’immunité 

humorale.  

 

A. Auto-immunité 

1. Principes  

Après la démonstration du phénomène d’hémolyse à médiation immunitaire en 1898 

par Jules Bordet, Paul Ehrlich mena en 1901 une série d’expériences d’immunisation 

d’animaux de plusieurs espèces. Il remarqua que l’obtention d’anticorps contre le sang 

injecté était possible mais jamais lorsque l’animal était injecté avec son propre sang. 

Le postulat de « l’horror autotoxicus » était né et symbolisait la réticence (mais pas 

l’impossibilité) pour l’organisme d’engendrer des anticorps toxiques et capables de se 

retourner contre lui-même.  

Burnet apporta beaucoup à la matière et ce sur des décennies. De 1941 avec sa théorie 

de formation des anticorps à 1957 avec « The clonal selection theory of acquired 

immunity », il aura été le premier à tenter d’expliquer la tolérance centrale et l’absence 

théorique d’auto-anticorps. Les travaux de 1957 ont été inspirés de ceux d’un autre 

immunologiste (Jerne, 1955), conscient qu’il existait un mécanisme particulier de 

génération des anticorps pour arriver à un nombre de spécificités incomparable au 

nombre de gènes servant à les générer.  

 

Le postulat de Witbsky émis par un immunologiste Germano-Américain en 1957 et 

revisité en 1993 décrit les preuves expérimentales permettant d’affirmer le caractère 

auto-immun d’une maladie (Rose and Bona, 1993). Elle doit  

- être causée par des auto-anticorps ou des lymphocytes T auto-réactifs ; 

- dans le cas d’auto-anticorps, la preuve directe de pathogénicité peut être 

obtenue dans des transferts passifs ; 
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- l’auto-anticorps est considéré comme pathogénique si les receveurs 

développent des symptômes mimes de ceux des donneurs.  

 

En 2007, McGonagle et McDermott (McGonagle et al., 2007) classent ces 

inflammations non infectieuses contre le soi en trois catégories formant plus 

précisément un continuum :  

- les maladies avec une implication principale du système immunitaire inné ; 

- les maladies avec une implication combinée des deux systèmes immunitaires, le 

plus souvent l’inflammation était associée au CMH de classe I ; 

- les maladies principalement médiées par le système immunitaire adaptatif le 

plus souvent liées au CMH de classe II. On comprend rapidement le lien avec 

les lymphocytes B et la production d’anticorps.  

 

2. Mécanismes et exemples 

Depuis, de nombreux mécanismes ont été impliqués dans la formation de ces auto-

anticorps et dans leur rôle pathologique. Ces derniers peuvent parfois être directement 

pathogéniques, causant la maladie en réduisant l’expression ou la fonction d’un 

antigène ou bien en recrutant d’autres éléments du système immunitaire. Ils peuvent 

également être des indicateurs de l’inflammation sans que l’on identifie de rôle 

pathogène particulier.  

 

On trouvera dans le Tableau 1 ci-joint un exemple non exhaustif des anticorps mis en 

cause dans un type particulier de maladie, les synaptopathies, impliquées dans la 

signalisation du message nerveux. Un document extrêmement complet composé de 

près de 500 références fait également état des connaissances actuelles relatives aux 

auto-anticorps et à leur implication dans la pathologie (Ludwig et al., 2017).  
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Tableau 1 : Liste non exhaustive des cibles d'autoanticorps dans les synaptopathies, Crisp SJ., Nat Rev Neuroscience, 2016 

 

 

Plus récemment, l’implication directe des lymphocytes Tfh a logiquement été faite 

puisque si des anticorps sont produits il y a fort à parier que la population Tfh a 

contribué à cette production. Ainsi, nous citerons sans prétendre à l’exhaustivité un 

ensemble de maladies auto-immunes au sens des définitions précédemment indiquées, 

associées ou corrélées à un désordre dans la population des Tfh chez l’homme. Le plus 

souvent, la fréquence de ces cellules a été trouvée comme augmentée (malgré les 

divergences de définition phénotypique de la population) et parfois associée à une 

élévation des niveaux sériques d’IL-21 ou de CXCL13. 

 

- dans la polyarthrite rhumatoïde, l’avancée de la maladie est associée à des 

quantités élevées d’auto-anticorps anti-CCP (Cyclic Citrullinated Peptide) (Ma 

et al., 2012). Il s’agit d’auto-anticorps présents chez certains patients et très 

spécifiques de cette maladie dans laquelle les  auto-anticorps sont dirigés contre 

les articulations et notamment leur membrane synoviale ; 
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- le lupus ou  Systemic Lupus Erythematosus (SLE) est également très étudié 

sous cet aspect avec une corrélation des altérations Tfh et de l’augmentation de 

la sévérité de la maladie, les anticorps étant directement pathogéniques dans 

cette affection (Simpson et al., 2010; Wong et al., 2010) ; 

- la myasthénie enfin peut être prise comme exemple, les auto-anticorps se fixant 

à un neurorécepteur (le récepteur à l’acétylcholine) et empêchant la fixation du 

ligand, ralentissant par là même le message nerveux. Des fréquences de Tfh 

augmentées sont également retrouvées chez les patients et corrélées avec la 

gravité de la maladie (Saito et al., 2005; Tackenberg et al., 2007).  

 

Parfois enfin, des Tfh sont détectés dans les organes affectés par les maladies auto-

immunes. Nous donnerons le seul exemple des glandes salivaires pour le syndrome de 

Sjögren dans lequel certaines glandes sont cibles du système immunitaire 

(Salomonsson et al., 2002). 

 

L’étude des Tfr dans ces maladies est quant à elle très restreinte et concerne une 

caractérisation hétérogène de la population. Ont ainsi pu être relevées une diminution 

de la fréquence des Tfr chez des patients atteints de sclérose en plaques (Dhaeze et al., 

2015) ou de myasthénie (Wen et al., 2016), mais des résultats contradictoires 

apparaissent par exemple avec une augmentation des taux de Tfr chez des patients 

atteints de spondylarthrite ankylosante (Shan et al., 2015). Ces études se basent sur 

des proportions de Tfr circulantes, concept que nous aborderons dans notre 

discussion. Très récemment enfin, l’équipe de L. Graca a observé des quantités élevées 

de Tfr circulants chez des malades atteints du syndrome de Sjögren et font l’hypothèse 

que cette élévation des Tfr serait plutôt un indicateur d’une réponse humorale plutôt 

que d’une augmentation de l’activité régulatrice (Fonseca et al., 2017).  

 

B. Cancer 

De nombreuses évidences viennent appuyer l’impact délétère d’une augmentation de 

la quantité de cellules Tfh ainsi que de l’expression de CXCL13 et d’IL21 dans des 

lymphomes, maladies corrélées avec des hyperplasies folliculaires, des 

hypergammaglobulinémies (hyperproduction d’IgG) et la production d’auto-anticorps.  
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C’est le cas dans le lymphome T angioblastique (Roncador et al., 2007) avec la preuve 

au niveau transcriptomique que ce sont les cellules Tfh qui sont malignes dans ce type 

de maladies (de Leval et al., 2007). 

 

Les Tfh s’avèrent également être problématiques dans le contexte de tumeurs 

folliculaires B en aidant la survie et la prolifération de ces dernières. Il a notamment 

été montré le rôle prédictif de l’infiltration des cellules T dans les tumeurs B (Lee et al., 

2006). Il a successivement été relevé que les lymphomes folliculaires voyaient leur 

pronostique déterminé plus par le profil génétique des T infiltrants que des B, et que le 

pronostic était mauvais quand ces mêmes T étaient localisés dans les follicules 

néoplasiques (Dave et al., 2004; Glas et al., 2007). 

 

Mais les tumeurs d’origine non immunologique sont aussi concernées avec des 

proportions élevées de Tfh dans le cancer colorectal (Wang et al., 2014) ou encore dans 

les cancers du foie (Guo et al., 2017; Shi et al., 2014) bien que les mécanismes impliqués 

et les conséquences de la présence de ces cellules ne soient pas suffisamment évalués. 

 

Cependant la venue de Tfh peut avoir un impact positif sur un cancer. C’est ce que tend 

à montrer une étude réalisée sur des cancers du sein (Bindea et al., 2013; Gu-Trantien 

et al., 2013) chez l’homme. Des résultats similaires ont été trouvés dans un cas de 

cancer colorectal : un pronostic positif associé à une signature Tfh. Dans ces cas de 

valeur thérapeutique positive néanmoins, le mécanisme n’a pas été précisément 

élucidé et semblerait indépendant de la production d’anticorps. Nous ne citerons ici 

que quelques exemples d’une catégorie largement fournie et documentée mais assez 

peu homogène (Ma and Deenick, 2014). 

 

C. Immunodéficiences 

1. Primaires 

Chez la souris, les modèles KO ont permis de comprendre largement le fonctionnement 

du système immunitaire et plus précisément comme nous l’avons mentionné plus tôt 

dans ce manuscrit, le fonctionnement des cellules T folliculaires.  

L’équivalent humain de ces cellules KO peut être trouvé chez les patients atteints 

d’immunodéficiences immunitaires primaires : 
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La cheffe de file de ces maladies impliquant les cellules folliculaires et la production 

d’anticorps est le syndrome hyper IgM. Connu de longue date, ce syndrome a été 

attribué en 1993 à une déficience dans les molécules CD40 et CD40L que nous avons 

déjà décrites comme fondamentales dans le contact entre B et Tfh au moment du 

commutation (Allen et al., 1993; DiSanto et al., 1993). Les individus atteints, 

incapables de signaler par cette voie, ne subissent pas de commutation de classe et 

présentent donc des quantités très réduites d’IgG, IgA et IgE sériques. La formation 

des centres germinatifs chez ces patients est abolie (Aruffo et al., 1993; Facchetti et al., 

1995) et ils présentent des quantités réduites de cellules Tfh (avec un lien direct de 

cause à effet).  

Le X-linked lymphoproliferative disease (XLP) implique une mutation du gène 

SH2D1A codant pour la molécule SAP. Résultat pour le patient : défaut dans la 

formation des centres germinatifs (Ma et al., 2007).  

Le syndrome hyper IgE autosomique dominant quant à lui provoque un récurrence des 

infections à Stapphylococcus Aureus et Candida Albicans avec IgE élevées et est dû à 

des mutations du gène codant pour la molécule de signalisation STAT 3 impliquée dans 

les voies de signalisation de l’IL-2 et de l’IL-6 notamment (Holland et al., 2007; 

Minegishi et al., 2007).  

Enfin, une récente étude a synthétisé les déficiences décrites et leurs implications sur 

le fonctionnement des Tfh, en déduisant que la qualité de ces cellules importait au 

moins autant que leur quantité (Ma, 2016).  

 

2. Acquises 

Les Tfh sont des cellules porteuses de la molécule CD4, récepteur du virus de 

l’immunidéficience humaine (VIH) (Klatzmann et al., 1984) et donc cibles de ce virus. 

Ils font d’ailleurs partie des principaux réservoirs d’ADN et d’ARN d’HIV 1 en 

comparaison avec d’autres cellules CD4 (Perreau et al., 2013; Xu et al., 2013). 

L’implication et l’altération des Tfh suite à l’infection par le VIH a fait l’objet récent 

d’une synthèse (Ruffin et al., 2017). Dans cette affection, il semblerait qu’il y ait une 

grande quantité de cellules spécifiques pour le virus en comparaison avec des cellules 

T CD4 effecteurs ou mémoires (Lindqvist et al., 2012) résultant en la production de 

plus d’anticorps spécifiques du virus. Ces derniers sont néanmoins souvent non 

neutralisants (Moir and Fauci, 2009). De plus, les cellules des patients infectés ont été 
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testées in vitro comme étant moins efficaces à la stimulation de la différenciation de 

cellules B (Colineau et al., 2015; Cubas et al., 2013). 

 

D. Vaccination  

La vaccination est un processus menant à la production d’anticorps, empêchant un 

pathogène de se développer dans l’organisme et menant à sa destruction. Il s’agit de 

préparer le système immunitaire à rencontrer un pathogène en le lui présentant 

atténué ou bien tué par exemple. Nous n’allons pas ici préciser les mécanismes et 

l’implication des Tfh et Tfr dans la vaccination puisque ce serait en quelque sorte 

reprendre l’ensemble des parties I et II de cette introduction. Nous indiquerons 

néanmoins brièvement en quoi la modulation de la réponse vaccinale et de son 

efficacité pourrait avoir comme cible les cellules folliculaires T.  

Il a en effet pu être montré que la réponse anticorps était directement corrélée à la dose 

de protéine injectée, elle-même corrélée à la quantité de Tfh chez la souris 

(Baumjohann et al., 2013) et chez l’homme en réponse à une vaccination contre la 

grippe (Chen et al., 2011). Plus largement, les corrélations entre Tfh et plasmablates 

circulants après la vaccination anti-grippale (Bentebibel et al., 2013) ou entre Tfh et B 

du GC (Rolf et al., 2010) ne sont plus confidentielles. 

 

Cibler les Tfh dans la vaccination est ainsi un des moyens d’améliorer la stratégie 

vaccinale. C’est chose faite depuis de nombreuses années, avant même la découverte 

de cette sous-population avec ce que C. Janeway appelait « the immunologist’s dirty 

little secret » (le lecteur excusera la non-traduction de cette locution qui en perdrait 

son intérêt historique). En effet, le système immunitaire n’est pas capable de 

reconnaître le non-soi sans une stimulation inflammatoire. Lors d’une agression par 

une bactérie, par exemple, les composants de cette dernière (comme les CpG ou le LPS) 

suffisent à indiquer au système immunitaire la présence d’un pathogène et à activer ce 

dernier. Polly Matzinger a quant à elle introduit la notion de théorie du danger, aux 

conclusions similaires (Matzinger, 1994). Quoi qu’il en soit, la réponse se trouve en 

l’adjuvant, composés d’agonistes de Toll-Like Receptor (TLR) permettant une 

meilleure activation du système immunitaire. Certains auteurs proposent donc de 

cibler spécifiquement et via les adjuvants certaines voies importantes dans le 

développement des Tfh comme l’immunisation avec des nanoparticules enrichies en 

agonistes des TLR4, 7 et 8 améliorant chez la souris la production d’anticorps et leur 
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qualité (Moon et al., 2012), et protégeant contre une infection secondaire (modèle de 

la grippe) (Kasturi et al., 2011). 

 

L’observation pertinente du lien entre signalisation via le TLR9 et production d’IL-6 

par la cellule dendritique puis de l’impact de la production d’IL-6 par la cellule 

dendritique et la génération de Tfh a pu améliorer les réponses anticorps avec une 

immunisation complémentée avec des agonistes de TLR9 (Chakarov and Fazilleau, 

2014; Rookhuizen and DeFranco, 2014). De la même façon, la liaison ICOS-ICOSL 

semblant nécessaire à la génération des Tfh mais pas d’autres sous-types de cellules T, 

l’augmentation de l’expression d’ICOSL sur les cellules dendritiques par stimulation 

du TLR2 a également montré des effets positifs dans la réponse à une immunisation 

(Redecke et al., 2004).  

 

Trois types de stratégies ont ainsi été synthétisées par Michelle Lintermann 

(Linterman and Hill, 2016), et sont présentées dans la Figure 11. 

 

Figure 11 : Stratégies d'améliorations vaccinales basées sur les Tfh, Lintermann MA., F1000, 2016 

 

 

E. Greffes 

Peter Medawar, Prix Nobel 1960 et pionnier de la transplantation a pu confirmer les 

dires de Burnet (avec qui il a conjointement reçu le prix) et sa théorie de la tolérance 
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immunologique. Il a confirmé l’hypothèse que le “soi” était défini au cours de la vie 

embryonnaire et porté ses travaux sur la découverte de la tolérance immunologique 

acquise. Ces travaux ont permis la montée en puissance de la greffe qui est désormais 

une opération répandue mais qui nécessite un contrôle fin de la réponse immunitaire.   

En effet, le rejet de greffe impliquant souvent la présence d’anticorps contre le greffon, 

la mise en cause du système impliquant les Tfh commence – lentement mais sûrement 

– à poindre. Peu d’études se sont pour l’instant intéressées au sujet mais il a été montré 

notamment chez le macaque que le blocage du couple CD40/CD40L connu pour 

empêcher un bon développement des Tfh et une bonne coopération avec les B, 

réduisait par conséquent le nombre d’anticorps anti-donneur de novo, autrement dit 

la réaction humorale contre le greffon (Kim et al., 2014). Des résultats similaires avec 

le blocage de cette voie ont été identifiés chez la souris dans un modèle de greffe de 

peau (Rodriguez-Barbosa et al., 2017) et la modulation de la voie CD28 s’est avérée 

efficace chez le babouin dans la greffe de rein à nouveau (Ville et al., 2016).  

 

Chez l’homme à ce jour peu d’études relatent les faits et c’est dans le sens contraire que 

la corrélation est relevée : les patients avec rejet d’organe présentent une plus grande 

quantité de Tfh que les patients tolérants envers le greffon (de Graav et al., 2015; Shi 

et al., 2017). En sus, seules de rares Tfr sont présents dans les organes lymphoïdes 

tertiaires après une greffe de rein (Xu et al., 2016). Ces travaux ouvrent néanmoins la 

voie à de nouvelles thérapies dans le contrôle de la réponse contre le greffon.  

 

Conscients des enjeux thérapeutiques que représentent la compréhension de 

l’immunité humorale et de ses limites, nous avons tenté de contribuer à notre échelle 

à la compréhension de son contrôle via une (re)définition des Tfr, la découverte d’un 

nouveau mécanisme de contrôle et la description de leur répertoire.   
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Objectifs poursuivis 

 
Cette introduction a tenté de présenter au lecteur les enjeux majeurs liés à la 

compréhension du contrôle de l’immunité humorale. Les Tfr sont une des clefs de ce 

contrôle et leur étude approfondie n’a pas encore eu le temps d’éclore depuis les 6 ans 

qui nous séparent de leur découverte. Le projet d’étude de ces cellules né en parallèle 

de cette thèse a eu pour objectif de répondre à trois préoccupations :  

 

- une première étape de caractérisation précise de ces cellules afin d’obtenir 

une population pure et dénuée de toute contamination par d’autres types 

cellulaires. Il s’agit d’un préalable essentiel à la découverte de nouvelles 

caractéristiques d’une population d’une taille si modeste ; 

 

- une deuxième étape de compréhension des mécanismes de contrôle de 

l’immunité humorale à partir de données transcriptomiques obtenues sur la 

base d’une sélection stricte des cellules telle qu’évoquée dans le point 1 ; 

 
 

- une troisième et dernière étape d’analyse du répertoire de ces cellules afin 

d’avancer dans la compréhension de leur origine, de leur spécificité, et de leur 

mode d’action. 
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Résultats 
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Article 1 – Redéfinition et mode d’action des Tfr 

 

Tfr cells lack IL-2Rα but express decoy IL-1R2 and IL-1Ra and suppress 

the IL-1-dependent activation of Tfh cells 

 

Publié le 8 septembre 2017 – Science Immunology 

 

Paul-Gydéon Ritvo, Guillaume Churlaud, Valentin Quiniou, Laura Florez, Faustine 

Brimaud, Gwladys Fourcade, Encarnita Mariotti-Ferrandiz, David Klatzmann. 
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Les immunoglobulines ou anticorps forment le principal composant de l’immunité 

humorale et permettent une défense efficace contre des pathogènes entre autres 

fonctions. Elles sont produites par des cellules hautement spécialisées appelées 

plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Les plasmocytes se différencient à partir de 

lymphocytes B naïfs ; ce mécanisme nécessite l’aide d’une sous-population de 

lymphocytes T, les T folliculaires helper (Tfh). L’aide apportée par le Tfh aux B peut 

être contrôlée dans les organes lymphoïdes secondaires par les lymphocytes T 

folliculaires régulateurs (Tfr) qui contrôleraient ainsi indirectement la production 

d’anticorps.  

 

La population des Tfr est très restreinte tant chez la souris que chez l’homme et a 

souvent été décrite comme portant – à l’aune des lymphocytes T régulateurs (Treg) – 

la sous-unité alpha du récepteur à l’interleukine (IL)-2, CD25. Ces cellules ont 

également été décrites comme dérivant des Treg.  

 

Au cours de ces travaux, nous avons fait la surprenante observation de la non-réponse 

des cellules Tfr à l’IL-2 in vivo, contrairement aux Treg. Une dissection approfondie 

du phénotype de ces cellules a donc été réalisée. Elle s’est fondée sur  

- l’expression des marqueurs caractéristiques des populations folliculaires ; 

o Bcl6, facteur de transcription commun aux Tfr et aux Tfh nécessaire au 

programme folliculaire de ces cellules et plus généralement à l’existence 

des centres germinatifs ; 

o PD-1 et CXCR5, molécules importantes dans la fonction, les interactions 

et la localisation de ces cellules près et dans la zone B des organes 

lymphoïdes secondaires. 

- l’expression de Foxp3, facteur de transcription responsable du programme 

régulateur des Treg, distinguant les Tfr (Fop3+) des Tfh (Foxp3-).  

Ce travail a révélé l’absence du marqueur CD25 à la surface des Tfr tant chez la souris 

que chez l’homme. Cette nouvelle caractérisation a permis l’étude d’une population 

dénuée de contamination par des Treg et une approche transcriptomique a révélé 

l’expression de plusieurs récepteurs à l’IL-1 sur les populations folliculaires. Alors que 

les Tfh expriment le récepteur dont l’IL-1 est agoniste (IL-1R1), transmettant le signal 

inflammatoire, les Tfr expriment le récepteur leurre IL-1R2 non associé à une 

transmission de signal, et sécrètent l’IL-1Ra, antagoniste du récepteur IL-1R1. 
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Par la suite, nous avons pu montrer que le traitement de souris avec de l’IL-1 permettait 

in vivo une large expansion de la population Tfh. In vitro, l’ajout d’IL-1 dans des puits 

contenant des Tfh a permis une forte augmentation de la production par les Tfh des 

cytokines responsables de l’aide aux cellules B, IL-4 et IL-21. L’ajout de Tfr in vitro 

supprimait l’activation induite par l’IL-1 montrant le rôle des Tfr sur cette voie. Cette 

suppression est d’ailleurs aussi efficace que celle produite par l’ajout de d’Anakinra, 

l’IL-1Ra humain recombinant.  

 

Nous avons donc levé le voile sur un axe de régulation IL-1 dans le contrôle des 

réponses B et conclu à une dichotomie présentée dans le schéma ci-dessous, entre 

d’une part le contrôle des Teff par les Treg en dehors du centre germinatif via 

notamment l’IL-2 et le contrôle des Tfh par les Tfr via l’IL-1 dans les centres 

germinatifs.  

 

 

 

 

 
Figure 12 : Dichotomie des dialogues Treg/Teff et Tfr/Tfh  
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I M M U N E  R E G U L A T I O N

Tfr cells lack IL-2R but express decoy IL-1R2 and IL-1Ra 
and suppress the IL-1–dependent activation of Tfh cells
Paul-Gydeon G. Ritvo,1 Guillame Churlaud,1,2 Valentin Quiniou,1,2 Laura Florez,1  
Faustine Brimaud,1 Gwladys Fourcade,1 Encarnita Mariotti-Ferrandiz,1 David Klatzmann1,2*

Follicular regulatory T (Tfr) cells from lymph node germinal centers control follicular helper T (Tfh) cell–dependent 
B cell activation. These scarce cells, often described and purified as CD25+ cells, are thought to be derived from 
thymic regulatory T (Treg) cells. However, we observed that mouse Tfr cells do not respond to interleukin-2 (IL-2), 
unlike Treg cells. Stringent immunophenotyping based on B cell lymphoma 6 (Bcl6), programmed cell death pro-
tein 1 (PD-1), and CXCR5 expression revealed that Tfr cells are actually CD25−, in mice and humans. Moreover, Tfr 
cell characterization based only on CXCR5 and PD-1 high expression without excluding CD25+ cells resulted in 
contamination with Treg cells. Transcriptome studies of CD4+CXCR5+PD-1+Bcl6+Foxp3+CD25− Tfr cells revealed that 
they express the IL-1 decoy receptor IL-1R2 and the IL-1 receptor antagonist IL-1Ra, whereas Tfh cells express the 
IL-1R1 agonist receptor. IL-1 treatment expanded Tfh cells in vivo and activated their production of IL-4 and IL-21 
in vitro. Tfr cells suppressed the IL-1–induced activation of Tfh cells as efficiently as the IL-1 receptor antagonist 
Anakinra. Altogether, these results reveal an IL-1 axis in the Tfh cell control of B cell responses and an IL-2/IL-1 dichot-
omy for Treg cell control of effector T cells versus Tfr cell control of Tfh cells.

INTRODUCTION
Germinal centers (GCs) form within peripheral lymphoid organs to 
foster T cell–dependent stimulation of B cells that results in the pro-
duction of high-affinity antibodies (1, 2). To produce such antibodies, 
GC B (GCB) cells interact with follicular helper T (Tfh) cells to en-
able their activation and differentiation into plasma cells (3–5). The 
Tfh cell lineage is imprinted by expression of B cell lymphoma 6 (Bcl6), 
a transcription factor that represses alternative fates and promotes 
Tfh cell differentiation and function (6). Bcl6 promotes the expres-
sion of CXCR5 (7–9), which controls the homing of Tfh cells to the 
B cell follicle and GCs (10, 11). Interleukin-6 (IL-6) and IL-21 con-
tribute to Tfh cell differentiation (12, 13) when naïve T cells are stimu-
lated through their T cell receptor (TCR) and costimulatory molecules, 
such as ICOS (inducible costimulator) and CD28 (7, 14, 15). Tfh-mediated 
CD40L/CD40 signaling in the presence of IL-21 and IL-4 induces 
proliferation, isotype switching, and differentiation of B cells (16–20).

The generation of autoantibodies and the development of auto-
immune diseases can result not only from the activation of autore-
active T and B cells but also from a dysregulation of GC formation 
and maintenance by Tfh cells (21, 22). Limiting the number of Tfh 
cells within GCs is critical to warding off the emergence of autoanti-
bodies (23–25). Thus, regulation of Tfh cells is essential for limiting GC 
reactions against self-antigens and preventing autoimmunity (26, 27).

Follicular regulatory T (Tfr) cells were found to limit the GC reac-
tion and to reduce antibody production within B cell follicles in human 
tonsils (28) and in mice (29). These cells were initially reported to ex-
press Bcl6, programmed cell death protein 1 (PD-1), and CXCR5, the 
canonical markers of Tfh cells, as well as forkhead box P3 (Foxp3) and 
CD25, the canonical markers of regulatory T (Treg) cells (30, 31). Tfr 
cells were first described as CD25hi, similar to Treg cells (29, 32), and Tfr 

cells are characterized/purified according to this marker in most 
studies. Except for mice expressing a reporter gene of Foxp3 expres-
sion, there is no other physiological surface marker that allows one to 
separate live Tfr cells from Tfh cells. Tfr cells were proposed to develop 
not only from thymus-derived Treg cells but also from Foxp3− precur-
sors in a PD ligand 1–dependent manner (33).

How Tfr cells control the GC reaction remains unclear. In vitro 
suppression assays showed that Tfr cells suppress B and Tfh cell re-
sponses, inhibiting B cell activation and class switch recombination 
and decreasing Tfh cell production of cytokines such as IL-4 (34, 35). 
Tfr suppression of Tfh cells has been reported to be dependent on 
cytotoxic T lymphocyte–associated protein 4 (36, 37). Depletion 
of Tfr cells in Bcl6fl/fl × Foxp3CRE mice had no impact on the size of the 
Tfh cell or GCB cell compartments (38). However, vaccinated Tfr- 
depleted mice have altered antigen-specific antibody responses, with 
significantly increased immunoglobulin A (IgA) levels and decreased 
avidity of IgGs against the immunogen, suggesting a qualitative role 
of Tfr cells in antibody production (38).

The antigen specificity of Tfh and Tfr cells is not well known, and 
diverging results have been reported regarding Tfr cells. Concordant 
results showed that Tfh cells are specific for the immunizing antigen 
(33, 39, 40). In contrast, a previous study showed that Tfr and Tfh cells 
share TCRs specific for the immunizing antigen (33), whereas a re-
cent one reported oligoclonal expansions in Tfh cells and a broad TCR 
usage in Tfr cells from the same GCs (41).

In this work, we identified Tfr cells as a rare population of 
CD4+CXCR5+PD-1+Foxp3+ cells that do not express CD25 and like-
wise do not respond to IL-2. On the basis of a stringent characteriza-
tion of Tfr cells, we analyzed their transcriptome and compared it 
with that of Tfh and Treg cells. Transcriptome studies clustered Tfr 
cells with Tfh cells rather than Treg cells and revealed a previously un-
characterized IL-1 axis in Tfr cell suppression of Tfh cells. Together, 
our work should prompt a reassessment of the biology of Tfr cells 
based on their better characterization and highlights an IL-2/IL-1 di-
chotomy for Treg cell control of effector T (Teff) cells versus Tfr cell 
control of Tfh cells.
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RESULTS
Tfr and Tfh cell response to IL-2
We investigated the in vivo response of Tfh and Tfr cells to IL-2. Mice 
expressing the green fluorescent protein (GFP) as a reporter gene of 
Foxp3 expression were injected with an adeno-associated virus cod-
ing for IL-2 (AAV–IL-2) that allows continuous production of IL-2 
(42). Twenty-one days after AAV–IL-2 injection, mice were immu-
nized or not immunized with ovalbumin (OVA), and their spleens 
were analyzed 10 days after the immunization. CD19+CD4− B cells, 
which are known to be CXCR5hi and PD-1−, were used to select the 
appropriate gating for defining CD4+CXCR5hiPD-1hi follicular T (Tfol) 
cells (fig. S1). GFP expression was then used to identify the subsets of 
Foxp3+ Tfr cells and Foxp3− Tfh cells within Tfol cells.

IL-2 increased the proportion (Fig. 1A) and numbers (fig. S2) of 
splenic Treg cells, as previously reported (42–44), irrespective of the 
immunization. The marked increase of Tfh cells induced by immu-
nization was reduced by IL-2 (Fig. 1B). In contrast, whereas immu-
nization had no impact on the proportion of Tfr cells, IL-2 induced 
a significant decrease of their proportion in CD4+ cells (Fig. 1C). 
The combined effects of IL-2 on Tfh and Tfr cells led to a decreased 
Tfr/Tfh ratio for both immunization and IL-2 treatment, alone or in 
combination (Fig. 1D).

Tfr cells do not express CD25
This negative impact of IL-2 on Tfr cells led us to carefully assess their 
expression of CD25 (IL-2R, a component of the high-affinity recep-
tor for IL-2) by flow cytometry. We first stringently defined Tfol cells 
on the basis of high CXCR5 and PD-1 expression within CD4+ cells. 
This gating defined Tfol cells as all CXCR5hiPD-1hi cells expressing 
Bcl6 (6), whereas CXCR5int/loPD-1int/lo non-Tfol cells did not (Fig. 2A). 
Within each of these two cell populations, we could detect the presence of 
a subset of Foxp3+ cells, thus defining CD4+CXCR5hiPD- 1hiBcl6+Foxp3+ 
Tfr cells and CD4+CXCR5int/loPD-1int/loBcl6−Foxp3+ Treg cells (Fig. 2B). 
Tfr cells did not express CD25, unlike Treg cells that expressed it highly 
(Fig. 2C). Similar observations were made with cells obtained from 
C57BL/6, BALB/c, and NOD (nonobese diabetic) genetic backgrounds 
(fig. S3). Expression levels of Bcl6 and CD25 were comparable among 
CXCR5hiPD-1hi Tfh and Tfr cells (fig. S4).

To confirm the bona fide nature of CXCR5hiPD-1hiFoxp3+CD25− 
Tfr cells, we studied their suppressive activity in a classic in vitro assay 
investigating the inhibition of IL-4 and IL-21 production by Tfh cells 
from immunized mice cocultured with B cells (34). Adding Tfr cells to 

these cocultures significantly decreased IL-4 production (Fig. 2D) 
and almost completely suppressed IL-21 production (Fig. 2E).

Because Tfr cells were initially described as CD25+ (32), we specu-
lated that this could be due to contamination by CXCR5int/loPD-1int/lo 
Treg cells. We thus analyzed CD25 and Bcl6 expression on a gradient 
of subsets defined by the intensity of CXCR5 and PD-1 expression 
among CD4+Foxp3+ cells (Fig. 2F, left). Whereas CXCR5hiPD-1hi Tfr 
cells homogeneously express Bcl6 and are CD25−, the progressive de-
crease in the intensity of CXCR5 and PD-1 expression was associated 
with a parallel loss of Bcl6 expression and an increase in CD25 expres-
sion (Fig. 2F, middle and right). These results indicate that a nonstrin-
gent characterization of Tfr cells leads to the inclusion of Treg cells.

Tfr cells’ transcriptomic profile distinguishes them from Treg 
and Tfh cells
We analyzed the expression profile of a set of 545 immune-related 
genes in Tfh, Tfr, and Treg cells from NOD and BALB/c mice using 
NanoString technology. Hierarchical clustering based on the entire 
set of genes clustered Treg cells samples apart from Tfol cell samples 
(fig. S5). We further used the 81 genes that better separate the three 
cell subsets (see the Supplementary Materials) to perform an additional 
hierarchical clustering (Fig. 3A) that again identified two main clusters 
of Tfol and Treg cells, regardless of the genetic background. Within 
the Tfol cluster, Tfr and Tfh cells were well separated. We evaluated 
the accuracy and statistical robustness of this clustering by multiscale 
bootstrap resampling using the pvclust R package (Fig. 3B) (45, 46). 
This statistical process attributes accuracy to each branch of the clus-
tering by calculating an approximately unbiased (AU) P value as a per-
centage (45). The higher the percentage, the higher the accuracy of a 
given branch of the clustering. In our data set, the AU P values for 
the separation of Treg and Tfol cells, as well as for the separation of Tfr 
and Tfh cells within Tfol cells, were 100%, indicating the robustness of 
the cell subset identification.

Differential gene expression in Treg, Tfh, and Tfr cells
We next analyzed the genes differentially expressed between Tfh, Tfr, 
and Treg cells using Ingenuity Pathway Analysis (IPA). The IPA’s 
Upstream Regulator analytic tool identified NFATc1, a subunit of the 
NFAT (nuclear factor of activated T cells) complex known to interact 
with Foxp3 (47, 48), as a key component differentiating the transcrip-
tome profiles of our three cell populations. NFATc1 is down-regulated 
(blue) in Treg cells and up-regulated (orange) in Tfh and Tfr cells, in 
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accordance with (i) the observed expression levels of genes regulated 
by NFATc1 and (ii) their expected positive or negative regulation 
by NFATc1 (49), as modeled by IPA. Foxp3 expression aside, the 
pattern of NFATc1-dependent gene expression was identical be-
tween Tfh and Tfr cells. In contrast, each of the NFATc1 up-regulated 
genes in Treg cells was down-regulated in Tfr and Tfh cells, and vice 
versa (Fig. 4A).

IPA then identified the pathways differentially modulated between 
the cell subsets. Tfr cells appeared as very active cells, with markedly 
up-regulated pathways related to movement, survival, viability, and 
proliferation. In contrast, pathways related to death and mortality were 
up-regulated in Tfh cells (Fig. 4B).

Supervised analyses then identified ILs and their receptors as 
markedly differentially expressed among the three cell subsets. IL-
2R, IL-2R, and IL-2R are highly expressed by Treg cells, whereas 
Tfr and Tfh cells only express IL-2R and IL-2R (Fig. 4C, left). IL-1Rs 
were not expressed by Treg cells and had distinct expression profiles 
for Tfol subsets (Fig. 4C, right). Tfh cells only expressed the agonist 
IL-1 receptor IL-1R1, which transmits the inflammatory message of 
IL-1. In contrast, Tfr cells expressed lower levels of IL-1R1 than Tfh 
cells but high levels of IL-1R2, the IL-1 receptor decoy (50), and, to 
a lesser extent, IL-1Rn, the IL-1R antagonist (51).

IL-4 and IL-21, cytokines involved in Tfh-mediated B cell help 
(16, 20, 52), were mostly expressed by Tfh cells (fig. S6). IL-2 expression 
could not be detected in any of the subsets, whereas IL-1 expres-
sion was at the limit of detection (number of transcripts ≈ 100) and 
was similar in each subset (fig. S6). Costimulation molecules involved 
in B-T cell cooperation were also differentially expressed in Tfol cells. 
CD40L was mostly expressed on Tfh cells, whereas OX40 (fig. S6) was 
mostly expressed on Tfr cells. Thus, the IL-1 receptors CD40L and OX40 
are the main molecules that discriminate Tfh and Tfr cells, as also con-
firmed by flow cytometry for IL-1R2 and OX40 (Fig. 4, D and E, and fig. S7).

IL-1–dependent Tfh cell activation
To assess the functional relevance of our IL-1–related gene expression 
profile, we investigated the role of IL-1 in Tfh cells. We treated immu-
nized mice with recombinant IL-1Ra (Anakinra), which blocks the IL-1 
response in humans (53) and mice (54–56), or with murine IL-1.

Compared with untreated immunized mice (OVA + Alum), in-
hibition of IL-1 during immunization led to a significantly reduced 
proportion of Tfh cells (Fig. 5A), whereas injection of IL-1 induced a 
significant increase of Tfh cell proportion. This increase was observed 
even when immunization was performed without Alum, indicating 
the autonomous effect of IL-1 on Tfh cells. The increased Tfh cell re-
sponse induced by IL-1 translated into an increased production of 
anti-OVA–specific IgG (Fig. 5B).

We then tested the contribution of IL-1 to the production of 
IL-4 by Tfh cells from immunized mice (Fig. 5C). B cells alone did 
not produce IL-4, whereas baseline Tfh cell IL-4 production was 
around 50 pg/ml. Coculture of B and Tfh cells led to a doubling of 
IL-4 production, whereas the addition of IL-1 rather than B cells 
led to an even more pronounced increase of IL-4 production by Tfh 
cells. Thus, Tfh cells are directly activated by IL-1.

We next investigated the IL-1 dependence of the Tfh cell sup-
pression by Tfr cells. When Tfr cells (at a Tfh/Tfr ratio of 2) were added 
to a coculture of Tfh and B cells, we observed a 50% reduction in 
IL-4 production (Fig. 5D), which corresponds to the value of basal 
IL-4 production by Tfh cells (Fig. 5C). This inhibition was equiva-
lent to the inhibition observed when adding Anakinra (Fig. 5D). 
This also suggests that some cells in the culture produced IL-1. We 
confirmed by flow cytometry that this production was mainly from 
B cells (fig. S8). Similar results were observed for the production of 
IL-21, leading to a sevenfold decrease of IL-21 production when Tfr 
cells are added to the culture (Fig. 5D).

Tfr cells could suppress the IL-1–induced Tfh cell activation 
(Fig. 5E). Whereas IL-1 led to a 10-fold increase of IL-4 and IL-21 
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production by Tfh, the addition of Tfr cells markedly inhibited this 
IL-1–dependent IL-4 and IL-21 production (Fig. 5E). Together, 
these results indicate that there is an IL-1-dependent activation of 
Tfh cells that can be suppressed by Tfr cells.

Tfr cell response to immunization with self-antigens or 
foreign antigens
We compared the response of Tfr cells to antigenic stimulation with 
two representative antigens. OVA immunization led to a higher in-
crease in Tfh cells compared with insulin (INS) immunization (Fig. 6A), 
and vice versa, for the proportion of Tfr cells (Fig. 6B). The resulting Tfr/
Tfh ratio was thus about fourfold higher after immunization with a 
self-antigen compared with a foreign antigen (Fig. 6C). This translated 
well in a higher proportion of CD19+Foxp3−Bcl6+GL7+IgD− GCB cells 
among CD19+ B cells (fig. S9) after OVA immunization compared 
with INS immunization (Fig. 6D). There was an inverse correlation be-
tween the proportions of Tfr cells and GCB cells (Fig. 6E). When IL-1 
was added during INS immunization, GCB cell values were in the 
range of those obtained after OVA immunization (Fig. 6F), indicating 
that the lower expansion of GCB cells after INS immunization was not 
intrinsically limited by a lower frequency of INS-specific B cells. There 
was again an inverse correlation between the proportions of Tfr cells 
and GCB cells (Fig. 6G)

Phenotype of Tfr cells in humans
We investigated the phenotype of Tfh and Tfr cells in humans by analyz-
ing these cells in spleen or mesenteric lymph node cells obtained from 

healthy organ donors, or from tonsils. By using the same gating strat-
egy that we used for mice (Fig. 7A), we could show the absence of 
CD25 expression on human Tfr cells (Fig. 7B). As for mice, we ana-
lyzed CD25 expression on a gradient of subsets defined by the inten-
sity of CXCR5 and PD-1 expression among CD4+Foxp3+ cells (Fig. 7C, 
left). Although CXCR5hiPD-1hi Tfr cells are homogeneously CD25−, 
the progressive decrease in the intensity of CXCR5 and PD-1 expres-
sion was associated with a parallel increase in CD25 expression (Fig. 7C, 
right). As for mice, IL-1R2 was expressed only on Tfr cells (Fig. 7D).

DISCUSSION
IL-2 is now widely developed for stimulating Treg cells in the context 
of inflammatory and autoimmune diseases (57). To better understand 
the consequences of an IL-2 treatment, and because Tfr cells are thought 
to derive from Treg cells, we assessed Tfr cell response to IL-2. We 
found that Tfr cell proportion was reduced rather than augmented 
during IL-2 treatment. This intriguing observation led us to thoroughly 
assess their CD25 phenotype and to determine that Tfr cells do not 
express CD25, neither in mice nor in humans. Contrary to Treg cells, 
which comprise both CD25+ and CD25− subsets (58), careful inves-
tigations assessing expression of the canonical Bcl6 marker (Fig. 2F) 
led us to conclude that Tfr cells are homogeneously CD25− and 
CXCR5hiPD-1hi. These results initially obtained in C57BL/6 mice 
were further confirmed in BALB/c and NOD mice (fig. S3) and also 
observed for human Tfr cells (Fig. 7C). Although a recent study on 
Tfr cell conditional depletion in Bcl6fl/flFoxp3CRE mice suggested that 
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Tfr cells are CD25lo rather than CD25+ (38), we believe that they 
are truly CD25−, as also supported by their lack of expansion (Fig. 1C) 
after treatment with IL-2. IL-2 treatment not only expands CD25+ 
Treg cells but also induces an increase of CD25 expression by CD25lo/− 
lymph node Treg cells (59, 60). Our results now define Tfr cells as a 

very small population of CD4+CXCR5hiPD-1hiFoxp3+Bcl6+CD25− 
cells. Therefore, when analyzing Tfr cells, which are scarce, if a very 
stringent gating on the highest CXCR5 and PD-1 expression and/or 
an exclusion of CD25+ cells is not implemented, there will be signif-
icant contamination of the studied population by Treg cells that we 

estimated at >50% with commonly used 
gating. Thus, many of the properties ini-
tially assigned to Tfr cells have likely been 
attributed to a mixed population of Treg 
and Tfr cells. Our results suggest that there 
is a need to revisit these properties in 
more stringently selected Tfr cells. It 
should be realized that this will be diffi-
cult, because Tfr cells are reduced to a 
minute population.

With this phenotypic characterization, 
we were able to sort only 2000 to 6000 
Tfr cells per spleen of immunized mice. 
Nonetheless, we could confirm the func-
tionality of Tfr cells. In vitro, they suppress 
Tfh-mediated production of IL-4 and IL-21 
(Fig. 2, D and E), necessary cytokines for 
Tfh-mediated differentiation of antibody- 
producing B cells (61). Such a reduction of 
IL-21 and IL-4 production has been de-
scribed as the main mechanism by which 
Tfr cells inhibit antibody responses (34). 
The in vivo suppressive activity of CD25− 
Tfr cells is also supported by the observa-
tion that the sole elimination of Bcl6/
Foxp3 cells led to highly abnormal Tfh cell 
and GCB cell responses (38). As we show 
that our cells are the only Bcl6+Foxp3+ 
cells (Fig. 2F), this work strongly supports 
our conclusions. In vivo, the increase in 
Tfr and Tfh cells upon immunization was 
reciprocally dependent on the self/nonself 
nature of the antigen, suggesting dif-
ferent antigenic specificities, as recently 
reported (41).

To further revisit Tfr cell functionality 
on the basis of this previously unknown 
characterization, we studied the transcrip-
tomic profile of Tfr cells and compared 
it with that of Tfh and Treg cells. We used 
the NanoString technology, which is re-
ported to be more quantitative for small 
cell populations (62). These analyses first 
showed that Tfr cells were clustered with 
Tfh and not with Treg cells (Fig. 3A and 
fig. S5). This clustering was shown to be 
robust by a multiscale bootstrap sampling 
statistical validation (Fig. 3B). This sug-
gests that the transcriptional program con-
 trolled by Bcl6 imprints the transcriptome 
landscape of Tfr cells more than the tran-
scriptional program controlled by Foxp3. 
The first study describing Tfr cells (29) 
showed a clustering of Tfr cells with Treg 
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cells; we believe that this could be due to contamination of the Tfr 
cells by Treg cells.

Our observation does not give clues as to the origin of Tfr cells as 
cells either derived from thymic Treg cells or induced from Tfh cells. 
The Bcl6-imprinted program could be secondarily imprinted over 
an initial imprinting by Foxp3, or vice versa. Lineage study and possi-
bly TCR repertoire studies should help address this important issue.

We found that murine Tfr cells highly express the decoy receptor 
IL-1R2 (Fig. 4C). IL-1R2, an IL-1 and IL-1 negative regulator, has 
been observed on neutrophils, macrophages, monocytes, B cells, and 
CD4+ T cells (63–66). Tfr cells also express IL-1Ra, the IL-1 receptor 
antagonist. We confirmed IL-1R2 expression on most, if not all, mouse 
and human Tfr cells by flow cytometry (Figs. 4D and 7D). IL-1R2 has 
also been described in some Treg cells after in vitro activation (65, 66) 
and in pancreatic (67) and infiltrating Treg cells from colorectal tumors, 
but not from lung tumors or normal tissues (68). We could not detect 
significant expression of IL-1R2 in Treg cells from immunized mouse 
splenocytes or human lymph nodes. In contrast, Tfh cells express the 
IL-1R1 agonist receptor but do not express IL-1R2 or IL-1Ra. These 
notable observations suggest that there could be an IL-1 axis in the 
regulation of Tfh cells by Tfr cells.

This IL-1 axis in the control of Tfh cell activation is directly sup-
ported by in vitro and in vivo results. The following observations 
collectively highlight the importance of IL-1 in Tfh cell activation 
and argue for a direct action of IL-1 on Tfh cells: (i) Tfh cells express 
IL-1R1 agonist receptor; (ii) IL-1 alone activates Tfh cell–dependent 
production of IL-4 and IL-21 in vitro; (iii) IL-1 alone (without ad-
juvant) triggers the expansion of Tfh cells in vivo in response to im-
munization; and (iv) Anakinra blocks the expansion of Tfh cells 
in vivo in response to immunization. Furthermore, the following ob-
servations demonstrate the biological relevance of antagonist IL-1Ra 
expression on Tfr cells: (i) Tfr cells suppress the production of both 
IL-4 and IL-21 by Tfh cells cocultured with B cells to the same extent 
as Anakinra, and (ii) Tfr cells suppress the IL-1–triggered produc-
tion of both IL-4 and IL-21 by Tfh cells.

Last, in the literature, the IL-1 axis in Tfh cell control of B cell 
response is indirectly supported by numerous observations: (i) ad-
ministering IL-1 during immunization leads to enhanced antibody 
production (69–71); (ii) antibody production is significantly reduced 
in IL-1–deficient mice (72, 73) but enhanced in mice lacking the ex-
pression of the IL-1 receptor antagonist IL-1Ra (72, 73); (iii) the ef-
fect of IL-1 on antibody production works through induction of CD40L 
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(73), which is highly expressed on Tfh cells (fig. S6); and (iv) many 
adjuvants used for immunization are IL-1 inducers (74, 75). These 
effects have been ascribed to IL-1, rather than to IL-1 (72). These 
results, together with the observation that IL-1 alone activates Tfh cells 
in vitro and in vivo, support the idea that our results should be rel-
evant to all immunization procedures increasing IL-1 production.

Tfh and Tfr cells are important for the regulation of humoral re-
sponses, in health and disease. Our results support that (auto)antibody 
production depends on IL-1 availability for Tfh cells, regulated by IL-1 

antagonists expressed by Tfr cells. However, how general the contribu-
tion of the IL-1 axis is in the Tfh/B cell response to various antigenic 
stimulations (such as against other foreign antigens or self-antigens 
and during infection or autoimmune diseases) remains to be inves-
tigated, because this was not explored in this study. The mechanisms at 
work for its regulation also remain to be dissected. Selective knockout 
of IL-1R1 and IL-1R2/IL-1Ra in Tfh and Tfr should help address these 
questions. Last, the lineage of Tfr cells remains to be elucidated. Together, 
our results indicate a dual regulation of T cells in lymph nodes, one 
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between Treg and Teff cells regulated by IL-2 outside GCs and the other 
between Tfh and Tfr cells regulated by IL-1 inside GCs.

MATERIALS AND METHODS
Study design
For human and mice flow cytometry assays, the sample sizes were 
of at least five individuals per experiment. For enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) and NanoString, sample sizes were of 
at least four per condition for which cells were sorted from pooled 
splenocytes from nine mice to ensure a sufficient number of Tfr cells. 
Sample size was determined on the basis of experimental feasibility 
and for statistical significance. The experiments were not random-
ized. The investigators were not blinded to the allocation during ex-
periments and analyses.

Mice
Male and female NOD Foxp3-GFP and BALB/c Foxp3-GFP (C.129X1- 
Foxp3tm3Tch/J) mice (8 to 14 weeks old) expressing GFP under the 
control of the promoter of Foxp3 gene were provided by V. Kuchroo of 
Brigham and Women’s Hospital (Boston, MA). C57BL/6 Foxp3-GFP 
mice expressing GFP under the control of the promoter of Foxp3 
gene were provided by B. Malissen of the Centre d’Immunologie de 
Marseille-Luminy (France). All animals were maintained at the Uni-
versity Pierre and Marie Curie (UPMC) Centre d’Expérimentation 
Fonctionnelle animal facility (Paris, France) under specific pathogen– 
free conditions in agreement with current European legislation on 
animal care, housing, and scientific experimentation (agreement 
number A751315). All procedures were approved by the local animal 
ethics committee.

IL-2 treatment in mice
AAV8-CAG-IL2 recombinant vectors (rAAVs) were generated by 
triple transfection of human embryonic kidney 293T cells, as described 
previously (42). Mice were injected intraperitoneally once before im-
munization at day −21 (D−21) with 1010 viral genomes of rAAVs di-
luted in 100 l of 1× phosphate-buffered saline (PBS1×).

Immunization
Mice were either immunized once (D0) and sacrificed at D10 for 
Tfr/Tfh phenotypic and transcriptomic studies or immunized twice 
(D0 and D14) and then euthanized at D28 for the analysis of GCB 
cells. Intraperitoneal injection was performed with 100 g of OVA 
(OVA A5503, Sigma-Aldrich) mixed with 500 g of aluminum hy-
droxide (Alum) gel (AlH303, Sigma) or with 4.5 IU of human INS 
(Umuline Rapide, Lilly) mixed with 500 g of Alum.

In vivo treatment
Mice treated with recombinant human IL-1Ra received Anakinra (1 mg 
per mouse; Amgen) every 24 hours from D−1 before immunization 
to D4 after immunization. Mice treated with IL-1 received recom-
binant mouse IL-1 (0.5 g per mouse; BioLegend) at D1 and D2 
after immunization.

Flow cytometry analysis of mouse cells
Fresh total cells from lymph nodes and spleens were isolated in 
PBS1×–3% fetal bovine serum (FBS) and stained for 20 min at 4°C 
with the following monoclonal antibodies at predetermined optimal 
dilutions: CD121b-BV421, CD19-PeCF594, CD4-V500, CD8a-AF700, 

Bcl6-APC, CD278-BV421, CXCR5-Biotin (BD Biosciences), GL7- 
 e450, Foxp3-AF488, PD-1–PE (PD-1–phycoerythrin), CD134-APC 
(CD134-allophycocyanin) (eBioscience), streptavidin-APC (eBioscience) 
or streptavidin–APC-Cy7 (BD Biosciences), CD25-PC7 (eBioscience), 
or CD25–eFluor 660 (BD Biosciences). CXCR5 staining was per-
formed using biotinylated anti-CXCR5 for 30 min at 20°C followed 
by APC- or APC-Cy7–labeled streptavidin at 4°C. Intracellular detec-
tion of Foxp3 was performed on fixed and permeabilized cells using 
appropriate buffer (eBioscience), following the manufacturer’s rec-
ommendations. Cells were acquired on an LSR II flow cytometer 
(Becton Dickinson) and analyzed using FlowJo software (TreeStar Inc.). 
Dead cells were excluded by forward/side scatter gating.

Human tissues
Human tissues were obtained from prospective organ donors through 
an approved research protocol (no. 2014-108) authorized by the 
French Biomedicine Agency and the Ministry of Education and Re-
search. Relatives of the donors provided informed consent for the 
collection of samples. Tissues were collected after the organs were 
flushed with cold preservation solution.

Tissue samples were maintained in cold PBS and brought to the 
laboratory within 2 to 4 hours of organ procurement where they were 
rapidly processed using mechanical digestion, resulting in high yields 
of living lymphocytes. For the spleen, an additional step was carried 
out to isolate mononuclear cells by density gradient centrifugation 
with Lymphoprep (STEMCELL Technologies).

Flow cytometry analysis of human cells
Cell pellets were resuspended in a 106 cells/50 l of FBS concentra-
tion and then treated using the PerFix-nc kit (Beckman Coulter), 
following the manufacturer’s recommendations. Cells were stained 
using a panel of fluorescence-conjugated fluorescein isothiocyanate 
(FITC), PE, PE–Texas Red (PE-TR), AF647, PE-Cy7, AF405, Pacific 
Blue, or BV510 monoclonal antibodies to detect the following cell 
proteins: CD4, CD25, CD127, Foxp3 (Beckman Coulter), CD3 (BD 
Biosciences), PD-1, CXCR5 (Ozyme), and IL-1R2 (R&D Systems). 
Flow cytometry data acquisition was performed on BD FACSAria II 
(BD Biosciences). Control samples included unstained and single 
fluorochrome- stained compensation beads (UltraComp eBeads, eBio-
science). Flow cytometry data were analyzed using FlowJo software 
(TreeStar Inc.).

Cell sorting
Splenocytes from immunized mice were stained with Ter-119–biotin 
and B220-biotin antibodies for 20 min at 4°C and labeled with anti- 
biotin magnetic beads (Miltenyi Biotec) for 15 min at 4°C. B cells and 
erythrocytes were depleted on an autoMACS separator (Miltenyi 
Biotec), following the manufacturer’s procedure. Enriched T cells were 
stained as described in the “Flow cytometry analysis of human cells” 
section, and the following subsets were sorted on BD FACSAria II (BD 
Biosciences), with a purity of >98%: CD4+CD8−CXCR5hiPD-1hiFoxp3− 
Tfh cells, CD4+CD8−CXCR5hiPD-1hiFoxp3+ Tfr cells, and CD4+CD8− 

CXCR5int/loPD-1int/loFoxp3+ Treg cells.

Suppression assays
Tfh, Tfr, and CD19+ B cells were sorted from D−10 OVA-immunized 
mice, following a previously described “Immunization” protocol. For 
all the conditions, 2 × 104 Tfh cells and 5 × 104 B cells were cultured 
for 96 hours in 96-well plates (Nunc) in complete RPMI 1640 (Thermo 
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Scientific) with anti-IgM (5 g/ml; clone eB121-15F9, eBioscience) 
and three CD3/CD28 beads for one T cell (Dynabeads Mouse T- 
Activator, Thermo Scientific). We then added either (i) 1 × 104 Tfr 
cells with (“Tfh + B + Tfr + IL-1”) or without (“Tfh + B + Tfr”) 1 g of 
recombinant mouse IL-1 (BioLegend), (ii) only 1 g of recombi-
nant mouse IL-1 (“Tfh + B + IL-1”), or (iii) Anakinra (500 ng/ml; 
Amgen) (“Tfh + B + Anakinra”). IL-4 and IL-21 secretion levels were 
measured by ELISA (eBioscience) in supernatants of cultured cells, 
according to the manufacturer’s recommendations.

Gene expression analysis based on a NanoString 
immunology panel
Sorted cells were washed in PBS1× and stored in RNAqueous kit lysis 
buffer (Ambion Inc./Life Technologies) at −80°C. Total RNA was ex-
tracted according to the manufacturer’s instructions, and quality was 
assessed on a bioanalyzer using the Pico RNA Reagent Kit (Agilent 
Technologies). Gene expression was analyzed using a NanoString 
mouse immunology panel, following the manufacturer’s recommen-
dation (see Supplementary Materials and Methods).

Statistical analysis
Flow cytometry, cytokine production, and gene expression data were 
analyzed using nonparametric Mann-Whitney U test on GraphPad 
Prism v5 [P values, such as P > 0.05 (not significant), *P < 0.05, **P < 
0.01, ***P < 0.001, and ****P < 0.0001, are indicated in the figures]. 
Exact P values are provided in table S1. Nonparametric correlation 
analyses were performed by Spearman rank correlation coefficient 
calculation. NanoString data were analyzed using IPA (QIAGEN). 
Clustering analysis and multiscale bootstrap resampling were per-
formed using heatmap.2 and pvclust R packages on R version 3.1.3 
(cluster method, average; distance, correlation).

See the Supplementary Materials for additional Materials and 
Methods information.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
immunology.sciencemag.org/cgi/content/full/2/15/eaan0368/DC1
Materials and Methods
Fig. S1. Representative flow cytometry gating for Tfol cells.
Fig. S2. IL-2 increases the number of splenic Treg cells.
Fig. S3. Expression of CD25 on Tfr and Tfh cells in three different genetic backgrounds.
Fig. S4. Tfh and Tfr cells have similar expressions of Bcl6 and CD25.
Fig. S5. Clustering of Treg, Tfr, and Tfh cells based on the expression of the entire 545-gene set 
from the NanoString mouse immunology panel.
Fig. S6. Cytokines, CD40L, and OX40 expression of Tfr, Treg, and Tfh cells.
Fig. S7. IL-1R2 and OX40 expression of Tfr, Treg, Teff, and Tfh cells.
Fig. S8. IL-1 production in coculture of B and Tfh cells.
Fig. S9. GCB representative gating after INS or OVA immunization.
Table S1. Exact P values of the asterisk symbols shown in figures.
Source data (Excel file)
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Supplementary Materials  

Materials and Methods 

Nanostring 

Gene expression analysis based on a NanoString immunology panel 

RNA extraction and NanoString procedure: Sorted cells were washed in PBS1X and stored 

in RNAquous kit Lysis Buffer (Ambion, Inc/Life Technologies) at -80°C. Total RNA was 

extracted according to the manufacturer’s instructions and quality was assessed on a 

bioanalyzer using the Pico RNA Reagent Kit (Agilent Technologies). Gene expression was 

analyzed using the NanoString mouse immunology panel (NanoString, Seattle, USA). 5 ng of 

total RNA was pre-amplified (5 cycles of PCR) using the specific multiprobe approaches 

following the manufacturer’s instructions. Each sample was analyzed in a separate multiplexed 

reaction including in each, eight negative probes and six concentrations of positive control 

probes. Negative control analysis was performed to determine the background for each sample.  

Data quality control and normalization: Data were imported into NanoString nSolver 

analysis software (version 2.5) for quality control and normalization. A preliminary quality 

control analysis was performed on raw data as follows: A first normalization step using the 

internal positive controls was applied to correct potential sources of technical variations. To do 

so, we calculated for each sample the geometric mean of the positive probe counts. A scaling 

factor for a sample was the ratio of the average across all geometric means and the geometric 

mean of the sample. For each sample, we multiplied all gene counts by the corresponding 

scaling factor. Next, for each sample and all genes of interest, non-specific measurements 

counted in a water sample (No Template Control) were subtracted from all measurements for 

all samples. Finally, to take into account biological variation, 14 housekeeping genes were used 

to normalize all the 545 genes of interest using the same method as in the positive control 

normalization step. 
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Selection of highly discriminant genes: We further analyzed the genes that better separate the 

cell subsets. As 100 transcripts per gene represent the limit for a robust detection of expression, 

we first selected genes with such expression in at least one sample. We then selected genes 

whose mean expression in one subset was at least twice or half the mean expression in the two 

other subsets, leading to a set of 81 genes that were used for Tfr, Tfh and Treg functional profile 

study. 
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Fig. S1: Representative flow cytometry gating for Tfol cells 

Flow cytometry contour plots identifying CXCR5hiPD-1hi follicular T cells (Tfol cells) within 

CD4+CD19- T cells (middle panel) and CXCR5hiPD-1- status of CD4-CD19+ B cells (right 

panel). 
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Fig. S2: IL-2 increases the number of splenic Treg cells 
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Figure S3: Expression of CD25 on Tfr and Tfh cells in three different genetic 

backgrounds 
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Figure S4: Tfh and Tfr cells have similar expressions of Bcl6 and CD25 

Flow cytometry contour plot identifying CD4+Bcl6+Foxp3+ Tfr (red) and CD4+Bcl6+Foxp3- 

Tfh (blue) cells within Tfol cells of A (left) and their expression of Bcl6 (middle panel) and 

CD25 (right panel). 
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Figure S5: Clustering of Treg, Tfr and Tfh cells based on the expression of the entire 545 

gene set from the Nanostring mouse immunology panel 

Heat map comparing the gene expression profiles of Treg, Tfr and Tfh cell subsets from two 

genetic backgrounds ten days after immunization. High (red) and low (blue) gene expression. 
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Figure S6: Cytokines, CD40L and OX40 expression of Tfr, Treg and Tfh cells  

Expression of indicated molecules in Treg (white), Tfh (blue) and Tfr (red) cells. 
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Figure S7: IL-1R2 and OX40 expression of Tfr, Treg, Teff and Tfh cells  

IL-1R2 (left) and OX40 (right) protein expression of Tfr, Treg, Teff and Tfh cells. 
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Figure S8: IL-1 production in co-culture of B and Tfh cells 

Flow cytometry dot plot showing the IL-1 production of PD-1- B cells and PD-1+ Tfh cells (left) 

and of CD4- B cells and CD4+ Tfh cells (right) in co-culture of B and Tfh cells. IL-1 was stained 

using the IL-1-APC (eBioscience). 
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Figure S9: GCB representative gating after INS or OVA immunization  

Bcl6- GL7- B cells and Bcl6+ GL7+ germinal center B cell (GCB cell) proportions within CD19+ B 

cells after INS or OVA immunization 
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Figure Comparison Exact p-value 

1 throughout *: p=0.0159, **: p =0.0079 

2C   **: p = 0.0079 

2D   *: p=0.0159 

2E   *: p=0.0256 

4C throughout *: p=0.0159, **: p =0.0079 

4D throughout ****: p<0,0001 

4E   
*** : p=0.0002 except comparison between Tfh and Treg 
for OX40 MFI, p=0.0006 

5A   **: p=0.0022 

5B   *: p=0.0357 

5C   *: p=0.0286 

5D left   *: p=0.0159, **: p =0.0079 

5D right   *: p=0.0286 

5E left    *: p=0.0159, **: p =0.0079 

5E right   *: p=0.0286 

6A-D   **: p=0.0012 

6E   **: p=0.0043 

7B   *: p=0.0238, **:p=0.0079 

7D   *: p =0.0286 

 

Table S1: exact p-values of manuscript figures 
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Article 2 – Répertoire des Tfr 

  
High resolution Tfh and Tfr repertoire analysis reveals an unexpected high 

diversity and suggests a bystander activation of follicular T cells 

 

Soumis le 11 septembre 2017 – Nature Communications 

 

Paul-Gydéon Ritvo, Wahiba Chaara, Benjamin Bonnet, Adrien Six, Encarnita Mariotti-

Ferrandiz, David Klatzmann. 
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Les cellules Tfh et Tfr jouent un rôle important et antagoniste dans l’activation des cellules B 

et la production d’anticorps dans les centres germinatifs.  

 

De précédentes études montrent de façon concordante que les cellules Tfh sont spécifiques 

pour l’antigène utilisé lors d’une immunisation. La question de la spécificité des Tfr est quant 

à elle moins étudiée (deux publications à ce jour) et fait l’objet de controverses bien qu’elles 

semblent avoir un répertoire spécifique du soi.  

 

Les études du répertoire des cellules folliculaires se sont toujours basées soit sur le 

séquençage de répertoire de souris transgéniques pour le TCR avec par exemple une des deux 

chaînes du TCR fixe (Maceiras et al., 2017a), pouvant avoir un impact sur la différenciation 

des Tfr si l’on considère le TCR comme une unité importante pour la cette population, soit 

sur l’analyse de cellules spécifiques d’antigènes obtenues par l’utilisation de tétramères 

couplés à des peptides immunodominants (Aloulou et al., 2016), conduisant à la sélection de 

cellules spécifiques pour un complexe CMH-peptide donné. Aussi, suite notre redéfinition du 

phénotype des Tfr (article 1), nous avons entrepris le  premier séquençage à haut débit des 

transcrits du TCR sur plusieurs échantillons de Tfh, Tfr, Treg et Teff de souris non manipulées 

génétiquement et immunisées avec un antigène du soi (l’insuline) ou un antigène du non soi 

(l’ovalbumine).  

 

Nous montrons dans un premier temps que les répertoires Tfh et Tfr, bien que moins divers 

que ceux des Teff et des Tregs, présentent une diversité importante associée à au moins 5 000 

TCRbd différents, en réponse à un seul antigène donné.  

 

L’analyse de l’utilisation des gènes TRBV permet par la suite de grouper les cellules 

folliculaires et non folliculaires respectivement ainsi que les cellules régulatrices et non 

régulatrices respectivement. A une échelle de grandeur plus fine, l’analyse du partage 

clonotypique entre plusieurs échantillons a permis de révéler qu’une réponse contre un 

antigène injecté ne pouvait être détectée dans les Tfh que lorsque cet antigène n’était pas une 

protéine du soi. De plus, les Tfr ne semblent pas répondre à l’antigène injecté.  

 

Enfin, nous avons pu montrer que les Tfr partageaient une plus grande partie de leur 

répertoire avec les Treg en comparaison avec les Tfh ou les Teff.   
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Ces analyses nous ont permis de conclure à une activation au moins en partie bystander (non 

spécifique de l’antigène) pour les populations folliculaires durant une réponse à un antigène. 

En effet, nous nous attendions à ne trouver que quelques clonotypes et avec des expansions 

majeures au moins dans les échantillons de Tfh de souris immunisées avec l’ovalbumine en 

lieu et place de quoi seule quelques expansions robustes et communes ont pu être observées.  

 

 

Enfin, nos travaux appuient également les différentes études affirmant l’origine régulatrice 

des Tfr. En effet, malgré la ressemblance phénotypique des Tfr avec les Tfh, nous faisons 

l’hypothèse qu’une proximité de répertoires semble plus difficile à mimer qu’une proximité 

dans l’expression de nombreux gènes qui pourraient être sous la dépendance d’un ou 

plusieurs facteurs de transcriptions. Cette théorie est schématisée dans la Figure 13.  

 

 

Figure 13 : Proximités respectives des Tfr avec les Tfh et les Treg 
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Abstract 

T follicular helper (Tfh) and regulatory (Tfr) cells regulate B cell activation and ultimately antibody 

production in germinal centres. While concordant results show that Tfh cells are specific for the 

immunizing antigens, limited and even controversial results have been reported regarding the 

specificity of Tfr cells. Here we used high-throughput T cell receptor (TCR) sequencing to address this 

issue. We observed that although the Tfh- and Tfr-cell repertoires are less diverse than those of 

effector (Teff) and regulatory T (Treg) cells, they still represent 2 500 to 10 000 specificities in 

response to a single antigen. T-cell receptor beta variable (TRBV) gene usage distinguishes both 

follicular T cells (Tfol) from non-Tfol cells, as well as helper (Teff and Tfh) vs. regulatory (Treg and Tfr) 

cells. Analysis of the sharing of clonotypes between samples revealed that (i) a specific response to 

the immunizing antigen can only be detected in Tfh cells immunized with a non-self-antigen, and that 

(ii) Tfr cells seem not to respond to the immunizing antigen. Finally, the Tfr TCR repertoire is more 

similar to that of Tregs than to that of Tfh or Teff cells. Altogether, our results highlight a bystander 

Tfol-cell activation during antigenic response in the germinal centres and support the Treg-cell origin 

of Tfr cells.  
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Introduction  

The germinal centre (GC) is an essential structure for the activation of B cells and the generation of 

high-affinity antibodies providing a humoral protection against pathogens1,2. Follicular helper (Tfh) 

cells promote the differentiation and activation of B cells into plasma cells, enabling antibody 

production 3,4REF. In contrast, the recently discovered T follicular regulatory (Tfr) cells5–7 inhibit this 

GC reaction, therefore reducing antibody production, in humans6 and mice7. Tfr also promote high-

affinity antibodies, as mainly low-affinity antibodies were detected in the absence of Tfr8,9. In 

addition, Tfr are increased in infectious diseases with insufficient antibody production10–13. 

Contradictory results have been found so far in autoimmune diseases, where Tfr are either increased 

or decreased14–17. Their suppressive effect on Tfh and GC B cells is associated with the expression of 

CTLA-418,19. We recently showed that Tfr control Tfh by IL-1 deprivation20. This unknown mechanism 

was revealed after redefining Tfr phenotype as  CD4+CXCR5hiPD1hi Foxp3-CD25- 20, as reported by 

others 21 . Most studies on Tfr were performed on CD4+CXCR5+PD1+Foxp3+CD25+22 cells, which we 

found to be enriched in conventional regulatory T cells 20. Therefore, those recent observations 

highlight the need to revisit many aspects of Tfr cell biology as previous studies might have reported 

results from a mixture of Tfr cells and regulatory T cells (Treg cells)20.  

Two such aspects are Tfr specificity and origin. It is believed that to activate B cells, Tfh cells must 

recognize the same antigen as the B cells they help23,24. Several studies based on peptide-class II 

major histocompatibility complex (pMHCII) tetramers25,26 or ELISPOT assays27 established that Tfh 

cells are specific for peptides of the immunizing antigen. However, contradictory results have been 

obtained for Tfr cells. A recent study addressed this issue by comparing the T cell repertoires after 

immunization with the myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) in wild-type and MOG knock-out 

mice. MOG is a self-antigen in the former and a non-self antigen in the latter. In both conditions, Tfr 

specific for the immunodominant peptide of MOG assessed by tetramers were identified, indicating 

that independently of the self or foreign nature of the immunizing antigen, Tfr cells could be specific 
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for it28. They also showed that Tfh cells share with Tfr cells TCRs specific for the immunizing antigen28, 

suggesting that Tfr cells can differentiate from naïve helper T cells. In contrast, in a previous study 

using high-throughput sequencing (HTS) in immunized mice with a fixed TCR β chain, we reported 

oligoclonal expansion in Tfh cells and a broad TCR usage in Tfr cells from the same GCs29. In addition, 

only Tfh specific for the immunizing antigen were found in draining lymph nodes, not Tfrs, and the 

Tfr repertoire was closer to Treg than to Tfh, suggesting a Treg origin. However, all these results28,29 

were obtained with CD4+CXCR5hiPD1hiFoxp3+CD25+ “Tfr” cells. Therefore, the observed TCR 

repertoire diversity and composition was probably that of a mixture of TCRs derived from Treg and 

Tfr cells.  

In these previous studies, it should be noted that Tfr cell specificity was studied either (i) with 

tetramers that assess only limited specificities28 or (ii) using HTS in TCR-transgenic mice which thus 

have a biased repertoire29. Here, we performed HTS on stringently defined Tfr cells 

CD4+PD1hiCXCR5hiFoxp3+CD25- from wild-type mice and compared their TCR repertoires to that of 

Tfh, Treg and Teff cells by HTS targeting the  chain. Cells were obtained from non-immunized mice 

or mice immunized either with a self-antigen (insulin, INS) or a non-self-antigen (ovalbumin, OVA).  

Our work reveals strong similarities between the repertoires of Tfr cells irrespective of the 

immunizing antigen, while Tfh repertoires seem more sensitive to the nature of the immunization. 

We also show an overlap between Tfr and Treg cell repertoires that was not observed between Tfr 

and Teff cells or between Tfh and Treg cells. Moreover, the diversity of the Tfh- and Tfr-cell 

repertoires is lower than that of Teff and Treg cells, although surprisingly high for cells that are 

localized in an anatomical and functional structure that is supposed to respond to a given antigen. 

Altogether, our observations suggest a significant bystander activation of Tfol cells during antigen-

specific responses and support a Treg-cell origin for Tfr cells.  
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Results: 

To investigate the TCRβ repertoire of Tfr cells, we used mice with the transgenic expression of green-

fluorescent protein (GFP) under the promoter of Foxp3 to purify Tfh (CD4+CD8-CXCR5hiPD1hiFoxp3-), 

Tfr (CD4+CD8-CXCR5hiPD1hiCD25-Foxp3+), Teff (CD4+CD8-CXCR5lo/-PD1lo/-Foxp3-) and Treg (CD4+CD8-

CXCR5lo/-PD1lo/-Foxp3+) cells. In order to recover sufficient amounts of the scarce Tfr-cell population, 

cells were purified from pools of six to eight mice (later named "individuals") receiving the same 

treatment. We generated three pools of mice immunized intraperitoneally with OVA in alum, three 

pools with INS in alum and two pools that were not immunized in order to study cells at homeostasis. 

Finally, we massively sequenced T-cell mRNA from sorted Tfr-, Tfh-, Teff- and Treg-cell subsets 

 

Tfol cells have a lower diversity than non-Tfol cells 

We first analyzed the TCR diversity of the four cell subsets in the three immunization settings. 

Sequence and clonotype numbers obtained for all samples are provided in Supplementary Table S1 

for reference. Rarefaction curves (Fig. 1A), which represent the observed numbers of different 

clonotypes (i.e. unique combination of TRBV-CDR3p-TRBJ) observed at a given size sample (TR 

sequences), showed that both Tfr- and Tfh-cell repertoires are less diverse than those of Teff and 

Treg cells. Indeed, from 100 000 sequences and over, Tfol-cell clonotype numbers are systematically 

two- to three-fold lower than that of Teff/Treg cells (p=0.0079, Mann-Whitney U). At the sequencing 

depth used, we have almost captured the entire diversity of Tfh and Tfr cell TCR repertoires, as shown 

by the almost flat slopes, while this is not the case for Teff and Treg cells.  

Other commonly used diversity indices confirmed these observations. The percentage of the most 

predominant clonotypes that account for 50% of the sequences of a sample size (D50)30 of Tfol cells 

(1 to 2%) is significantly lower than the average D50 of Teff and Treg cell repertoires (Fig. 1B). This 

marked difference between Tfol and non-Tfol cells, which is more pronounced than the one 

evidenced by rarefaction curves, suggests that there are important clonotype expansions in Tfol cells. 
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The Pielou index31, ranging from 0 to 1, assesses the evenness of a repertoire: the higher the index 

the more equally represented the clonotypes are. Repertoire evenness is both high and yet 

significantly different for Treg and Teff cells. In contrast, the Pielou index is significantly lower for Tfol 

cells compared to non-Tfol cells (Fig. 1C). The lower richness described by the rarefaction curves and 

the D50 index could thus be explained by a higher number of expansions among Tfr and Tfh cells 

compared with Teff and Treg cells. This was confirmed by analyzing the frequency of the predominant 

clonotypes in the different cell populations (Fig. 1D). The predominant 1% of clonotypes for Tfr and 

Tfh cells represent at least 50% of the total repertoire, compared to only 10% for Teff and Treg cells. 

In particular, some clonotypes represent more than 1% of the sample in Tfr- and Tfh-cell samples, 

which is not observed in Treg and Teff cells. Finally, reconstruction of immunoscope profiles from 

NGS data showed a Gaussian distribution profile for Teff and Treg cells, and numerous expansions in 

Tfol-cell samples, as exemplified for representative TRBVs (Supplementary Fig. S1). Altogether, these 

results suggest that the global characteristics of the Tfh- and Tfr-cell repertoires are similar and that 

both subsets have a skewed diversity compared to non-Tfol cells. 

 

TRBV but not TRBJ genes are differentially used by the four cell populations 

We first performed a principal component analysis (PCA) of TRBV (Fig. 2A) and TRBJ (Fig. 2B) gene 

frequencies. Strikingly, the first component (PC1) of the PCA using TRBV gene frequencies (Fig. 2A), 

which explains about ≈32% of the variability, separates very well Tfol- from non-Tfol-cell subsets, 

while the second (PC2; 12% of the variability) separates the regulatory subsets (Tfr and Treg cells) 

from the non-regulatory ones. In contrast, no clear separation of the four T cell subsets (Fig. 2B) could 

be observed using TRBJ gene usage. The same analysis for the TRBVBJ combination frequencies (Fig. 

2C) showed clear separation of the four T cell subsets, although only ≈30% of the variability is 

explained by the first two components compared to ≈50% when focusing on the TRBV gene 

frequencies only.  
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We next computed the Morisita–Horn (MH) index between all samples based on their TRBVBJ usage 

(Fig. 2D), which calculates a similarity score ranging from 0 (dissimilar) to 1 (similar) between each 

pair of samples, and performed a hierarchical clustering (Euclidean distance and “complete” method) 

of all the samples using this metric. In line with the PCA analysis, Tfh- and Tfr-cell samples (Tfol) were 

clustered together, apart from the Teff and Treg (non-Tfol) cells. However, Tfol samples are mixed 

within their cluster. Although their TRBV and TRBVBJ usage appeared to distinguish regulatory vs. 

helper cells on PCA for Tfol and non-Tfol cells, the sharing of TRBVBJ gene usage between Treg and 

Teff cells is higher than that between Tfh and Tfr cells (Fig. 2D, Supplementary Fig. S2). Hierarchical 

clustering of TRBVBJ frequencies (Fig. 2E) also showed Teff and Treg cell co-clustering. In contrast, 

Tfol cells do not cluster together but are just separated from non-Tfol cells. This suggests 

heterogeneity among Tfol-cell samples. 

Since samples originated from mice undergoing different immunization protocols, we computed the 

MH similarity matrix between samples from mice immunized with either INS (Fig. 2F) or OVA (Fig. 

2G). Similar observations were made.  

In order to understand whether the difference of TRBV and TRBVBJ usage between samples on PCA 

was due to major changes in TRBV usage at the individual level, we plotted the frequencies of TRBV 

genes of the four subsets and observed no major differences except for TRBV31 gene expression, 

which was overexpressed in Tfol cells (Fig. 2H). We confirmed these observations in all our samples 

(Fig. 2I). This further demonstrates a peculiar TRBV repertoire in Tfol vs. non-Tfol samples. 

 

The clonotype distribution is different among the four cell populations  

We further analyzed the data by exploring the diversity at the clonotype level, i.e. TRBV-CDR3-TRBJ 

combinations. The projection of clonotype frequencies by PCA was performed on clonotypes shared 

by at least five samples to reduce noise due to private clonotypes. Tfol cells are well separated from 

non-Tfol cells on PC1 (34%). Strikingly, in contrast with our observations on the TRBVBJ usage, we 
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observed that Tfh and Tfr cells are remarkably close to each other, while Teff and Treg cells are rather 

well separated (Fig. 3A). When focusing on Tfh and Tfr cells, their differences were revealed. The two 

subsets are separated on the first two components with a PC1 of 26%, suggesting that the two 

subsets are close in Figure 3A because they have similar overall characteristics compared to non-Tfol 

cells, but are in fact different at a closer clonotype level (Fig. 3B). As expected, PCA also well 

separated Treg and Teff cells (Fig. 3C).  

 

Tfr and Tfh cells have distinct repertoires but share clonotypes at the individual level 

We then compared the clonotype composition of Tfr and Tfh cell repertoires. We ordered all 

clonotypes of a given Tfr-cell sample by decreasing frequency and selected the 250 predominant 

clonotypes. We then analyzed the frequencies of these selected clonotypes in the seven other Tfr 

cell samples and in the corresponding Tfh cell samples (the Tfh-cell sample of the same individual 

was excluded), and plotted mean frequency values. We performed this calculation for each of the 

eight available samples (Fig. 4A). Inversely, we followed the same methodology with Tfh cell 

predominant clonotypes (Fig. 4B). Results showed that clonotypes found predominantly in Tfr cells 

are also found in higher proportions in other Tfr-cell samples than in Tfh-cell samples (Fig. 4A). 

Conversely, clonotypes predominantly found in Tfh cells are mostly shared with other Tfh-cell 

samples rather than with Tfr-cell samples (Fig. 4B).  

We then looked at the clonotypes shared by homologous Tfr and Tfh cell samples from the same 

individual. For the eight available individuals, the 250 predominant clonotypes of Tfh cells ranged 

from 2 to 12% in Tfr cells, regardless of the immunizing protein. In contrast, the 250 predominant 

clonotypes of Tfr cells were found at high frequencies (>9%) in Tfh cells from mice immunized with 

OVA compared to only 2 to 3% in mice immunized with INS (Fig. 4C-D). 

 

Tfr cells do not have a repertoire specific for the immunizing antigen 
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In order to compare the T follicular responses by immunizing antigen, we sorted sequences that were 

present in at least two of the three Tfh samples of OVA-immunized mice. We observed strong public 

expansions reaching an average of 5% of the repertoire of these cells, while the same sequences 

represent less than 1% of the repertoires of the other categories of cells (Tfr cells from all conditions 

or Tfh cells from mice immunized with nothing or INS) (Fig. 5A). Interestingly, when we did the same 

analysis for Tfh cells of mice immunized with INS, we found no major public expansions and the 

average of frequency was the same among all samples (Tfh and Tfr cells, irrespective of the 

immunization) (Fig. 5B). Finally, sequences shared by at least three samples of Tfr cells from mice 

immunized with OVA or with INS seemed to be the same sequences and no particular repertoire 

emerged compared to that of Tfh cells immunized with OVA (Fig. 5C-D). Interestingly, the repertoire 

of Tfr cells was not significantly shared by Tfh cells, suggesting the existence of a specific Tfr-cell 

repertoire.  

 

Tfr cells share more of their repertoire with Treg than with Teff cells 

To quantify the sharing of major clonotypes, we drew a Venn diagram with predominant clonotypes 

of all individuals pooled by cell subsets. This revealed that 13% of Tfr-cell clonotypes are shared with 

Treg cells, while only 6% are shared with Teff cells. Inversely, the percentage of Treg-cell clonotypes 

shared with Tfr cells was 1.7% and 0.8% with Tfh cells (Fig. 6A). This information on the number of 

clonotypes found shared between Tfr and Treg cells is confirmed by the sharing in terms of 

cumulative frequencies.  

In Figure 6B, we represent, individual by individual, the 250 predominant clonotypes of Treg cells (if 

found) in Tfr or Tfh cells. Treg-cell major clonotypes are found at significantly higher frequencies in 

Tfr than Tfh cells. Conversely, Tfr-cell major clonotypes are found at significantly higher frequencies 

in Treg than in Teff cells (Fig. 6C).  
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Discussion: 

Tfh and Tfr cells have a higher TCR diversity than expected 

Tfol cell TCR repertoires appear less diverse than those of non-Tfol cells (Fig. 1), as previously found29. 

This was expected, given that it is known that these cells are proliferating in response to 

immunization, which is accompanied by an activated profile and their increase in numbers upon 

acute immune response20. These cells are stringently identified20 by markers that assign them to GCs, 

a specialized site in which antigen-specific antibodies are formed2. In addition, it is thought that 

antigen-specific B cells act as antigen-presenting cells for Tfh cells, with the B cells and the Tfh cells 

therefore being specific for the same antigen. It could have been conjectured that Tfh cells would 

have a repertoire limited to a few clonotypes with large expansions. To our surprise, the diversity of 

the Tfol-cell repertoires was much higher than expected, at least for the Tfh cells as previously 

shown29. Instead of restricted clonotype expansions, we found thousands of sequences in every Tfh- 

and Tfr-cell sample (Fig. 1), a point that was missed by analyzing Tfh cells purified using tetramers28 

and from mice bearing a fixed TCR chain29.  

As we detected approximately 20 000 to 100 000 clonotypes per Tfh-cell sample (Supplementary 

Table T1), and given that samples are from pools of 6-8 mice, this would indicate that at least 2 500 

clonotypes per mice respond to immunization. This is a clear underestimate due to sampling and 

dilutions during the TCR sequencing process32. Thus, our results establish, for the first time, that the 

TCR repertoire of Tfh cells and of stringently purified Tfr cells from wild-type mice in response to 

single antigens are rather diverse. This relatively high diversity of the Tfh-cell repertoire indicates a 

bystander activation of naïve T cells at the initiation of the response in the lymph node medulla. The 

initial trigger of the immune response by dendritic cells activates not only some high-affinity antigen-

specific Tfh cells25, but possibly also bystander T cells. The latter could have specificity for other 

antigens presented by these dendritic cells and/or be activated under the effects of the cytokine 
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environment. Alternatively, or complementarily, the very high cross-reactivity of T cell TCRs that have 

been shown to recognize thousands of different peptides33 could explain this bystander activation. 

In both cases, pure bystander activation or activation of promiscuous TCRs, these cells would be less 

strongly stimulated and will not be driven to proliferate highly, which in turn will limit clonotypic 

expansions. This bystander activation could possibly be related to the major role of IL-1 in Tfh-cell 

activation that we recently reported 20. 

Similarly, our results show that Tfr-cell repertoire diversity is high, regardless of the nature of the 

immunizing antigen. Indeed, the high polyclonal repertoire of Tfr cells was observed when 

immunizing with both representative self- and non-self-antigens, suggesting that Tfr cells can 

differentiate upon any GC formation. This is in line with recent results showing that tissue Tfr cells 

may differentiate independently of B cell interaction34,35. Additional experiments with other antigens 

should help confirm this hypothesis. However, we recently found that Tfr cells increase significantly 

more in INS- compared with OVA-immunized animals 20. Therefore, the Tfr repertoire in OVA-

immunized animals could reflect a bystander recruitment of Tfr cells, independently of the 

immunizing antigen, while the Tfr repertoire in INS-immunized mice could be self-specific. This is 

supported by higher expansions among Tfr from INS- compared to OVA- immunized mice (Fig. 4C). 

 

Tfh- and Tfr-cell repertoires share global characteristics but have distinct clonotype compositions 

Other than the diversity – found to be similar between Tfh and Tfr cells – some global characteristics 

were similar between Tfr- and Tfh-cell repertoires. Amongst them, TRBV gene usage was found to 

clearly separate Tfol from non-Tfol cells, while TRBJ genes do not. This result is not unexpected if it 

is realized that Tfol cells represent a population of activated cells, while non-Tfol cells are mostly at 

homeostasis.  

Only little differences affect the TRBV usage pattern, except for TRBV 31, which is expressed with an 

average of 20% in Tfol cells and of 10% in non-Tfol cells across all our dataset. This is observed for 
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both OVA and INS immunization, and is thus probably not antigen-specific. As the function of Tfh cells 

is considered to be regulated by the strength of T cell antigen receptor binding25, this suggests that 

TRVB31 could mediate higher affinity interactions than other TRBV. Further experiments should 

address these questions.  

When all cell subsets were analyzed, the Tfh and Tfr cells were indistinguishable for their TRBV usage, 

while they were well separated when only Tfol cells were analyzed. This is compatible with the fact 

that the variation in TRBV usage induced by the immunization in comparison with cells at 

homeostasis is so strong that it masked the existing differences between Tfh and Tfr cells.    

At the clonotype level, we confirmed previous observations29 that Tfh and Tfr cells have two distinct 

repertoires. The predominant clonotypes of Tfr cells in one individual are systematically found at 

higher frequencies in Tfr cells of other individuals than in Tfh cells, and inversely for Tfh-cell 

predominant clonotypes.  

However, the sharing between Tfh cells from different individuals and the one for Tfr cells could have 

distinct causality. Indeed, our results show that Tfh cells are specific for the immunizing antigen, while 

Tfr cells instead respond to self-antigen. The high clonotype sharing between Tfh repertoires of mice 

immunized with OVA supports a specific response to OVA. We observed a major expansion 

(approximately 1% of the sample sequences) common to the three Tfh-cell samples of mice 

immunized with OVA, and not found in the other samples. Other than this major expansion, we also 

noticed that the sequences common to at least three Tfh-cell samples of mice immunized with OVA 

represented about 5% of the repertoire (Fig. 5A), compared with about 1.5% for Tfh from mice 

immunized with INS (Fig. 5B), suggesting a specific response, with different degrees of expansion 

depending on the immunizing antigen. If Tfh derives from naïve effector T cells, they may have a 

negatively-selected repertoire for self-antigens (REF). 

In contrast, the comparable clonotype sharing between Tfr cells responding to the same antigen 

compared to the Tfr cells responding to others suggests a response that is not specific for the 
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immunizing antigen (Fig. 5C-D). Instead, it is conceivable that Tfr cells, which we found to be highly 

similar to Tregs in terms of repertoire (see below), are self-antigen-specific, like Treg cells. This 

hypothesis is also indirectly supported by the higher sharing between homologous (of the same 

individual) Tfh and Tfr cells of INS-immunized (self-antigen) mice than of OVA-immunized mice (non-

self-antigen) (Fig. 5A-B). 

 

The Tfr-cell repertoire is close to the Treg-cell repertoire 

Using stringently purified Tfr cells, devoid of contaminating Treg cells, we show that the full Tfr-cell 

repertoire distribution is closer to Tfh than to Tregs (Fig 3), while clonotype sharing likens the Tfr cell 

repertoire to the Treg-cell repertoire (Fig. 6). In apparent contradiction, these results suggest that Tfr 

cells are enriched in Treg clonotypes with a clonotype distribution closer to Tfh, in line with the 

restricted Tfol compartment, indicative therefore of self-specificity of these cells (Fig. 6). This also 

provides an indication of the origin of Tfr cells. Indeed, it should be more difficult to mimic a 

repertoire than a phenotype. The follicular phenotype has been shown to be mainly dependent on 

the expression of Bcl6, and is thus triggered by the expression of this unique molecule7,36,37. In 

contrast, major sharing in a repertoire is dependent on many complex processes, from cell selection 

in the thymus to the dynamics of post-thymic cells. Thus, the fact that two subsets (here Tfr and Treg 

cells) share more of their repertoire than with the other two subsets (Tfr and Tfh cells) is indicative 

of a higher probability of a common origin for the highly sharing populations.  

 

Altogether, our results better characterize Tfol repertoires by showing that both Tfh and Tfr can be 

very diverse and confirm previous observations indicating that some Tfh cells are specific for the 

immunizing antigen. They also suggest that Tfr cells are not specific for the immunizing antigen but 

rather are formed through bystander activation of possibly naïve Tregs, a point that was 

controversial. Importantly, this observation is made, for the first time, with the full repertoire of Tfr 
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cells that are not contaminated by Treg cells and are from wild-type mice. Since we20 and others21 

recently showed that bona fide Tfr cells are CD25-,  and that the commonly used purification of Tfr 

was typically contaminated with approximately 50% Treg cells, we show here that, with more 

stringent characterization, Tfr-cell clonotype composition is closer to that of Treg cells compared to 

other subsets, although with a diversity distribution closer to that of Tfh . As converging results 

indicate that the repertoire of Treg cells is in large part self-specific38,39, this indicates that this could 

also be the case for that of Tfr cells. Besides these distinct specificities of Tfh and Tfr cells, we made 

the striking observation of high diversity following immunization, which indicates an important 

bystander activation of these cells within the highly antigen-specific GCs. 
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Material and Methods 

Mice 

8- to 14-week-old male and female NOD Foxp3-gfp mice, which express the green-fluorescent protein 

(GFP) under the control of the Foxp3 gene promoter, were provided by V. Kuchroo, Brigham and 

Women’s Hospital, Boston, MA. All animals were maintained at the University Pierre and Marie Curie 

Centre d’Expérimentation Fonctionnelle animal facility under specific pathogen-free conditions in 

agreement with current European legislation on animal care, housing and scientific experimentation 

(agreement number A751315). All procedures were approved by the local animal ethics committee.  

Immunization 

Mice were immunized once (D0) and sacrificed at D10. Intraperitoneal injection was performed with 

100 µg of OVA (Ova A5503; Sigma-Aldrich) mixed with 500 µg of aluminium hydroxide (alum) gel 

(AlH303; Sigma) or with 4.5 IU of human insulin (Umuline Rapide; Lilly) mixed with 500 µg of alum. 

Cell sorting 

Splenocytes from immunized mice were stained with Ter-119-biotin and B220-biotin antibodies for 

20 min at 4°C and labelled with anti-biotin magnetic beads (Miltenyi Biotec) for 15 min at 4°C. B cells 

and erythrocytes were depleted on an AutoMACS separator (Miltenyi Biotec) following the 

manufacturer’s procedure. Enriched T cells were stained for 20 min at 4°C with the following 

monoclonal antibodies at predetermined optimal dilutions: CD4-V500 (BD Biosciences), CD8a-AF700 

(BD Biosciences), streptavidin-APC (eBioscience) or -APC-Cy7 (BD Biosciences), PD-1-PE 

(eBioscience), CXCR5-Biotin (BD Biosciences). CXCR5 staining was performed using biotinylated anti-

CXCR5 for 30 min at 20°C followed by APC- or APC-Cy7-labelled streptavidin at 4°C. The following 

subsets were sorted on a BD FACSAria II (BD Biosciences) with a purity > 98%: CD4+CD8-CXCR5hiPD-

1hiFoxp3- T follicular helper T cells (Tfh); CD4+CD8-CXCR5hiPD-1hiFoxp3+ follicular regulatory T cells 

(Tfr); CD4+CD8- CXCR5int/loPD-1int/loFoxp3+ regulatory T cells (Treg) and CD4+CD8- CXCR5int/loPD-
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1int/loFoxp3- effector T cells (Teff). Sorted cells were stored in lysis buffer (Ambion) at -80°C until 

processing.  

TCR deep sequencing  

RNA from sorted cells was extracted using the RNAqueous kit (Ambion) and sent to iRepertoire® 

(Huntsville) for cDNA synthesis and TCR amplification following their protocol40. Briefly, each TCR is 

reverse-transcribed using a set of 24 forward primers, each targeting one TRBV mouse gene, and a 

reverse primer located in the TRBC gene to ensure a complete coverage of the clonotype sequence. 

PCR1 primers include barcodes to allow sample identification after the sequencing. PCR1 products 

are then purified on magnetic beads and a second round of PCR is performed. Amplified libraries are 

excised from agarose gel and purified. Paired-end sequencing is then carried out on a Miseq Illumina 

sequencer using a 2x250-bp read length protocol.  

TCR deep sequencing data processing 

Each FASTQ raw data file obtained from iRepertoire was processed for TRB sequence annotation 

using the clonotypeR toolkit and associated R packages41. Each dataset can be summarized as a list 

of clonotypes (defined as a unique combination of TRBV-CDR3aa-TRBJ sequence) and their associated 

counts in the dataset. These values are computed to quantify the differences between repertoires at 

several complementary levels. Clonotypes observed only once in a dataset were discarded. 

Data analysis 

Statistical comparisons and multivariate analyses (PCA, hierarchical clustering, Venn diagrams) were 

performed using R software version 3.1.3 (www.r-project.org). The Morisita-Horn index43 assesses 

the similarity between sample sets. It ranges from 0 (no common species between the two samples) 

to 1 (all species are equally present in the two samples). Unlike the Morisita index, the Morisita-Horn 

variant takes into account the relative abundance of species in the sample. D5030 was calculated as 

the percentage of unique predominant clonotypes necessary to reach 50% of the number of 

http://www.r-project.org/
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sequences in a given sample. The repertoire’s diversity was assessed using the Pielou index, which 

calculates for each dataset how close each species are in number31,44. 

Simple comparisons were analyzed using the non-parametric Mann-Whitney U test on GraphPad 

Prism v5 (p-values are indicated in the figures such as ns: p > 0.05, *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p 

<0.001).  
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Figure Legends 

Fig. 1: Tfol cells display a lower diversity than non-Tfol cells, yet are polyclonal. (A) Representative 

rarefaction curves displaying the number of clonotypes as a function of the number of reads (sample 

size) were computed for two samples of each T cell subset randomly selected from OVA-immunized 

mice. For a sample size of 100 000 (vertical line), the number of unique clonotypes is higher in Treg 

and Teff cells than in Tfr and Tfh cells (p=0.0079, Mann-Whitney U).  (B-C) D50 (B) and Pielou’s 

evenness (C) indices were calculated for all the samples of each T cell subset (see Supplemental Table 

1 for details) and compared by the Mann-Whitney U test (*p<0.05 ; **p<0.01, ***p<0.001). (D) 

Cumulative frequencies of the 1% predominant clonotypes for each of the 4 T cell subsets were 

calculated. One histogram bar represents one sample and one coloured line one clonotype.  

 

Fig. 2: TRBV gene usage separates Tfol from non-Tfol cells. (A-C) PCA of the four subsets is plotted 

according to the first two components for the TRBV usage (A), TRBJ usage (B) or TRBVBJ usage (C) of 

the samples. (D) Hierarchical clustering heatmap of Morisita-Horn similarity index values for all pairs 

of samples according to the indicated colour scale. (E) Hierarchical clustering of TRBVBJ frequencies 

across samples. (F-G) Same analyses as D but for individuals immunized with OVA (F) or INS (G). (H) 

Bar plot showing TRBV gene usage for four representative samples of the four T cell subsets. (I) Bar 

plot showing the TRBV31 usage among all non-Tfol vs. Tfol samples. 

 

Fig. 3: Clonotype composition distinguishes Tfr from Tfh cells. (A-C) PCA is plotted according to the 

first two components for the predominant clonotypes shared by at least five samples for the Tfr, Tfh, 

Treg and Teff cells (A), Tfr and Tfh cells (B) and Treg and Teff cells (C). 

 

Fig. 4: Tfr- and Tfh-cell predominant clonotypes are unique to each subset. (A-B) Plots showing the 

average of the predominant Tfr-cell clonotypes among Tfr- and Tfh-cells samples of the other seven 
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individuals (A), and of predominant Tfh-cell clonotypes among Tfr- and Tfh-cell samples of the other 

seven individuals (B). (C-D) Histograms showing the sharing of predominant Tfh-cell clonotypes (C) 

or Tfr-cell clonotypes (D) by Tfr cells (C) or Tfh cells (D) of the same individual. Each bar represents 

one sample. Each coloured line represents a clonotype. 

 

Fig. 5: Tfr-cell repertoire is independent of the immunizing antigen. (A-D) Histograms showing the 

sharing of predominant clonotypes shared by at least two Tfh-cell subsets across all subsets from 

mice immunized with INS (A) or OVA (B), or shared by at least two Tfr subsets across all subsets from 

mice immunized with INS (C) or OVA (D).  

 

Fig. 6: Tfr-cell repertoire supports a Treg-cell origin. (A) Venn diagram showing the 1% predominant 

clonotypes of Tfh, Tfr, Treg and Teff cells and their respective sharing with other subsets. (B) 

Histograms showing the sharing of predominant Treg clonotypes of Tfr and Tfh cells. (C) Histograms 

showing the sharing of predominant Tfr clonotypes of Treg and Teff cells. (D-E) Statistical analysis of 

the histograms shown in B (D) and C (E) (Mann-Whitney U, *: p<0.05 ; **: p<0.01, ***: p<0.001). 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 

 

 

  



115 
 

Fig. 5 
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Fig. 6 
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Supplementary Materials: 

 

Table S1:  Summary of samples analyzed   

Sample name #sequences #clonotypes D50 Pielou

TFR INS 1 805 920      33 668           0,005 0,709

TFH INS 1 752 138      34 585           0,004 0,671

TREG INS 1 823 101      97 136           0,079 0,907

TEFF INS 1 1 019 408  149 509        0,105 0,925

TFR OVA 1 755 632      37 193           0,009 0,751

TFH OVA 1 757 996      37 899           0,007 0,735

TREG OVA 1 765 508      149 111        0,081 0,908

TEFF OVA 1 833 754      140 059        0,09 0,917

TFR INS 2 2 303 752  59 186           0,01 0,735

TFH INS 2 3 542 093  68 814           0,003 0,662

TREG INS 2 1 920 184  80 715           0,053 0,865

TFR OVA 2 1 592 878  48 508           0,012 0,748

TFH OVA 2 1 598 741  52 102           0,007 0,721

TFR INS 3 1 150 699  27 633           0,008 0,697

TFH INS 3 921 866      20 718           0,003 0,632

TREG INS 3 4 785 305  381 534        0,086 0,921

TEFF INS 3 4 863 988  334 304        0,095 0,924

TFR OVA 3 1 142 892  27 840           0,011 0,717

TFH OVA 3 929 425      29 167           0,006 0,703

TREG OVA 3 6 021 241  412 997        0,087 0,921

TEFF OVA 3 4 984 294  434 267        0,106 0,934

TFR CTRL 1 713 507      17 997           0,009 0,698

TFH CTRL 1 1 636 577  92 373           0,061 0,887

TREG CTRL 1 5 053 330  365 548        0,088 0,922

TEFF CTRL 1 5 097 005  453 263        0,102 0,933

TFR CTRL 2 1 309 592  17 239           0,005 0,615

TFH CTRL 2 970 792      20 562           0,004 0,651

TREG CTRL 2 5 134 319  380 839        0,09 0,923

TEFF CTRL 2 4 666 990  426 567        0,108 0,936
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Fig. S1:  Immunoscope CDR3 length distribution reconstruction from high-throughput sequence 

data for different cell subsets (in columns) and three representative TRBV (in lines). 
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Fig. S2:  MH index calculated between Tfr and Tfh (Tfr-Tfh) and between Treg and Teff (Treg-Teff). 

 

  



120 
 

Acknowledgments: We are grateful to B. Gouritin and F. Brimaud for help in cell sorting and to G. 

Churlaud for help in experiments. We thank V Kuchroo for the mice provided.  

Funding: PGR is an “Ecole de l’Inserm Liliane Bettencourt” doctoral fellow and is sponsored by 

Servier. The work of DK, EMF, AS, BB and WC is funded by the Assistance Publique-Hôpitaux de Paris, 

INSERM, Sorbonne Université – UPMC, the LabEx Transimmunom (ANR-11-IDEX-0004-02) and ERC 

Advanced TRiPoD (322856) grants.  

Author contributions: PGR and BB performed the mouse experiments. PGR analyzed all the mouse 

data. PGR, EMF and DK conceived the experiments. WC conceived the workflow of analysis. PGR, 

EMF, AS and DK wrote the manuscript with input from all authors. DK conceived, supervised and 

obtained funding for the entire study. 

Competing interests: The authors declare no conflict of interest.  

Data and materials availability: All the data can be made available upon request.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



121 
 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 
 

  



122 
 

Du plus fondamental au plus clinique, trois points centraux me semblent importants à 

discuter. Peu est connu des cellules Tfr et ces travaux – entre autres – apportent leur pierre 

à l’édifice pour élucider l’énigme de la nature et de l’origine des Tfr (I), leur mode d’action 

(II) et dans une perspective plus lointaine l’utilisation de ces cellules en thérapie (III). 

 

I - Origine et nature des Tfr 

Ab origine fidelis 

Trancher le nœud Gordien. C’est par cette allusion à l’empereur Alexandre que la littérature 

scientifique s’est emparée du problème de l’origine des Tfr (Amiezer and Phan, 2016). Entre 

Treg et Tfh, cette population est en effet difficile à séparer tant de l’une – par  son activité 

régulatrice (A) – que  de l’autre – par  sa localisation et sa fonction en relation avec les centres 

germinatifs (B). Pourtant, la question de l’origine des Tfr est, à plusieurs échelles, cruciale.  

 

A. Tu es né Treg et tu redeviendras Treg, l’origine non assumée  

De nombreux travaux tendent à montrer que les Tfr sont originaires des Treg. Au vu de 

l’hétérogénéité de cette grande population que sont Treg, on pourrait même se demander si 

les Tfr ne seraient pas une sous-catégorie de Treg. C’est le postulat initial de nombreuses 

équipes qui se rendirent compte en leur temps de la présence de cellules régulatrices dans les 

centres germinatifs. Quelques pistes semblent montrer l’origine régulatrice des Tfr tant d’un 

point de vue fonctionnel et phénotypique (1) que de leur répertoire (2) malgré une divergence 

fondamentale à l’origine de ce travail de thèse (3).  

Un des facteurs de cette catégorisation est l’expression du facteur de transcription Foxp3. 

D’un point de vue du répertoire, nous et d’autres équipes avons pu montrer une plus grande 

proximité entre les cellules Tfr et les Treg. Grâce à la nouvelle catégorisation que nous avons 

faite de ces cellules, nos résultats affinent les précédents en se basant sur une population 

dépourvue de contamination par des « vrais » Treg.  

 

1. Origine régulatrice des Tfr – Phénotypique  

Les Treg et les Tfr expriment toutes deux le facteur de transcription Foxp3. Ou plutôt, si le 

facteur de transcription Foxp3 est exprimé, ces cellules peuvent être et être appelées Treg ou 

Tfr en fonction d’autres marqueurs. Il serait simpliste de se baser sur ce seul indice pour 

donner une idée de l’origine de nos cellules.  

Certes, le facteur de transcription Foxp3 chez l’humain comme chez la souris a pour cible 

quelques milliers de gènes (Sadlon et al., 2010), dont 700 seraient différentiellement 

exprimés chez les cellules régulatrices en comparaison avec des cellules qui ne le sont pas.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Liste_de_locutions_latines_commen%C3%A7ant_par_A#Loc-Ab_origine_fidelis
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Certes, c’est ce facteur de transcription qui est responsable de tout le programme 

transcriptionnel relatif à l’activité immunosuppressive des cellules régulatrices.  

Mais justement, si par la seule activation d’un facteur de transcription une myriade de gènes 

s’active en cascade, il est bien « simple » pour une cellule de ressembler à une autre. 

Rappelons en effet que les Tfr expriment également le facteur de transcription Bcl6 qui, en 

tant que répresseur transcriptionnel, va lui aussi contrôler l’expression de nombreux gènes 

et est indispensable à la formation du centre germinatif. On pourrait dans ce cas rapprocher 

également leur origine des Tfh, et on ne répondrait pas à la question posée.  

La littérature n’a jamais – à ma connaissance – utilisé cet argument hasardeux pour préciser 

la filiation des Tfr. Avant leur découverte, les cellules régulatrices présentes dans les centres 

germinatifs étaient qualifiées de Treg non par un raccourci dû à l’expression de Foxp3 mais 

tout simplement car l’expression de cette molécule était suffisante pour dire que ces cellules 

étaient des Treg. Depuis leur découverte en 2011 sur laquelle nous nous sommes arrêtés dans 

l’introduction de ce manuscrit, les expériences de transfert menées semblent prouver que les 

cellules ont bien une origine régulatrice. Absentes du thymus, ces cellules ne deviennent Tfr 

qu’à partir de cellules régulatrices. Mais – critique générale qui peut être faite à tout modèle 

dans lesquels on pousse la nature dans ses retranchements – il a également été montré que 

sous certaines conditions, ces cellules pouvaient venir de Tfh. Il existe donc des présomptions 

fortes et concordantes d’une origine régulatrice de ces cellules. Un nouveau moyen de 

confirmer ces présomptions pourrait cependant être proposé : la comparaison des 

répertoires. 

 

2. Origine régulatrice des Tfr – Répertoire 

L’analyse du répertoire est en plein essor. Néanmoins, depuis l’avènement de nouvelles 

techniques de séquençage à haut débit il y a une dizaine d’années et l’adaptation de ces 

techniques à l’analyse hautement spécifique des répertoires immunitaires (Six et al., 2013), 

seules quelques analyses du répertoire T ont été publiées. Malgré l’hétérogénéité des 

techniques d’analyse et l’absence de base de données à l’aune des outils existant pour la 

transcriptomique, cet aspect de la biologie des Tfr a un intérêt du point de vue notamment de 

l’origine de ces dernières. Nous l’avons vu pour Foxp3 : une molécule vous manque et vous 

n’être plus régulateur, un seul gène peut métamorphoser une cellule. Difficile de dire si son 

expression était originelle ou est arrivée pas la suite. Il me semble en revanche que le 

répertoire ne peut tricher. Tant de clonotypes différents peuvent le composer : il y a fort à 

parier que si les Tfr et les Treg partagent une partie de leur répertoire plus conséquente que 

ne le font les Tfr avec les Tfh, leur origine se trouve plutôt proche des premières que des 

secondes. Il est en effet plus difficile de « mimer » un répertoire tant la tâche est ardue. Il 
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serait donc possible de trouver en l’analyse de répertoire une méthode plus robuste pour 

découvrir l’ontogénie des Tfr. Cette méthode reste à exploiter même si nous avons commencé 

à l’utiliser dans la partie II de nos résultats.  

Les indices sont concordants : le répertoire, l’expression de Foxp3, l’activité régulatrice et les 

expériences de transfert rapprochent ces cellules Tfr des cellules Treg dans leur origine et 

dans leur phénotype. Il y a toutefois une ombre au tableau, et de taille : ces cellules 

n’expriment pas le CD25. 

 

3. Origine régulatrice des Tfr – Casus belli   

Et si les Tfr n’exprimaient pas le CD25 ? Cette observation est un cas d’école de sérendipité. 

Réfléchissant devant un marquage Tfh réalisé sur des souris Foxp3-GFP, j’ai tout à fait par 

hasard glissé ma souris sur les cellules Foxp3 positives et donc régulatrices, et regardé l’effet 

du continuum CXCR5-PD-1 (caractéristique des T folliculaires) sur l’expression CD25. 

Etonné par l’absence de ce marqueur sur la population en haut à droite de mon cadran, censée 

contenir les Tfr, j’ai d’abord pensé à une erreur technique. Puis refait cette expérience 

plusieurs fois avec d’autres marquages, d’ailleurs présentés dans la partie I de la section 

résultats.  

Pourtant, l’ensemble de la littérature (certes circonscrite à quelques équipes) semble 

s’accorder sur la positivité du CD25 sur les Tfr. C’est d’ailleurs ce postulat qui est utilisé pour 

leur étude, les analyses les concernant et parfois même les tris réalisés sur cette population 

pour les tests fonctionnels ou les analyses de répertoire. A contre-courant, nous nous sommes 

lancés dans une nouvelle caractérisation de ces cellules en vérifiant pas à pas que notre 

caractérisation correspondait bien à une réalité. Nous avons d’ailleurs été confortés en cela 

par l’observation faite par l’équipe de S. Sakaguchi, quelques semaines après la nôtre (Wing 

et al., 2017). Une nouvelle perspective s’ouvrait : (re)définir ces cellules et par cette 

classification plus stricte trouver ce que d’autres n’ont pu déceler du fait de l’impureté de leurs 

échantillons (cf Discussion partie II).  

Quoi qu’il en soit, cette absence de CD25 a pour conséquence la non-réponse de ces cellules 

à l’IL-2. En opposition directe avec les Treg « classiques » qui sont répondeurs à cette 

molécule même à de très faibles doses. Cette caractéristique est l’un des piliers du 

rapprochement que nous opérons entre Tfh et Tfr.  

 

B. La voie folliculaire, famille d’adoption 

Si la question de l’origine des Tfr semble donc réglée au vu de tous les points ciblés par la 

partie A, il reste néanmoins de nombreux points communs qui rassemblent Tfh et Tfr sous 

leur appellation de T folliculaires. Le facteur de répression Bcl6 semble ainsi jouer pour 
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beaucoup dans l’apparition du marqueur CXCR5 qui permet à ces cellules d’évoluer en terre 

étrangère, chez les cellules B et leurs follicules.  

Mais de la même façon que les Tfr, les Tfh n’expriment pas eux non plus Bcl6 dès leur sortie 

du thymus. Dire que les cellules Tfr dériveraient des cellules Tfh reviendrait indirectement à 

affirmer que les cellules Tfr dérivent des cellules T naïves non régulatrices. Car c’est bien de 

ces cellules T naïves que proviennent les Tfh après leur première rencontre avec l’antigène et 

un contexte cytokinique favorable. Tout comme les Tfr elles se mettent à exprimer le facteur 

Bcl6 puis se transforment en cellules capables de se rendre en zone B et de les aider à la 

production efficace d’anticorps.  

La dichotomie observée hors du ganglion entre Teff et Treg serait donc retrouvée dans les 

centres germinatifs, après que chacune de ces cellules respectivement a reçu des signaux 

(connus pour les Tfh, moins précisément pour les Tfr) et surexprimé Bcl6. L’expression de 

Blimp-1, antagoniste de Bcl6 (Johnston et al., 2009), et de Foxp3 semblent expliquer le 

fonctionnement opposé des cellules folliculaires, sur le même terrain (la zone B).  

Le rapprochement des Tfr et des Tfh, bien qu’opposés dans leur fonctionnement, s’opère donc 

au stade mature de ces cellules. L’absence de CD25 sur les deux populations nous invite à 

repenser le fonctionnement de ces dernières et a permis de dévoiler un mode d’action central 

pour leur efficacité.  

 

II – Mode d’action 

Inconnue, rare, mais fondamentale. Trois caractéristiques communes à la population Tfr 

dont l’implication en pathologie commence tout juste à être soulevée mais tend à se préciser 

(introduction partie III). Bien que l’effet de leur action ne soit pas tout à fait compris (A), ces 

cellules semblent avoir des mécanismes d’action communs aux Treg (B) mais agissent 

principalement selon un mécanisme qui leur est propre (C).  

 

A. Les Tfr contrôlent la production d’anticorps 

Se poser la question du contrôle de l’action des Tfh revient à se demander de quoi l’organisme 

a « peur » dans leur mode de fonctionnement. Plusieurs modèles murins ont été élaborés ces 

dernières années pour observer au mieux l’effet de l’absence de Tfr (1). Du fait des 

observations combinées du phénotype de ces souris et de celles faites en pathologie humaine, 

on peut supputer que les contrôles peuvent intervenir dans trois axes (2)  

 

1. Modèles murins  

Plusieurs solutions ont été produites afin d’évaluer l’effet de la perte de Tfr sur un 

organisme murin.  
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a. La déplétion liée à l’expression de Foxp3 

La déplétion de l’ensemble des cellules régulatrices de l’organisme grâce à des souris 

Foxp3DTR ou DEREG (souris exprimant le récepteur à la toxine diphtérique DTR sous 

promoteur de Foxp3 dans lesquelles une injection de toxine diphtérique conduit à la 

déplétion de l’ensemble des cellules de l’organisme) est l’une d’entre elles. Cette technique 

cependant n’est que peu spécifique puisque déplète tous les lymphocytes T régulateurs de la 

souris et amène à un phénotype très altéré mélangeant les problèmes liés à l’absence de Treg 

à ceux liés à l’absence de Tfr (Linterman et al., 2011).  

Des modèles de recomposition de système immunitaire de souris avec des moelles osseuses 

de souris Sh2d1a-/- :Foxp3DTR ou Sh2d1a-/-:Foxp3-/- (Sh2d1a codant pour SAP, molécule 

importante dans les Tfol impliquée dans la stabilité des liaisons B-T) (Linterman et al., 2011) 

ont pu apporter quelques réponses et une déplétion spécifique des Tfr mais on s’éloigne 

encore plus de l’homéostasie de l’organisme avec ces expériences de transfert et ces 

techniques sont complexes à mettre en place.  

 

b. La déplétion liée aux gènes folliculaires 

Une autre solution trouvée fût de reconstituer un système immunitaire en injectant des 

cellules T à une souris déficiente, dont des Treg de souris Bcl6-/- ou Cxcr5-/- (Chung et al., 

2011). Mais à nouveau l’homéostasie de l’organisme est brisée et les souris transférées 

présentent de nombreuses anomalies – notamment du contexte cytokinique et de 

l’organisation structurelle des organes lymphoïdes – empêchant des conclusions claires.  

  

c. Le modèle « idéal » 

Le modèle le plus conforme à une étude précise du rôle des Tfr a été créé par une équipe 

américaine et utilise le fameux modèle cre/lox. Les cellules expriment sous le promoteur de 

Foxp3 une recombinase (Cre) qui coupera dans les cellules dans lesquelles elle est exprimée 

le gène situé entre les séquences « lox », en l’occurrence le Bcl6. Les souris Bcl6fl/fl.Foxp3Cre 

permettent de façon simple de supprimer chez les souris l’expression des Tfr spécifiquement 

sans créer de troubles disproportionnés. Une critique néanmoins réside en le fait que cette 

suppression n’est pas inductible. Les souris se sont donc développées avec cette déficience en 

Tfr et on ne connaît pas l’impact sur la maturation du système immunitaire.  

 

d. La pathologie, meilleur modèle ?  

Malgré les avancées apportées par les nombreux modèles de souris KO ou transgéniques - je 

ne peux m’empêcher de penser au concept d’auto-immunité catastrophique provoquée par 
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l’absence de Foxp3 dans des souris tel que montré en 2007 par l’équipe d’A. Rudensky (Kim 

et al., 2007) – je reste toujours circonspect face à l’utilisation de ces outils pour rendre des 

conclusions scientifiques. D’autant plus qu’avec les Tfr nous ne sommes pas en présence – 

pour poursuivre avec mon exemple de souris Foxp3 KO – d’une population « majoritaire » 

dont l’absence est difficilement polluée par d’autres mécanismes, mais d’une minuscule 

population pour laquelle le moindre changement autre que celui que nous observons peut 

briser les conclusions apportées. Un des remèdes à cette réticence qui m’est propre sera 

sûrement l’étude de la pathologie qui – et c’est paradoxal – est bien plus physiologique. Là 

aussi le phénotype observé pourra dépendre de la concordance de plusieurs mécanismes, 

défaillances ou autres mutations mais correspondront toujours à une réalité non pas créée 

mais existante en soi. Ce point de vue est néanmoins personnel et ne repose que sur de minces 

expériences en la matière. Dans tous les cas, l’étude de l’implication des Tfr dans la pathologie 

humaine devrait se développer dans les années futures et il y a fort à parier qu’elle aidera en 

beaucoup à la compréhension de la physiologie de ces cellules.  

Malgré les critiques que l’on a pu en faire, l’étude des modèles murins mais aussi de la 

physiologie des Tfh a pu faire émerger trois potentiels débordements de la fonction des Tfh 

qui pourraient être canalisés par la grâce des Tfr.  

 

2. Les trois grâces  

Trois effets de contrôles pourraient concerner les Tfr : le contrôle de la quantité d’anticorps 

(1), de leur cible (2) et de leur qualité (3).  

 

a. Trop d’anticorps 

Un excès de production d’anticorps peut être néfaste. Si ce dernier intervient contre un 

pathogène il semblerait qu’il soit facilement circonscrit et pas forcément dangereux. Mais les 

réactions d’hypersensibilité de type 3, causées par des dépôts de complexes immuns 

(complexes antigènes-anticorps) dans certains tissus, provoquant inflammations et lésions, 

pourraient être en cause. Il semble cependant qu’il s’agisse plus d’un problème d’élimination 

que de production de ces anticorps qui soit ici en cause (Charles A Janeway et al., 2001).   

 

b. De dangereux anticorps 

Une production d’anticorps contre le soi a été relevée dans de nombreuses maladies auto-

immunes (introduction section III).  Ces phénomènes nécessitent une double rupture de 

tolérance, de la part des lymphocytes B ET des lymphocytes T mais ces processus sont 

fréquents. Si les Tfr agissent de façon analogue aux Treg, ils sont des patrouilleurs du soi 

capables d’intervenir en cas d’agression auto-immune. Néanmoins la caractérisation du 
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défaut qualitatif ou quantitatif quasi-systématique des Treg dans la plupart des maladies 

auto-immunes humaines et murines n’a pas encore son pendant du côté des Tfr.  

 

c.  De mauvais anticorps 

Un mauvais fonctionnement de la maturation d’affinité. Il a été décrit dans un modèle de 

souris KO pour les cellules Tfr spécifiquement que les souris en questions produisaient des 

quantités élevées d’anticorps mais avec une classe différente (plutôt des IgA que des IgG) et 

d’une affinité moindre pour la cible. Les Tfr joueraient donc un rôle important dans la 

commutation de classe et dans la maturation d’affinité des anticorps, toutes étapes ayant lieu 

dans le centre germinatifs dans lequel elles se localisent. Chez ces souris néanmoins la 

quantité de Tfh et de B du CG ont été relevées comme normales semblant indiquer que les 

Tfr n’ont pas d’effet direct sur la taille des populations (Wu et al., 2016b).   

 

B. Le mode d’action commun aux Treg 

Qualis pater, talis filius pourrait-on dire. Si les Tfr ont pour origine les Treg avant de marquer 

leurs différences avec ces dernières, leurs modes d’actions respectifs ont quelques points 

communs. L’utilisation de CTLA-4 par exemple, détaillée dans l’introduction, a été montrée 

comme étant similaire à celle des Treg. Il semble somme toute logique que sur les milliers de 

gènes contrôlés par Foxp3 certains d’entre eux aient trait à la suppression et que certains de 

ces mécanismes soient utiles également dans le centre germinatif. Il s’agit en effet de 

contrôler des cellules tout comme ce que font les Treg en périphérie dans le contrôle des 

cellules T et de l’inflammation. Elles le font grâce à des molécules – nous avons parlé de 

CTLA-4 dans l’introduction qui est pour l’instant le seul mécanisme de contrôle formellement 

identifié chez les Tfr – mais également grâce à un contexte cytokinique suppresseur ou encore 

à la privation de ressources.  

Privation de ressources, justement. L’un des modes d’action des Treg caractérisé et devenu 

par la même occasion cible thérapeutique est leur faculté à capter avec plus d’affinité l’IL-2 

par leur expression de CD25. Avec cette molécule, elles peuvent former à leur surface le 

récepteur de haute affinité (trimère composé de trois chaînes dont CD25 fait partie), 

mécanisme dont sont incapables les Teff non activés. Les Treg captent donc l’IL-2 et privent 

les autres cellules des signaux apportés par cette cytokine. Mais les Tfr n’expriment pas le 

marqueur CD25, c’est d’ailleurs ce qui nous a poussé à les étudier. La question d’un 

mécanisme analogue mais pour d’autres molécules se pose alors, et plus généralement de la 

régulation cytokinique du centre germinatif. L’IL-2 est en effet une cytokine fondamentale 

dans le fonctionnement du système immunitaire comme en atteste son « numéro », 

témoignant de sa découverte précoce. Mais elle ne semble pas affecter les populations du 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Liste_de_locutions_latines_commen%C3%A7ant_par_Q#Loc-Qualis_pater.2C_talis_filius
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centre germinatif. Les Tfh et les Tfr n’expriment pas de CD25 voire même seraient 

négativement régulées par l’IL-2. Cette observation a donc ouvert la voie à la découverte d’un 

système de régulation spécifique aux centres germinatifs et par là même d’un mécanisme de 

contrôle de ces derniers.  

 

C. Le mode d’action spécifique aux Tfr 

La redéfinition précise des Tfr nous a permis de mener de nouvelles études transcriptomiques 

sur une population purifiée et dénuée de contaminations majeures par d’autres cellules 

régulatrices. Ainsi, des molécules qui ont pu passer inaperçues car à l’expression diminuée 

dans des analyses plus anciennes ont pu être identifiées sur nos analyses. Il a en effet été très 

étonnant de remarquer la présence opposée du récepteur agoniste à l’IL-1, IL-1R1, sur les Tfh 

alors que les Tfr exprimaient de grandes quantités d’IL-1R2 (récepteur leurre de l’IL-1, à sa 

fixation aucun signal n’est généré) et d’IL-1Ra (antagoniste du récepteur à l’IL-1). Et si 

finalement les Tfr agissaient bien comme les Treg, mais avec une cytokine différente ? Le 

schéma présenté en Figure 12 synthétise nos propos.  

  

Figure 14 : Régulation de l'activité folliculaire par l'IL-1 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Liste_de_locutions_latines_commen%C3%A7ant_par_Q#Loc-Qualis_pater.2C_talis_filius
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Nous avons pu rattacher ces phénomènes à d’anciennes observations réalisées sur des souris 

génétiquement mutées n’exprimant pas l’IL-1 chez qui la production d’anticorps spécifiques 

post-immunisation était altérée voire abolie. Inversement les souris IL-1Ra KO présentaient 

un excès dans cette production d’anticorps. 

L’IL-1 jusque-là identifiée comme molécule de l’inflammation provoquant la production d’IL-

6 sur ses cibles (mais là aussi il y a un lien avec les Tfh puisqu’on sait la nécessité de 

l’expression de cette cytokine par la cellule dendritique lorsqu’elle active un T naïf pour qu’il 

devienne Tfh). Nous avons maintenant pu montrer l’importance de cette molécule tant son 

effet est majeur aussi bien  in vivo sur la prolifération des Tfh ou d’anticorps spécifiques à 

l’antigène injecté en parallèle qu’in vitro sur la production par les Tfh d’IL-4 et d’IL-21, 

cytokines essentielles à l’aide du lymphocyte B. Le lien est également à faire avec l’effet des 

adjuvants. On sait que ces derniers servent à fournir les signaux d’inflammation nécessaire 

aux cellules dendritiques afin que ces dernières puissent s’activer et activer par là même les 

lymphocytes T. Mais d’anciennes études montrent que l’injection de différents types 

d’adjuvants a aussi pour effet la production d’IL-1 par l’organisme et appuie donc l’effet de la 

vaccination de façon indirecte.  

Le contrôle du centre germinatif passerait donc par une fine régulation cytokinique 

impliquant l’IL-1 et ses puissants effets. Le rôle des Tfr pourrait donc être majoritairement 

lié à sa capacité à capter l’IL-1 et à en abolir les effets sur les Tfh comme nous avons pu le 

montrer in vitro. Cette nouvelle dichotomie dévoilée entre la régulation hors centre 

germinatif par l’IL-2 et dans le centre germinatif par l’IL-1 ouvre – entre autres – des 

perspectives dans l’utilisation thérapeutique des Tfr et dans une compréhension encore plus 

fine de la régulation du centre germinatif.  

 

III – Perspectives : physiologie et thérapie 

L’utilisation et le contrôle de l’immunologie en clinique en est à ses débuts et ouvre des 

perspectives inespérées dans la maîtrise de nombreuses pathologies. Déjà en 2013 la revue 

Science décernait à l’immunothérapie (dans le domaine du cancer) le titre de « Breakthrough 

of the year » (Couzin-Frankel, 2013). D’autres exemples plus proches de notre domaine 

peuvent être cités.  

L’utilisation des Treg ou le contrôle de ces cellules sont par exemple des enjeux majeurs dans 

la maîtrise des maladies auto-immunes. Diverses initiatives comme l’utilisation de l’IL-2 à 

faible dose pour une action spécifique sur les Treg (Klatzmann and Abbas, 2015; Rosenzwajg 

et al., 2015) ou même des cellules autologues du patient d’abord extraites, mises en expansion 

et réinjectées (Bluestone et al., 2015a; Inc, 2017) laissent à penser que des développements 

similaires pourraient intervenir dans le domaine de la régulation humorale. Néanmoins ces 
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perspectives sont intervenues après une caractérisation très précise de la physiologie de ces 

Treg et nous sommes loin à ce jour d’en être à un tel niveau de compréhension de la 

physiologie des Tfr. 

 

A. Utilisation de la voie de l’IL-1 

Dans notre cas, le contrôle pourrait intervenir dans les deux sens.  

Sur la régulation positive de l’immunité humorale : l’IL-1 à d’importants effets sur l’aide aux 

cellules B et les stratégies vaccinales pourraient utiliser cet effet afin de rendre encore plus 

puissant la réponse humorale contre les pathogènes. On imagine que l’utilisation d’IL-1 en 

complément des adjuvants utilisés pourrait faire l’objet d’études futures dans l’amélioration 

des stratégies contre les bactéries ou virus cibles des vaccins. Mais l’effet inflammatoire de 

l’IL-1 pourrait se révéler néfaste pour l’organisme et réduire le spectre de cette stratégie à des 

patients pour lesquels les traitements vaccinaux classiques échouent à contrôler le 

développement de certaines pathologies comme l’infection par le VIH.   

Sur la régulation négative de l’immunité humorale, le blocage de la voie de l’IL-1 pourrait se 

révéler être une stratégie fructueuse dans le contrôle de la production d’auto-anticorps ou de 

la production excessive d’anticorps. La plupart des stratégies actuelles visent dans ces 

situations  

- soit à limiter l’inflammation quand la pathologie est associée à de tels phénomènes  

- soit à limiter la co-stimulation, phénomène nécessaire dans l’activation cellulaire T 

comme par exemple les molécules chimériques couplant des IgG1 humaines et le 

CTLA-4 (Abatacept) qui se sont montrées efficaces dans plusieurs pathologies comme 

la polyarthrite rhumatoïde (Maxwell and Singh, 2010)  

- soit à limiter la quantité de cellules B de l’organisme notamment par l’utilisation 

d’anticorps monoclonaux anti-CD20 comme le Rituximab. On peut donner l’exemple 

de son utilisation dans le lupus (Thatayatikom and White, 2006) ou la polyarthrite 

rhumatoïde (Mok, 2013) 

Ces stratégies peuvent être combinées et présentent toutes des inconvénients plus ou moins 

importants. Les critères du traitement « parfait » contre la maladie auto-immune résumés 

par A. Abbas et son équipe (Rosenblum et al., 2012), sont les suivants :  

- le traitement cible spécifiquement les cellules pathologiques et permet au système 

immunitaire de fonctionner normalement 

- le traitement établit à nouveau une tolérance immunitaire stable sans que soit 

nécessaire un traitement au long cours 

- basse toxicité et peu d’effets secondaires  

- bas coût comparativement aux approches alternatives  
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Nous remarquons tout de suite que le Rituximab par la déplétion de l’ensemble des cellules 

B affecte l’homéostasie du système immunitaire. De même la production d’anticorps de 

fusion comme l’Abatacept procède d’une technique coûteuse. L’utilisation d’autres molécules 

bloquant spécifiquement la voie de l’IL-1 pourrait s’avérer utile, moins coûteuse et plus 

spécifique pour le traitement des maladies auto-immunes ayant pour cause principale la 

génération d’auto-anticorps.  

 

B. Utilisation directe des Tfr 

Il est également à envisager d’utiliser – à l’aune de ce qui est fait pour les Treg – les cellules 

Tfr elles-mêmes en thérapie. Cela permettrait une thérapie ciblée et efficace mais plusieurs 

questions à la fois techniques et pratiques restent en suspens. Les utilisations actuelles et 

dans un futur proche des Treg sont en large expansion et certaines de ces stratégies ont été 

synthétisées récemment (Bluestone et al., 2015b). La Figure 13 tirée de cet ouvrage présente 

les principales méthodes et l’on comprend ainsi pourquoi ces thérapies ne sont pour l’instant 

pas envisagées pour les Tfr. 

 

 

Figure 15: Stratégies thérapeutiques actuelles et futures utilisant les Treg, Bluestone JA., 2015. 

 
Il est en effet pour l’instant impossible de différencier ces cellules in vitro à partir de 

précurseurs (qu’ils soient Treg ou Tfh) et l’obtention de cellules de patients semble être 
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complexe. Ces cellules ont leur place dans les centres germinatifs et donc dans les OLS. Bien 

que certaines équipes qualifient de Tfr certaines cellules circulant dans le sang périphérique, 

le consensus n’existe pas encore à ce sujet.  

Une fois les cellules Tfr obtenues – par exemple d’OLS murins – une nouvelle question se 

pose quant à leur prolifération in vitro. Les méthodes nécessaires ne sont pas encore mises 

au point et il est impossible de faire augmenter la quantité de Tfr comme c’est le cas pour les 

Treg avec des protocoles utilisant des billes de stimulation de de l’IL-2. 

Enfin, et c’est la principale question qui se pose, rien n’est su sur le devenir du Tfr dans 

l’organisme qu’il s’agisse de cellules circulantes ou non. Une fois le protocole de 

différenciation et de prolifération établi pour ces cellules, que deviendront-elles une fois 

injectées dans le circuit immunitaire ? Il faudrait en effet établir de nombreux contrôles afin 

de vérifier que ces cellules se localisent bien à nouveau dans les centres germinatifs, et qu’elles 

permettent de limiter les réactions immunitaires non-voulues (par exemple contre le soi) tout 

en n’altérant pas ou peu la fonction immunitaire normale. De plus, l’incertitude pesant sur 

leur spécificité (que nous avons contribué à ouvrir du fait de la grande diversité observée dans 

le répertoire de ces cellules) doit également être levée avant d’envisager d’utiliser ces cellules 

comme thérapie. 

 

Je pense néanmoins que ces barrières techniques ne doivent pas arrêter les recherches en ce 

sens. En effet, il me semble que l’utilisation de populations très homogènes d’un point de vue 

physiologique comme fonctionnel représente un enjeu et une sécurité pour l’immunothérapie 

moderne. Le petit nombre de ces cellules ne doit pas arrêter les études sur leur potentiel 

thérapeutique, Pauca Sed Bona. Ces cellules sont un puissant levier dans le contrôle de 

l’immunité humorale au vu de ce petit nombre et du grand impact de leur absence dans un 

organisme. Les méthodes d’analyse et de manipulation de ces populations rares en font de 

nouveaux atouts pour la compréhension et le contrôle du système immunitaire. 

L’homogénéité de cette population me fait penser qu’une fois dans l’organisme les Tfr se 

cantonneront à leur rôle et n’iront pas agir sur d’autres pans de l’immunité. C’est à mon sens 

une différence fondamentale avec l’injection d’autres populations cellulaires certes efficaces 

sur l’inflammation ou la maladie en cours mais qui du fait d’une plus grande hétérogénéité 

aurait aussi des effets secondaires non négligeables. Les Tfr devraient être capables de ne 

toucher sélectivement que l’immunité humorale.   

 

C’est d’ailleurs pour ces raisons et dans cette logique de petite population très homogène / 

effet circonscrit, puissant et contrôlé / sécurité thérapeutique qu’au cours de ces travaux de 

thèse je me suis également intéressé à une population cellulaire tout aussi rare et dont le rôle 
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reste méconnu : les CD8 Treg dont l’étude a fait l’objet d’un projet (Annexe 1) actuellement 

en cours.  

 

Si je devais conclure ces 3 années et exprimer en quelques mots la vision de l’avenir du 

couple médecine/recherche dont j’espère être l’un des acteurs, je dirais qu’il se trouve 

désormais au cœur d’un paradoxe : celui entre l’immense (l’analyse de données toujours 

plus lourdes comme ce que nous avons pu voir pour le répertoire ou le transcriptome, 

méthodes de recherche et de diagnostic d’avenir), faisant émerger des données sur le 

minuscule (des populations restreintes mais puissantes et aux effets homogènes) qui 

constituent des piliers de la thérapie de demain. 
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Summary of the proposal  (0.5 page max.) 
 
Context: Autoimmune and inflammatory diseases are characterized by an immune dysregulation, and notably 

an imbalance between effector T cells (Teff) and regulatory T cells (Treg). Most treatments of these diseases 

are aimed at decreasing immunity. Recently, the therapeutic research has been focused on the activation and 

expansion of regulatory cells, particularly with the use of interleukin-2 (IL-2) that has been effective for the 

expansion of CD4 Treg and improvement of clinical signs in some autoimmune diseases (AIDs) (vasculitis and 

GVHD). 

Rational: Other regulatory cell populations have now received attention, and notably CD8 Treg for which 

evidence that they are involved in AIDs is growing. However, CD8 Treg are less well characterized than CD4 

Treg. 

Objectives: We sought to deeply characterize CD8+CD25+FOXP3+ Treg in healthy donors (HD) and under 

pathological conditions (Rheumatoid Arthritis (RA) and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) patients) at steady 

state and under low-dose IL-2 treatment.  

Methodology: TRANSREG is a clinical trial performed in Pitié-Salpêtrière hospital. The aim of TRANSREG is the 

induction of Treg by low-dose IL-2 in AIDs. 10 mL of blood from 4 untreated HD and from 4 RA and 4 SLE patients 

(recruited in TRANSREG) before and after IL-2 treatment will be collected. CD8 Treg with be fully phenotyped 

by flow cytometry, purified by sorting and transcriptomic analysis will be performed.    

Expected results: The phenotypic and transcriptomic analysis of CD8 Treg in AIDs and under IL-2 treatment will 

provide us a better knowledge of their role in the development of AIDs, and of their mechanisms of suppression.  

 
 
i2B teams involved (0.5 page max.) 

Team 1: Immunology – Immunopathology – Immunotherapy (I3) laboratory, biotherapies department (Pitié-

Salpêtrière hospital) 

Expertise in translational research in immunology and systems biology approaches. Contacts for the project: Dr. 

G. Churlaud (guillaume.churlaud@aphp.fr) and PG. Ritvo (paulgydeon.ritvo@gmail.com). 

 

Team 2: Clinical Investigation Center in Biotherapy and Immunology (CIC-BTi) and Internal medicine and Clinical 

Immunology Department (Pitié-Salpêtrière hospital) 

This team has an expertise in the management of patients suffering from systemic lupus erythematosus and in 

managing the TRANSREG clinical trial. Contact for the project: Dr. R. Lorenzon (rolorenzon@gmail.com). 

 

Team 3: Rheumatology Department (Saint-Antoine hospital) 

Expertise in the management of patients suffering from rheumatoid arthritis. Contact for the project: Pr. J. 

Sellam (jeremie.sellam@aphp.fr).  

 
  

mailto:Guillaume.churlaud@aphp.fr
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Description of the proposal (8 pages max.) 

1. CONTEXT, RATIONALE AND OBJECTIVES OF THE PROPOSAL 

1.1 CONTEXT 

Autoimmune diseases (AIDs), all pathologies considered, represent the third cause of morbidity in developed 

countries, and therefore represent a major public health issue. AIDs, including auto-inflammatory diseases may 

be considered as a set of conditions arising from a similar pathophysiology involving immune dysregulation 

characterized by an abnormal balance between effector T cells (Teff) and regulatory T cells (Treg)1.  

T cell development in the thymus comprises the positive selection of functional T cells capable of supporting 

adaptive immunity and the elimination of highly self-reactive T cells. The latter process is leaky and some 

autoreactive Teff escape into the periphery where they are normally regulated by peripheral tolerance 

mechanisms. Multiple cell subsets with immunoregulatory properties, among CD4 and CD8 T cell or B cell 

populations, control these potentially harmful Teff. The best characterized of such regulatory cell populations 

are the natural CD4+CD25+FOXP3+ thymic-derived regulatory T cells (CD4 Treg)2. Their major role in the 

maintenance of immunological self-tolerance and immune homeostasis is illustrated by the rapid development 

of AIDs in normal mice upon their depletion and also by the occurrence of severe AIDs, allergy, and 

immunopathology in humans with a mutated FOXP3 gene3. CD4 Treg biology has dominated research on 

regulatory cells in AIDs. More recently, other regulatory cell populations have received attention, and notably 

regulatory CD8 T cells (CD8 Treg) for which evidence that they are involved in AIDs is growing. In patients 

suffering from AIDs, a dysregulation, even coming from Teff, from Treg or from another immune cell subsets4, 

is present and is triggering the disease. 

The therapeutic approach of inflammatory and autoimmune diseases is aimed at elimination or attenuation of 

immune and inflammatory response (immunosuppressant drugs, corticosteroids, NSAI Drugs), and is thus 

targeting more or less effector immune cells. Now are emerging biological agents genetically engineered with 

the aim to decrease inflammation by interfering with various biological substances identified in the 

inflammatory cascade (anti-TNF drugs for example). However, these therapies have limitations in terms of 

efficacy and tolerance (increased risk of infection and multi-system toxicity). Many research teams have now 

decided not to directly target the effector immune cells or mediators of inflammation any more, but rather to 

try to influence the regulatory immune cells. Low-dose interleukin-2 (IL-2) now appears to specifically expand 

and activate CD4 Treg and CD8 Treg, and thus could represent a new class of immunoregulatory drug. Thus low-

dose IL-2 is now assessed in many clinical trials on autoimmune and inflammatory diseases, as IL-2 can modify 

the Teff/Treg balance.  

 
1.2 RATIONALE  
 
CD8 Treg are functionally defined populations of CD8 T cells endowed with immunosuppressive functions5. 

Their suppressive activity in AIDs of CD8 Treg was first demonstrated in CD8-depleted mice, and begins now to 

be demonstrated in AIDs patients. Notably, in patients with systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid 
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arthritis (RA), inflammatory bowel disease or multiple sclerosis defective functions and/or reduced numbers of 

CD8 Treg have been reported (Table 1).  

 

AID ROLE OF CD8 TREG IN THE PATHOLOGY REFERENCES 

Multiple sclerosis Defective suppressive functions in exacerbation of MS 6 

Multiple sclerosis Direct kill of CD4 T cells 7 

Multiple sclerosis % of CD127- CD25+Foxp3+ CD8+ in MS patients compared to HD  8 

Inflammatory bowel 
disease 

Defective suppressive functions of CD8 T cells from lamina propria in IBD 9 

RA High level of IL-10 secreting CD8 T cells in synovial fluid 10 

RA CD8+CD25+CD45RA+ and CD8+CD28- in RA patients compared to HD 11 

RA More induction in RA patients compared to HD 12 

Type 1 diabetes Defect of recognition of HLA-E/Hsp60sp 13 

Type 1 diabetes  only in clinical responders to an anti CD3 therapy 14 

SLE 
Impairment of CD8 Treg suppressive function after generation of CD8 Treg in 
vitro 

15 

SLE     % in SLE patients than in HD 16 

SLE % CD4+CD25+Foxp3+, CD8+Foxp3+ et CD8+CD103+ in SLE remission 17 

Primary biliary 
cirrhosis 

Phenotypic and functional alterations  18 

Table 1: Reported roles of CD8 Treg in the pathophysiology of AIDs. 
Abbreviations: multiple sclerosis (MS), systemic lupus erythematosus (SLE), inflammatory bowel disease (IBD), healthy 
donors (HD), Type 1 diabetes (T1D), Rheumatoid arthritis (RA) 

 
Altought CD8 Treg subsets are multiply involved in the pathophysiology of different AIDs in humans, CD8 Treg 

biology is less well known than that of CD4 Treg, due in part to their small numbers5, which render functional 

studies difficult. Furthermore, several subpopulations of CD8 Treg have been described based on the expression 

of different cell surface markers making it a very heterogeneous population of cells5, but a subpopulation 

described as CD8+CD25+Foxp3+ really showed very important suppressive activities5,19. Many groups suggest 

that FOXP3 expression might represent a good indicator of a bona fide suppressive function of CD8 Treg. 

CD8+CD25+Foxp3+ Treg could therefore have an important role in the pathophysiology of AIDs, and this role 

needs to be studied. 

Furthermore, our laboratory5,20,21 showed that as CD8 Treg express CD25, these cells were highly sensible to IL-

2. Like CD4 Treg, CD8 Treg expand in response to IL-2 treatment, as we previously showed in clinical trials using 

low dose IL-2 in hepatitis C virus-induced vasculitis20 and type 1 diabetes (DF-IL2 trial, NCT01353833). Thus 

these cells could participate to the beneficial clinical effects of IL-2 on autoimmunity20,22. 

We are currently conducting a clinical trial using low-dose IL-2 in autoimmune and inflammatory diseases 

(TRANSREG, NCT01988506). This clinical trial TRANSREG aims to assess the safety and biological efficacy of low-

dose IL-2 as a Treg inducer in a set of autoimmune and auto-inflammatory diseases. We intend to study the 

CD8 Treg in two pathologies where the impact of CD8 Treg in the pathophysiology has already been glimpsed: 

RA and SLE (table 1). RA is a chronic multisystem inflammatory disease causing progressive joint destruction. 

This is the most common inflammatory joint disease, affecting 0.3 to 0.5 % of the french population. The disease 

is systemic because it can affect several organs (dermis, lung, eyes). RA is the result of a complex interaction 

between synovial cells and lymphocytic infiltration. Joint damage is caused by local production of 
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immunoglobulin with macrophage activation and production of inflammatory cytokines. Very few publications 

have studied the role of CD8 Treg in RA (Table 1) and the results are contradictory: Ellis showed an increase in 

CD8 induced Treg in RA12, while Sempere-Ortells shows a decrease in CD8 regulatory cells11. 

SLE is an AID characterized by the production of antibodies against components of the cell nucleus, causing a 

wide range of clinical manifestations. Its prevalence in France is from 12 to 40 per 100 000 inhabitants per year. 

This disease can affect any organ. Nearly 90 % of SLE patients have musculoskeletal symptoms as arthralgia. 

The main clinical manifestations are related to inflammation, vasculitis, the deposits of immune complexes, and 

vasculopathy. Many studies have shown diminution of CD4 Treg in patients with SLE. Publications reported in 

Table 1 also show an impaired number15 or function16 of CD8 Treg in SLE patients. 

These diseases have a high prevalence in self antibodies, and it was also shown that CD8 Treg could have a role 

on T follicular helper cells (Tfh)21,23. Tfh cells are needed to maintain the germinal centers and to regulate 

germinal center B cell differentiation into plasma cells and memory B cells. CD8 Treg could regulate this Tfh-B 

cell axis; this should be of importance in the protection against auto-antibodies mediated AIDs.  

 
1.3 OBJECTIVES  
 
1.3.1 General objective:  

We sought to deeply characterize CD8+CD25+FOXP3+ Treg in HD and under pathological conditions (RA and SLE 

patients) at steady state and under IL-2 treatment. We want to assess and confirm the central position of CD8 

Treg in the protection against autoimmunity especially in auto-antibodies mediated AIDs.  

 
1.3.2 Specific objectives: 

- To compare the transcriptomic status of CD8 Treg between RA and SLE patients and HD; 

- To compare the transcriptomic status of CD8 Treg between RA and SLE patients before and after IL-2 

treatment; 

- To study their phenotype (surface and nuclear markers expression) and functionality upon  

- Perforin/Granzyme expression  

- suppressive assays 

- STAT5 phosphorylation upon IL-2 stimulation 
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2 PROJECT ORGANISATION AND TASKS SCHEDULE 

2.1 PROJECT ORGANISATION 

2.1.1 Scientific aspects 

 

 

 
 
 
 
Figure 1: Scheme 
of samples 
collection and 
processing 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.1.2 Technical aspects 

Blood samples 

Samples will be collected from the Etablissement Français du Sang (EFS) of the Pitié-Salpêtrière hospital for HD. 

As the total amount of blood collected for HD will be 10 mL, no authorization from people protection committee 

will be mandatory. 

Patients with confirmed SLE or RA will be recruited for the clinical trial TRANSREG (inclusion and exclusion 

criteria can be found on https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01988506?term=transreg&rank=1). Blood 

samples from these patients will be obtained at Visit 0 (before IL-2 treatment) and at Visit 6 (Day 8, i.e. 3 days 

after the 5 days IL-2 course).  40 mL of blood are collected at those visits for ancillary studies. We will take 10 

mL of this collected blood to do our study, so an amendment to the TRANSREG trial will not be necessary. 

CD8 Treg phenotyping 

300µL of blood will be needed to perform CD8 Treg function phenotyping and naïve / memory CD8 Treg 

phenotyping. Flow cytometry panels used are described in Table 2.  

 

  FITC PE ECD PC5.5 PC7 APC AA700 AA750 PB KrOr 

Activation Helios CD25   Ki67  CTLA-4 Foxp3 CD3 CD127 CD4 CD8 

Function LAP  GITR  CD25 CD39  CD45RA Foxp3 CD3 CD127 CD4 CD8 

Naive/Memory CD95 CCR7 HLA-DR CD25 CD45RA Foxp3 CD3 CD127 CD4 CD8 

Table 2: Flow cytometry panels to characterize CD8 Treg  
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Cell purification and sorting 

CD8 positive cells will be isolated using the Rosettesep human CD8+ T cell enrichment cocktail (Stem Cell) 

followed by a ficoll using the sepmate technology (Stem cell). The recovery of this technique is 40 % with a 

purity of CD8+ T cells of 95 %. CD8+CD25hiCD127low regulatory T cells will be sorted sorting using an Aria II (BD) 

after a cell surface staining with anti human antibodies CD8 APC AlexaFluor 750, CD25 PE, CD127 FITC. The 

recovery of an ARIA cell sorting is usually 50 %.  

CD8 Treg can be found at a quantity of 1 cell per µL of blood5. We will use 10 mL of peripheral blood per patient, 

allowing us to obtain an average of 10 000 cells per sample. With a total recovery of 20 % (= 40 % x 50 %), we 

will obtain 2 000 CD8 Treg 99 % pure. 

CD8 Treg functionality assays 

100 000 CD8+ T cells (after the Rosettesep / sepmate steps) will be plated with PMA/iono and golgi plug for 4h, 

perforin/granzyme and intracellular cytokines (IFNγ, TNFα, IL-4, IL-10, IL-17…) will be stained.  

Transcriptomic analysis 

RNA extraction and transcriptomic analysis will be performed by the Genomic Platform, Translational research 

Department, Institut Curie, using Affymetrix data controlled and human Gene HTA2.0 array, with external 

controls. This analysis can be used for very small RNA quantities (minimum of 1 000 cells) that totally fits with 

our isolation protocol.  

 

2.1.3 Methodological aspects  

Patient’s recruitment per pathology: for now, in TRANSREG clinical trial, 6 SLE and 3 RA patients have been 

recruited in 12 months. 6 SLE patients and 9 RA patients remain to be recruited to finish the TRANSREG trial. 

We consider that 4 SLE and 4 RA patients will be recruited in 8 months. This is the minimum of samples needed 

for each condition to perform statistical analysis on transcriptomic data, according to the Genomic Platform. 

Patients included in TRANSREG trial will receive repeated administrations of low-dose IL-2 (1 Million 

International Units MIU/day, subcutaneously) during 5 consecutive days (induction period) and then 1 MIU of 

IL-2 once every 15 days for 6 months (maintenance period).  

 

2.2 TASKS SCHEDULE 
 

 

 

Figure 2: Main tasks 

of the project 

described in an 

overall Gantt chart 
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3. PROJECT COORDINATION MODALITIES AND ADDED VALUE FOR THE COLLABORATION 

3.1. PROJECT COORDINATION MODALITIES  

Clinical coordination: Our project on CD8 Treg will be integrated as an ancillary study of the TRANSREG clinical 

trial. Patients will be recruited from our collaborator’s departments (Rheumatology Department at Saint-

Antoine hospital and Internal Medicine & Clinical Immunology at Pitié-Salpêtrière hospital) under the clinical 

coordination performed by Dr. R. Lorenzon. Pr. J. Sellam already collaborates closely with Dr. Lorenzon as part 

of TRANSREG and other clinical trials. All TRANSREG included patients are clinically followed by Dr. R. Lorenzon 

who is previously notified by phone or email for every patient enrolment.  

Biological coordination: The collected blood will be transferred by pneumatic (station 722) from Dr. R. Lorenzon 

(CIC-BTi) to the I3 laboratory for processing and analysis. Blood samples will be received by the team of 

technicians of the laboratory and given either to Dr. G. Churlaud or to PG Ritvo. 

Financial coordination: Dr G. Churlaud will coordinate the financial aspects of the research with the secretaries 

of the Department. 

Meetings: There will be a monthly meeting will the 4 main protagonists of the project in order to discuss the 

results and to see whether the tasks schedule is followed. Results will be discussed by both biologists and 

clinicians to confront our views on the effect of IL-2 on the population of CD8 Treg.  

 

3.2. ADDED VALUE FOR THE COLLABORATION  

The organization of the project described in section 2.1.1. and 3.1. will allow us to introduce a technique at the 

cutting edge of biotechnology (transcriptomic assays on a little amount of RNA) to a field of major interest for 

the study of AIDs, CD8 Treg.  

We are truly translational and have a focus on SLE and RA for which our laboratory is currently conducting 

breakthrough clinical trials, in association with the departments we will work with. This bed to benchside step 

is made possible by both the experience of our clinical collaborators and their patients, the regulatory structures 

sponsoring the clinical trial TRANSREG (CIC-BTi) and the clinical trial itself, the skills of our biologists in the fields 

of fundamental immunology upon a large panel of biological assays and the platform of excellence that will 

realize and analyze our transcriptomic assays.  

This kind of collaboration have already been tested in another project currently ongoing, TRANSIMMUNOM, 

which aims to study different immunological subsets like CD4 Treg in the context of AIDs. We hereby introduce 

the effect of IL-2 on a small subset (moreover recently discovered) of immunological cells, CD8 Treg cells.  

Eventually, the feasibility of our project is largely supported by our proven expertise and records attested by 

publications in the relevant fields of past and current clinical trials investigating low-dose IL-2 in AIDs. 
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4. EXPECTED RESULTS 

As teams combining expertise in AIDs and Treg biology, we are uniquely positioned to use a broad range of 

analysis to improve our understanding of Treg function and to translate this knowledge to the management of 

AIDs.  

The transcriptomic analysis of CD8 Treg in different conditions will provide us a good picture of this subset 

function and allow us to find new possible interactions between CD8 Treg and immunological populations such 

as Tfh cells, and new molecular mechanisms of CD8 Treg-mediated cell suppression. We will be able to confirm 

the expected role of this subset in various phases of protection against autoimmunity as shown below in Figure 

2. 

 

 

 

Figure 2: The 

expected role of 

CD8 Treg against 

autoimmunity 

CTL: Cytotoxic T 
Lymphocyte 
Tfr: T follicular 
regulatory cell 

 

 

 

Our various analysis will allow us to identify new genetic factors in autoinflammatory diseases, and to identify 

new pathways in organ-specific (RA) or systemic (SLE) inflammation. We will also be able to investigate the role 

of the CD8 Treg subset in the well-known Treg/Teff balance.  

For SLE and RA, we believe that we will discover impaired function or frequency of CD8 Treg compared to HD. 

We hope that CD8 Treg counting and phenotyping could be a novel biomarker for diagnosis and for monitoring 

of disease progression that could be extremely helpful for their management. We are currently involved in 

evaluating low-dose IL-2 as a Treg inducer in various AIDs. To guide IL-2 treatment, it will be extremely important 

to find biomarkers that can predict disease progression or evaluate the efficacy of treatment. The 

characterization of the possible status of this subset will also allow us to refine the biological phenotype of 

patients. 
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5. EXPECTED OUTCOMES FOR i2B 

On the one hand, i2B participates to TRANSREG clinical trial and the results of our study will be fully part of this 

trial, bringing a new mode of analysis upon a new immunological subset. 

On the other hand, the role of CD8 Treg is still misunderstood. If we manage to establish a modification in CD8 

Treg phenotype and functionality and to make a link between those observations and the physiopathology of 

the two AIDs studied, this work could be extended to all DHU collaborators consulting patients with AIDs. The 

analysis of CD8 Treg could become part of the common panel of investigations in clinical trials analyzing AIDs.  

Eventually and wider, defining the role of CD8 Treg (or of their absence) among the physiopathology of AIDs 

could help us to bring new ideas of biomarkers for diagnosis and/or prognosis, combined biotherapies and new 

targets, fields among which i2B rallies experts in different teams.  
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Justification of budget requested (1 page max.) 
Please fill in the table below and briefly describe the funding requested by each team. If global cost exceeds 15 
000€, please specify complementary funding already obtained. 

 Team 1 Teams 2 and 3 

Operating costs 
(consumables) 

- Blood from EFS: 20,72 
- CD8+ T cell enrichment (sepmate + rosettesep) : 
922,32 
- Flow cytometry Antibodies for cell sorting : 1264,92 

 

Mission expenses   

Outsourcing RNA extraction and Transcriptomic analysis: 12729  

Total (€) 14936,96 euros 0 

 
Flow cytometry antibodies for phenotypical characterization and functional assays will be kindly given by Dr 
Michelle Rosenzwajg (Biotherapy department, Pitié-Salpêtrière hospital).  
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que les milieux de culture devaient être stériles, que le rebord de poubelle servait de limite implicite 

à son remplissage, que l’ARN n’aimait pas la chaleur, que la première étape d’un ELISA était le coating 

ou encore qu’un bidon de fluide pour cytomètre n’était pas le tonneau des Danaïdes, 

 

A toi qui à lu, relu, re-relu, re-re-relu mes différents manuscrits, travaux, écrits (mais qui n’aura pas 

eu ces remerciements en avant-première), 
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A toi qui aura tant bien que mal tenté de répondre à la question du midi et à toi qui aura fait la vaisselle 

quelques dizaines de fois indirectement par ma faute,  

 

A toi avec qui j’aurai bu des litres de café qu’il ait été « gratuit », « G. » ou bien sorti d’un fond de boîte 

Nespresso,  

 

A toi qui va te dire que comme mes phrases ne finissent pas par des points, j’aurais pu mettre des a 

minuscules en début de ligne, ce qui m’aurait permis de mettre un accent sur ce dernier,   

 

A toi pour qui l’intermède signifie plus houblon et bulles que quelques notes de musique,  

 

A vous tous, j’ai grandi dans ce laboratoire, avec vous. Ma vie d’adulte a commencé avec vous. Je 

n’oublierai aucun de vous. Merci.  

 

*** 

 

Enfin, il manque quelques pensées pour ceux qui ne liront sûrement jamais ces remerciements mais 

qui – sans le savoir – ont permis à ces trois années d’avoir un visage différent : 

 

Patrick C. et Léa S., pour la stimulation quotidienne qu’ils m’ont apportée, 

 

Shane C., Michelle L., et quelques autres de m’avoir mâché le travail et fait gagner quelques années,  

 

Jean E. et Guillaume M. pour leurs styles tout à fait différents qui m’ont aidé dans la rédaction de ce 

manuscrit, 

 

Stanley K., Martin S., Quentin T., Jean-Luc G., Woody A., Roman P., Pedro A., Wes A., Nanni M., et 

tant d’autres que j’ai pu découvrir ces dernières années, qui m’ont invité à m’évader de mes analyses 

quelques soirs, 

 

Violetta, Almaviva, Bartholo, Figaro, Platée, la Reine de la Nuit, Zarastro notamment pour leur 

delicieuses prestations,  

 

Dmitri, Ivan et Alexei qui m’auront tenu la jambe pendant quelques semaines, tout autant que Solal 

et Ariane, sans oublier Mme Rosa,  

 

Messieurs Bigot de Préameneu, Poralis, Tronchet, Maleville pour leur beau travail de synthèse que 

j’ai su apprécier à sa juste valeur. 

 

*** 

 

A tous mes proches et ceux qui continueront l’aventure à mes côtés, je vous adresse des remerciements 

infinis. Mais je tiens à vous prévenir : la route est encore longue, et je compte bien sur vous pour la 

faire avec moi ! 

 
 


