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Abbréviations

ADCC Antibody dependent cell-mediated
cytotoxicity

Ahr Aryl hydrocrabon receptor

AID Activation-induced cytidine
deaminase

Areg Amphirégulin

BALT Bronchus Associated lymphoid
Tissues

CHILP Common helper ILC progenitor

Cl Commutation isotypique

CILCP Common ILC precursors

CLP Common lymphoid progenitor

CMHII Complexe majeur
d'histocompatibilité de classe Il

CMP Common Myeloid Progenitor

CP Cryptoplaques

CRTH2 Prostaglandin D2 receptor

CTEC Cortical Thymic epithelial cells

DC Dendritic cells

DSS Dextran Sodium Sulfate

DTR Diphteria Toxin Receptor

EAE Autoimmune Encephaomyelitis

FALC Fat associated lymphoid clusters

FDC Follicular dendritic cells

Fm Fate mapping

FOXP3 Forkhead box P3

GALT Gut Associated Lymphoid Tissues

GATA3 GATA-Binding protein 3

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor

GvHD Graft versus Host Disease

HMS hypermutation somatique

HSC Hematopoietic Stem Cells
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RESUME

Plusieurs rapports de la littérature ont relaté que la composition, la fréquence et
I'activité des ILC sont fortement impactées dans le contexte d’un déficit du systéeme
immunitaire adaptatif chez la souris. Cependant les mécanismes par lesquels I'immunité
adaptative régule 'homéostasie des ILC restent en grande partie inconnus. L'objectif de ma
thése a été dans un premier temps d‘évaluer I'implication des lymphocytes T dans cette
régulation au sein de tissus lymphoides tels que les ganglions périphériques et mésentériques
et dans l'intestin gréle. Dans un deuxiéme temps, j’ai entrepris d’identifier les mécanismes de
régulation impliqués dans le dialogue entre ILC et lymphocytes T et de déterminer leur

spécificité tissulaire.

Au cours de ma thése j’ai pu confirmer que la régulation des ILC3 NKp46™* sécrétrices d’IL-22
de la lamina propria de l'intestin par les lymphocytes T CD4* repose sur la capacité de ces
derniers a participer au confinement des bactéries commensales. Par ailleurs, j’ai également
mis en évidence un role encore peu étudié des lymphocytes T CD4* dans la régulation de la
fréquence et de I'activité des ILC de type 2 dans les ganglions mésentériques. Ce dernier est
indépendant de 'activation des lymphocytes T CD4* par les antigénes du microbiote et repose
en partie sur la régulation indirecte de I'expression de I'alarmine IL-33. En effet, j’ai montré
qgue I'expression du géne codant I'lL-33 est augmentée dans les ganglions mésentériques en
absence de lymphocytes T et que la neutralisation de I'lL-33 a court terme a pour effet de
réduire significativement la fréquence des ILC2 et leur production de cytokines dans les
ganglions mésentériques de souris dépourvues de lymphocytes T. Une collaboration avec le
laboratoire de Lucie Peduto a I'Institut Pasteur a permis de montrer que les lymphocytes T
pourraient indirectement réguler I'expression de I'lL-33 au sein du compartiment stromal des
ganglions mésentériques. Il reste cependant a déterminer les mécanismes par lesquels les
lymphocytes T régulent I'expression de I'IL-33 dans les cellules stromales des tissus
lymphoides. Enfin, l'intervention d’autres facteurs environnementaux dépendants des
lymphocytes T reste également a évaluer. Des expériences préliminaires indiquent que les
lymphocytes B pourraient jouer un réle non-redondant dans la régulation des ILC2 par les

lymphocytes T dans un contexte de reconstitution du systéme immunitaire adaptatif.
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SUMMARY

Many articles in the literature report that the composition, the frequency and the
activity of ILCs are strongly affected when the adaptive immune system is deficient in mice.
However, the mechanisms by which adaptive immunity regulates the homeostasis of ILCs
remain largely unknown. The objective of my thesis was to address the role played by T cells in
this regulation within lymphoid tissues such as peripheral and mesenteric lymph nodes and in
the small intestine. | also characterised some of the regulatory mechanisms involved in this

dialogue between ILCs and T cells and determined their tissue specificity.

During my thesis, | confirmed that the regulation of gut resident ILC3 by CD4* T cells is based
on their ability to participate in the containment and diversification of bacterial communities
colonizing the gut. In addition, | have also highlighted the role of CD4* T cells in the regulation
of the frequency and activity of type 2 ILCs in the mesenteric lymph nodes. The latter does not
rely on the activation of CD4* T cells by the gut microbiota. Indeed, | showed that the expression
of the gene encoding IL-33 is increased in the mesenteric lymph nodes of T cell deficient mice
and that the short-term neutralization of IL-33 signalling in vivo significantly reduces the
frequency of type 2 ILCs in the mLNs of these mice. In collaboration with Lucie Peduto's team,
we showed that T lymphocytes indirectly reqgulate the expression of IL-33 by mesenteric lymph
nodes stromal cells. However, the mechanisms underlying these interactions remain to be
elucidated. Finally, the role of other T-cell dependent environmental factors remains to be
characterised. Indeed, our preliminary results indicate that T-B cooperation may be
instrumental in the regulation of mesenteric lymph nodes resident ILC2 while it is redundant in

the regulation of gut resident type 3 ILCs by CD4* T cells.
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. LES CELLULES LYMPHOIDES INNEES

a. Définition et historique
Le terme cellule lymphoide innée (ILC) est utilisé pour décrire un ensemble de cellules
du systéme immunitaire inné, ayant les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de

la lignée lymphoide (Eberl et al., 2015). Trois caractéristiques définissent les ILC :

- Malgré leur aspect morphologique lymphocytaire, les ILC n’expriment pas les marqueurs de
lignage associés aux cellules B et T, aux cellules myéloides ou encore aux érythrocytes. Elles

sont par conséquent définies par I'absence de ces marqueurs de lignage (Lin).

- Bien qu’une fraction significative des ILC matures aie exprimé les recombinases RAG au cours
de leur différentiation, les ILC n’expriment pas de récepteurs spécifiques aux antigénes, ce qui

les distinguent des lymphocytes B et T.

- La différenciation des ILC nécessite I'expression de I'inhibiteur de la liaison a I’ADN Id2
(Inhibitor Of DNA Binding 2) (Boos et al., 2007; Yokota et al., 1999). En effet, I'expression d’ld2
marque I'engagement dans le lignage des ILC en inhibant I'engagement vers les lignages B et
T. Ainsi, des études récentes ont permis d’identifier un progéniteur restreint des ILC de type
« effectrices» : nommé Common Helper ILC Progenitor (CHILP) (Klose et al., 2014) défini par

I'expression d’ld2 et présent dans la moelle osseuse et dans le foie feetal chez la souris.
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Figure 1: Les différents sous-types de cellules lymphoides innées (ILC). Les ILC sont des lymphocytes
appartenant au systéme immunitaire inné, se développant de maniére indépendante de recombinases
(RAG= Recombination Activating Gene) et n’exprimant aucun récepteur spécifique aux antigénes. Les ILC
constituent 3 groupes ayant des caractéristiques fonctionnelles proches des lymphocytes T effecteurs. Les
ILC de type 1 (bleu) comprenant les ILC1 non-NK EOMES™ et les NK conventionnelles (cNK) EOMES*. Par
analogie aux lymphocytes T cytotoxiques CD8" (LTc) les cNK EOMES* T-bet* possédent une activité
cytotoxique (sécrétion de perforine et granzyme) en plus de l'interféron gamma (IFNy). Les ILC1 T-bet*
sécretent de 'interféron gamma (IFNy), sont indépendantes d’EOMES et participent a I'immunité anti-
infectieuse et anticancéreuse comme leurs homologues T effecteurs (Ty1). Les ILC de type 2 (rose), sont
dépendantes de GATA3 et RORa, sécretent des cytokines de type Tu2 (IL-5, IL-13, IL-4) ainsi que de I'IL-9 et
de I'Amphiréguline (Areg). Ces cellules sont les analogues innés des lymphocytes TH2 et sont impliquées
dans I'immunité anti-parasitaire et la réparation tissulaire. Enfin, les ILC de type 3 (vert) sont dépendantes
du facteur de transcription RORyt, comme les lymphocytes Ty17 et sont constituées de deux groupes
majeurs, les ILC3 CCR6* sécrétrices d’IL-17 et d’'IL-22 (composées des LTi) et CCR6™ (composées des ILC3
NKp46* et NKp46’) sécrétrices d’'IL-22, de GM-CSF, d’IFNy et d’IL-17. Les ILC3 interviennent dans le
développement des organes lymphoides secondaires et le maintien de ’homéostasie intestinale.

ILC: Innate Lymphoid cells; EOMES: Eomesodermin; GATA3: GATA-Binding protein 3; IFN: interferon; IL:
Interleukin; Areg: Amphiregulin; NK: Natural Killer; ROR: Retinoic acid receptor —related orphan receptor;
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; TCR: T cell receptor; TH:T Helper. CCR: CC -
chemokine receptor LTi: Lymphoid Tissue Inducer cells; NKp46: Natural cytotoxic receptor.

17



La nomenclature actuelle divise les ILC en trois groupes : Les ILC de type 1 (ILC1 et
cNK), les ILC de type 2 (ILC2) et les ILC de type 3 (ILC3)(Spits et al., 2013). Sur la base d’analogies
transcriptionnelles et fonctionnelles, les ILC1 sont apparentées aux lymphocytes T effecteurs
Tul, les ILC2 aux Th2 et les ILC3 aux Twl7. De ce fait, on les considere comme des homologues
innés de ces trois sous-populations de lymphocytes T effecteurs. En effet, les lymphocytes Tul
et les ILC1 sont dépendants du facteur de transcription T-bet (T-box transcription factor) et
sécretent de I'IFNy, du TNF-a (TNF= Tumor necrosis factor) ainsi que de I'lL-2 (Klose et al.,
2014). Les lymphocytes Tu2 et les ILC2 sont sensibles a I'lL-4 et produisent de I'lL-4, de I'IL-5,
de I'lL-13 et sont dépendent de GATA-3 pour leur développement (Hoyler et al., 2012; Neill et
al.,, 2010). Enfin, les lymphocytes Tul7 et Tu22 ainsi que les ILC3 expriment le facteur de
transcription RORyt* (RAR-related orphan recepor gamma t) et sécretent de I'lL-17 et de I'IL-
22 (Melo-Gonzalez and Hepworth, 2017; Montaldo et al., 2015). En lien avec leur signature
cytokinique et au méme titre que les lymphocytes T effecteurs, les ILC vont pouvoir jouer un
réle dans I'immunité anticancéreuse et antivirale (ILC1/Ty1), dans la réponse immunitaire
antiparasitaire (ILC2/Th2) et dans I'immunité mucosale intestinale (ILC3/T117). Les ILC résident
en majorité dans les tissus non-lymphoides tels que les muqueuses intestinales, respiratoires
et utérines ou encore dans le foie et dans la peau (Liu and Zhang, 2017; Sonnenberg et al.,
2013). De part cette position stratégique, les ILC ont la capacité de répondre précocement aux
changements de leur environnement, notamment au cours de la réponse immunitaire (Figure

1).

Les premiéres ILC ont été découvertes en 1975 par R. Kiessling et al (Kiessling et al.,
1975). Nommées cellules tueuses naturelles (NK), ces cellules cytotoxiques sont impliquées
dans la réponse immunitaire antivirale et anticancéreuse. Vers la fin des années 1990, R.
Mebius et S. Nishikawa (Adachi et al., 1998; Mebius et al., 1997; Yoshida et al., 1999) ont
ensuite rapporté une premiere description des cellules Inductrices de Tissus Lymphoides ou
LTi, présentes des le stade foetal pour initier I'organogenése des tissus lymphoides
secondaires. Au cours des dix derniéres années, des investigations menées en paralléle par
plus d’une dizaine d’équipes disséminées de par le monde ont permis de mettre en évidence
d’autres sous-populations d’ILC dites « effectrices » chez ’'homme et chez la souris (Spits et

al., 2013) (Figure 2). Ces travaux ont permis d’établir leur réle dans ’lhoméostasie tissulaire, la
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défense contre les pathogenes et leur implication dans les maladies inflammatoires de
I'intestin (IBD), I'asthme ou encore I'obésité. En conséquence, les ILC font encore aujourd’hui
I'objet de nombreuses investigations visant a établir si elles peuvent étre envisagées comme

de nouvelles cibles thérapeutiques (Klose and Artis, 2016).
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Figure 2: Origine des ILC. (Haut) Les ILC se développent a partir du progéniteur lymphoide commun (CLP), au
méme titre que les lymphocytes T et B. Le développement des ILC a partir du CLP est dépendant du facteur
de transcription Id2 et de I'lL-7. Les précurseurs communs des ILC (CILCP) ont été mis en évidence récemment.
Ils donnent naissance d’une part aux ILC1, ILC2 et ILC3 et d’autre part aux cellules NK. (Bas) Historique de
découverte des ILC. Les premiéres ILC (cNK) ont été décrites en 1975. Successivement, de nombreux travaux
ont permis de mettre en évidence les différents groupes d’ILC ainsi que les sous-populations qui les

constituent.

Id2: Inhibitor Of DNA Binding 2; CILCP: Common ILC precursors; HSC: Hematopoietic stem cell; CLP: Common
lymphoid progenitors; CMP: Common myeloid progenitors; Ig: Immunoglobulin; PP: Peyer Patches.



b. La famille des cellules lymphoides innées
i. LesILCdetypel
1. Définition
Les ILC1 et les NK conventionnelles (cNK) constituent le groupe 1 des ILC (Figure 3). Ces
deux types cellulaires ont des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles similaires.
Elles sont sensibles aux interleukines 12 et 18 pour leur activation et expriment le recepteur
naturel cytotoxique (NCR) NKp46 a leur surface. De part leurs fonctions et leurs
caractéristiques phénotypiques proches, on apparente les cNK aux lymphocytes T CD8*
cytotoxiques et les ILC1 aux lymphocytes T CD4* effecteurs Tul. De fagon similaire, les ILC1 et
les cNK jouent principalement un réle dans I'immunité anti-virale et anti-cancéreuse (Spits et

al., 2016).

2. Différenciation

Initialement, les ILC1 dites « non-NK » ont été définies comme étant des cellules NK
conventionnelles immatures n’exprimant ni le facteur de transcription EOMES
(Eomesodermin) ni les molécules efféctrices cytotoxiques (Gordon et al., 2012; Takeda et al.,
2005) (Figure 3). En effet, de nombreux travaux axés sur le développement et les besoins
transcriptionnels de ces cellules (Geiger and Sun, 2016) ont permis de mettre en évidence que
les ILC1 et les cNK se différencient a partir de I’ a-LP (4 /57-lymphoid precursor). Cependant il
a été démontré que les voies de différenciation des cNK et des ILC1 « non-NK » divergent
précosément avec la formation du NKP (précurseur des NK) d’une part et celle du CHILP
d’autre part (Common Helper ILC Progenitor) (Klose et al., 2014; Serafini et al., 2015; Spits et
al., 2016; Yu et al., 2014).
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Figure 3 : Caractérisation des ILC1. Représentation des marqueurs de surface, des facteurs de transcription
et des cytokines exprimées par les ILC1 EOMES* (cNK) et EOMES-(ILC1 non-NK). Les NK conventionnelles
(cNK) appartiennent aux ILC1. Elles sont sensibles a I'lL-15 et dépendent de T-bet et EOMES pour leur
développement. Elles sont cytotoxiques (production de Perforine et de Granzymes), sécretent de I'interféron
gamma (IFNy) et expriment I'intégrine CD49b (également nommée DX5). Les ctNK expriment des récepteurs
activateurs (NKp46) et inhibiteurs Ly49, I'intégration de I’ensemble de ces signaux activateurs et inhibiteurs
aboutit soit a la cytolyse soit a la tolérance/ignorance. Les ILC1 « non-NK » se distinguent des cNK car elles
sont non cytotoxiques, dépendent de I'lL-7, de T-bet et de GATA3 mais pas d’EOMES. En revanche, de
maniére similaire aux cNK, elles sécrétent de I'IFNy et participent aux réponses immunitaires anti-
infectieuses et anti-cancéreuses.

Ainsi, le NKP (Lin" IL-15Ra* CD277) acquiert I'expression de différents marqueurs tels
gue Eomes, NKp46, NK1-1, DX5, Ly49, CD11b et perd celle de CD27 (Geiger and Sun, 2016) au
court de sa maturation en cellules NK. En revanche, les ILC1 EOMES™ se développent a partir
du CHILP : Lin" IL-7Ra* a4B7* 1d2* et de I” « ILC Precursor » ILCP : Lin™ IL7Ra* PLZF* (Klose et al.,
2014) et dépendent du facteur de transcription T-bet (Gordon et al., 2012). Le développement
des cNK et des ILC1 est dépendant des facteurs de transcription I1d2 (Ilkawa et al., 2001; Yokota
et al., 1999) et Nfil3 (Nfil3= Nuclear Factor, Interleukin 3 Regulated) (Klose et al., 2014; Yu et
al., 2014). Ce dernier a été identifié initialement comme étant un facteur de transcription clef
dans le développement des progéniteurs précoces des cNK (Gascoyne et al., 2009; Kamizono
et al., 2009) et plus récemment dans celui des ILC (Klose et al., 2014; Yu et al., 2014) (Figure
4).

22



B Cell
Lineage
T Cell
Lineage
Ebf1
Pax5 Tef-1
Gata3 Bcli1b
Notch (DLL)
. Plzf -—
\ 1d2 Helper ILC
N,—,,3' Lineages
Gata3
Tef-1
Stat5 E
Nfil3 b
PU.1 _‘rd2 FMGIIB
ox Foxo1
-’}‘;tﬁh (Jagged1/2) Ets-1 _ T-bet Blimp1 7
Runx3 - A:C::OS .:.o.o:o.
Cbfp , e . - _’__‘?’ i T
. NKP | ' W INK - MNK
Current Opinion in Immunology

Figure 4 adaptée a partir de (Geiger and Sun, 2016) : Développement et différenciation des cNK. La
différenciation des cellules ¢cNK a partir du NKP dépend du facteur de transcription Nfil3 et fait
intervenir la molécule de signalisation STAT5. L’acquisition des propriétés cytotoxiques repose sur
I’'expression de certains facteurs de transcription comme Eomes (Eomesodermin).

3. Sous-populations d’ILC1

a. Les NK conventionnelles (cNK)
Les NK ou cellules tueuses naturelles, ont été découvertes il y a 40 ans (Kiessling et al.,
1975), elles sont dépendantes de I'lL-15, cytotoxiques (production de perforine, granzyme),
produisent de I'IFNy et dépendent des facteurs de transcription EOMES et T-bet (Gordon et
al., 2012). Les NK sont identifiées chez ’homme comme étant CD3" CD56" NKp46* et CD3"
NK1-1* CD49b* NKp46* chez la souris (Lanier et al., 1986) .
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Les cNK jouent un réle dans I'immunité anti-infectieuse et anti-cancéreuse en induisant la
mort des cellules cibles soit par cytolyse (perforine, granzyme), soit par induction de
I’apoptose et ce de facon dépendante (ADCC : Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity)
ou non des Immunoglobulines (Vivier et al., 2008). Etant donné I'absence de récepteur
spécifique aux antigénes a la surface des cellules NK, ces dernieres distinguent les cellules du
soi infectées ou transformées des cellules saines grace a I'expression de récepteurs activateurs
tels que NKp46 (activateur de la voie alternative du complément) et NKG2C/D (récepteurs de
molécules de stress produites par les cellules infectées) ou inhibiteurs tels que Ly49

(reconnaissant le CMHI exprimé par les cellules saines) (Geiger and Sun, 2016).

Différentes sous-population de NK ont été identifiées chez la souris en fonction de leur
localisation tissulaire, de I'expression des facteurs de transcription T-bet et EOMES ainsi que

de leur dépendance a I'lL-7 (Figure 5).

b. Les NKthymiques

Les NK thymiques ont été identifiées par Vossenrich et al en 2006 (Vosshenrich et al.,
2006). Ces cellules possedent les caractéristiques du lignage NK car elles conservent
I’expression de NKp46, Eomes et CD49b et sont dépendantes de Nfil3 (Gabrielli et al., 2017;
Ribeiro et al., 2010). En revanche, contrairement aux cNK, elles expriment la chaine alpha du
récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra*), sont dépendantes de GATA3 pour leur développement et
produisent uniquement de I'IFNy. De ce fait, ces cellules ont été apparentées aux ILC1 « non-
NK » résidentes des tissus (Klose et al., 2014). Cependant, il a été recemment rapporté que les
cellules NK thymiques se développent indépendamment de T-bet et de Id2 contrairement aux
ILC1 non NK résidentes des tissus (Gabrielli et al., 2017; Ribeiro et al., 2010). Le débat reste
donc ouvert quant aux liens de parenté entre NK thymiques, NK conventionnelles et ILC1 non-

NK (Male and Brady, 2017).

c. LesILC non-NK
Les ILC1 non-NK ont pu étre dectecées dans de nombreux tissus tels que le foie, les

intestins, le thymus et les glandes salivaires (Jiao et al., 2016). Malgré I'expression de
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marqueurs spécifiques des cNK EOMES* ( NKp46, NK1-1, T-bet) et leur capacité a sécréter de
I'IFNY, les ILC1 non-NK EOMES" s’en distinguent par 'expression du récepteur a I'lL-7 et leur
dépendance au facteur de transcription T-bet (Ribeiro et al., 2010; Vosshenrich et al., 2006).
En 2005 Takeda et al identifient des cellules NK EOMES™ DX5° Ly49  CD49a* exprimant TRAIL
(Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) dans le foie foetal chez la souris.
Cette population persistant chez I'adulte, il a été démontré qu’elle était capable d’acquérir
I’expression d’EOMES, de la perforine et du granzyme suite a un transfert adoptif (Takeda et
al., 2005). Il a donc été proposé que ces cellules sont des précureurs des NK conventionnelles.
Cependant, cette population n’est pas impactée chez des souris déficientes pour Eomes ou
NFil3 (Seillet et al., 2014) alors qu’elle I’est chez des souris déficientes pour T-bet (Gordon et
al., 2012; Klose et al., 2014). Ces travaux suggérent donc que ces cellules ne sont pas des NK
immatures mais des ILC de type 1 résidentes du foie et constituant un lignage distinct de celui

des NK conventionnelles.

Des ILC1 « non-NK » aux cractéristiques similaires ont également été caractérisées
dans l'intestin chez I'homme et chez la souris (Bernink et al., 2015; Klose et al., 2014; Spits et
al., 2016). On distingue également dans les deux espéces, une sous population d’ILC1 intra-
épithéliales (ielLC1) localisées dans les intestins (Fuchs et al.,, 2013). Ces cellules se
caractérisent chez la souris par I'expression de CD103 et CD160 et sécrétent de fortes
quantités d’IFNy. Les ILC1 non-NK ont également été caractérisées chez la souris au sein des
glandes salivaires. Ces cellules se développent indépendamment de NFIL3 et ont la capacité
d’induire la mort cellulaire via TRAIL mais ne produisent que trés peu d’IFNy contrairement a

leurs homologues hépatiques (Cortez et al., 2014) .
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Figure 5 adaptée a partir de (Jiao et al., 2016) : Les différents sous-types d’ILC1. Description des
marqueurs de surface et sécrétion de cytokine discriminant les différents sous type d’ILC1 non-NK en
fonction de leur localisation tissulaire. Les ILC1 non-NK sont dans la majorité des cas sensibles a I'lL-7
contrairement aux cNK de la rate. Les ILC1 du foie et des glandes salivaires se distinguent des cNK par
I’expression de TRAIL (Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand). Les ILC1 intra-
épithéliales expriment CD103 et CD160, tandis que les ILC1 thymiques sont dépendantes de Nfil3,
GATA3 et Eomes.

ii. LesILCde typell
1. Caractérisation des ILC2
La découverte des ILC2 a débuté en 2001, suite aux investigations de Fort et al,
mettant en évidence le role de I'alarmine IL-25 dans I'induction de la sécrétion de cytokines
de type 2 telles que I'lL-13 et I'lIL-5 (Fort et al., 2001). Les auteurs décrivent une population
cellulaire minoritaire de la rate nommée nonT/nonB ou NBNT (Lin- CMHII", CD11c% CD4" CD8"
F4/80'°) responsables de I'induction de la sécrétion de mucus ainsi que d’une éosinophilie,
dans différents tissus (poumons, colon, I'intestin gréle) chez des souris dépourvues de cellules

B et T (RAGY).
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En lien avec ces découvertes, Fallon et al rapportent en 2006 que les NBNT
dépendantes de I'lL-25 sont responsable de la réponse immunitaire de type Tu2 contre le
parasite intestinal Nippostrongillus Brasiliensis (NB) de maniére indépendante des
lymphocytes T et B (Fallon et al., 2006). Enfin, en 2010, N.J. McKenzie et son équipe décrivent
des cellules sécrétrices d’IL-13 nommées « Nuocytes » (nu correspondant a la 13°™ |ettre de
I'alphabet grec) (Neill et al., 2010). Ces nuocytes expriment les récepteurs aux alarmines IL-33
et IL-25 (ST2 et IL-17R[3 respectivement), participent a la réponse antiparasitaire de type 2 et
jouent un réle délétere dans un modele d’inflammation des voies respiratoires chez la souris.
La méme année, Moro et al mettent également en évidence chez ’lhomme et la souris, une
population innée lymphoide Lin™ c-Kit* Sca-1* IL-7Ra* CD25* ST2* sécrétrices de cytokines de
type 2 (Moro et al., 2010). Ces cellules sont localisées dans les Clusters Lymphoides Associés
aux tissus Adipeux (FALC) et participent a la réponse immunitaire de type Tu2 contre les
parasites intestinaux. Elles sont alors nommées « Natural helper » par analogie aux

lymphocytes T de la méme catégorie.

Plusieurs équipes ayant caractérisé des cellules aux caractéristiques ontogéniques et
fonctionnelles similaires, les appellations « Nuocytes » et « Natural helper (Moro et al., 2010)
» ont été délaissées au profit de la nouvelle nomenclature qui les inclue dans le groupe des
ILC de type 2. Les ILC2 expriment la chaine a du récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra), la chaine o du
récepteur de haute affinité a I'lL-2 (CD25), ICOS, Sca-1, et les récepteurs aux alarmines I1L-25
(IL-17RB), IL-33 (ST2) et TSLP (CRLF2). Ces cellules expriment également le complexe majeur
d’histocompatibilité de type Il (CMHII), ainsi que des molécules co-stimulatrices des
lymphocytes T (OX40L) (Drake et al., 2014). Les ILC2 sont localisées au sein de tissus
lymphoides (FALC, ganglions lymphatiques, rate) et non lymphoides (foie, intestin gréle, gros
intestin, poumons) et en trés faible proportion dans la circulation sanguine (Walker and

McKenzie, 2013).

Les ILC2 répondent aux alarmines sécrétées par les tissus environnants en produisant
des cytokines a signature Tn2 telles que I'IL-5, I'lL-13, I'IL-9 et I'lIL-4 (McKenzie et al., 2014).
L'IL-5 est une cytokine inflammatoire qui attire et active les éosinophiles sur le site
inflammatoire. L'IL-13 induit la contraction des muscles lisses, la production de mucus par les

cellules caliciformes, I'hyperplasie des « Tuft cells » (productrices d’IL-25 dans I'intestin)(von
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Moltke et al., 2016) ainsi que I’activation de macrophages de type M2 (Dyken and Locksley,
2013). L'IL-4 (produite en faible quantité par les ILC2) favorise la différenciation des
lymphocytes T naifs en Tu2 (Pelly et al, 2016) et la commutation de classe des
immunoglobulines vers I'isotype en IgE par les lymphocytes B (Drake et al., 2016). La sécrétion
autocrine et paracrine de I'lIL-9 est cruciale pour la survie des ILC2 activées et pour I'activation
des mastocytes tandis que I’Amphiréguline (Areg) produite par les ILC2 joue un réle important

dans la réparation tissulaire (Klose and Artis, 2016) (Figure 6).

La découverte des nuocytes, que I'on nomme aujourd’hui ILC2, a marqué le début de
nombreuses investigations concernant leurs implications dans I'asthme, les allergies ou
encore la dermatite atopique. Aujourd’hui, ces cellules font également I'objet de nombreuses
réflexions et investigations scientifiques dont I'objectif est de déterminer si elles constituent

des cibles thérapeutiques pertinentes (Lambrecht and Galli, 2015).
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Figure 6 adaptée a partir de (Jennifer A Walker and Andrew NJ McKenzie, 2013) : Fonction des ILC2.
Les ILC2 participent aux réponses immunes dirigées contre les parasites intestinaux, les allergenes ou
les virus via la sécrétion de cytokines de type 2 suite a une stimulation par les alarmines (IL-25, IL-33,
TSLP) produites par les tissus endommagés environnants.
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2. Diversité des ILC2

La découverte des nuocytes a signé le début de nombreuses investigations qui ont
mené a l'identification de plusieurs sous-types d’ILC2. Par différence aux ILC2 naturelles
(nILC2) dépendantes de I'lL-33, les ILC2 inflammatoires (ilLC2) répondent préférentiellement
a I'lL-25 libérée en situation inflammatoire, suite a une infection parasitaire intestinale. Dans
ces conditions, I'expression de ST2 est réprimée au profit de KLRG1 (marqueur de maturité
des ILC2) (Huang et al., 2015). Une autre population d’ILC2, nommeées ILC2 mémoires (mILC2),
persiste plusieurs mois dans les ganglions lymphatiques aprés la résolution de I'inflammation
par un allergéene. Cette population d’ILC2 mémoire conserve la capacité a répondre plus
rapidement et plus fortement a une seconde stimulation. L'absence de marqueur spécifique
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rend toutefois la distinction entre mILC2 et nILC2 impossible a I’état d’équilibre (Martinez-
Gonzalez et al., 2016). Enfin, une sous population d’ILC2 co- productrice d’IL-10 et d’IL-9 a
récemment été identifiée dans les poumons de souris traitées avec de I'lL-33 (Kaye et al.,
2017). Ces cellules nommées ILC210 persistent au sein des tissus suite a I'administration de
I'lL-33 puis la population se «rétracte». Les ILC21p se distinguent des lymphocytes T
régulateurs par I'absence d’expression du facteur de transcription Foxp3 et la réduction de la

production d’IL-10 en présence de TGF[3.
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Figure 7 adaptée a partir de (Klose and Artis, 2016) : Vue globale de la fonction et des marqueurs de
surface exprimés par les ILC2 matures. Les ILC2 sont sensibles a certains facteurs
environnementaux comme les alarmines IL-33, IL-25 et TSLP qui participent a leur activation. L’IL-2 et

30



I'IL-9 sécrétées de maniere autocrine favorisent la suivie des ILC2. De plus, les ILC2 participent a la
réponse immunitaire antiparasitaire, via la sécrétion de cytokines de type 2 (IL-5, IL-13) et jouent un
role dans la réparation tissulaire par le biais de I’Amphiréguline, suite aux dommages tissulaires causés
par l'infection par un pathogene (virus). Les ILC2 interagissent avec les lymphocytes T effecteurs via le
complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (CMHII) et induisent leur différenciation en
lymphocytes T effecteurs T42.

SC: Stromal cells; TSLP: Thymic Stromal Lymphopoietin; EC: Epithelial cell; AAM: Alternatively Activated
macrophages; DC: Dendritic cell; Mo: Macrophages.

iii. LesILC de type llI

L’expression du facteur de transcription RORYyt (Retinoic Acid Receptor-Related Orphan
Receptor gamma t) est spécifique des ILC3 et indispensable a leur développement et a leur
survie (Eberl, 2016; Eberl et al., 2004; Sun et al., 2000). A I'état d’équilibre, les ILC RORyt*
siegent principalement dans l'intestin gréle et dans les organes lymphoides, ces cellules
peuvent également étre détectées dans les muqueuses respiratoires en cas d’inflammation
(Chapitre Il) (Gladiator et al., 2013a; Okada et al., 2015; Van Maele et al., 2014). Chez la souris,
il existe plusieurs sous-types d’ILC3 classées selon I’expression différentielle du récepteur de
chimiokine CCR6 et du récepteur naturel cytotoxique (NKp46) (Klose et al., 2013a) (Figure 12).
Le récepteur CCR6 a pour ligand la chimiokine CCL20 produite par les cellules stromales
lymphoides et les cellules épithéliales des muqueuses (Lee and Korner, 2017). Le récepteur
NKp46 est exprimé par les cellules NK, les ILC1 et une partie des ILC3. Son r6le dans la fonction
et le développement des ILC reste controversé bien qu’un ligand récemment identifié chez
I'homme et la souris lui confére un réle protecteur dans certaines infections bactériennes
(Narni-Mancinelli et al., 2017). Les ILC3 répondent essentiellement a I'lL-1p et a I'IL-23
sécrétées par des cellules myéloides résidentes de tissus, en produisant de I'lL-17, de I'L-22 et
du GM-CSF (Mortha et al., 2014; Pearson et al., 2016). Par ailleurs, les ILC3 peuvent également
sécréter de I'lIFNy en réponse a I'lL-12 (Buonocore et al., 2010; Klose et al., 2013a; Vonarbourg

et al., 2010).
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1. Les cellules inductrices des tissus lymphoides (LTi)

a. Caractérisation

R. Mebius et al identifient en 1997, une population distincte des lymphocytes T (CD45*
CD4* CD3’) localisée dans la zone corticale des ganglions lymphatiques aux stades précoces du
développement chez la souris (Mebius et al., 1997). Ces cellules expriment a leur surface la
lymphotoxine beta (LTB), I'intégrine auf7 ainsi que les récepteurs IL-7Ra et c-Kit (récepteur
aux Facteurs de Cellules Souches (SCF)). Deux ans plus tard, I'équipe de Shin-ichi Nishikawa
caractérisait une population lymphoide CD3" exprimant elle aussi la chaine o du récepteur a
I'IL-7 ainsi que les lymphotoxines a et . Localisées au niveau des ébauches des plaques de
Peyer, il a été proposé que cette population était alors impliquée dans I'induction des

premiéres étapes de la formation de ces structures lymphoides (Yoshida et al., 1999).

En I'an 2000 D. Littman et al ont observé que les souris déficientes pour RORyt sont
dépourvues de ganglions lymphatiques et de plaques de Peyer (PP) démontrant que ce facteur
est essentiel a I'organogeneése de ces tissus lymphoides secondaires (Sun et al., 2000). Quatre
ans plus tard, G. Eberl et al rapportent que RORYt est exprimé spécifiquement au stade foetal
par les cellules CD45* CD4* CD3" IL-7Ra* décrites par R. Mebius (Mebius et al., 1997) et S.
Nishikawa (Adachi et al., 1998) a la fin des années 1990 et que RORyt est nécessaire au
développement de ces cellules alors nommées cellules Inductrices de Tissus Lymphoides

(LTi=Lymphoid Tissue Inducer cells) (Eberl and Littman, 2004; Eberl et al., 2004).

Les LTi constituent la population d’ILC3 la plus abondante au stade foetal ou elles se localisent
dans les ébauches ganglionnaires. Elles expriment I’hétérotrimeére de lymphotoxine LTa132
(Eberl et al., 2004; Mebius, 2003; Yoshida et al., 1999), le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (CMHII) (Hepworth et al., 2013) et le corécepteur CD4 pour
une partie d’entre elles. Les LTi foetales ont également la capacité de sécréter de I'lL-17 et de
I'IL-22 (Takatori et al., 2009) bien que le role de ces cytokines avant la naissance reste peu
caractérisé. L’expression de I'intégrine o437 et de CXCRS5 (récepteur de la chimiokine CXCL13)
conférent aux LTi un tropisme vers les organes lymphoides (Katakai et al., 2008; van de Pavert
et al., 2009). En outre, I'expression de CCR6 est nécessaire au recrutement et a I'agrégation
des LTi au sein des cryptoplaques dans l'intestin gréle (Lliigering et al., 2010). Apreés la

naissance on nomme ces cellules les « LTi-Like cells » ou ILC3 CCR6". Elles se localisent au sein
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des tissus lymphoides (ganglions lymphatiques et plagues de Peyer), des cryptoplaques et des

follicules lymphoides isolés situés a la proximité des cryptes intestinales (Figures 8 et 9).

RORyt B220 cD3

Figure 8 Priscillia Bresler, 2014 : Marquages de coupes de ganglions mésentériques (Haut) et périphériques
(bas) de souris RORyt-GFP* (G.Eberl, 2004) par immuno-fluorescence. Rouge: marquage des cellules B (anti-
B220), bleu: marquage des lymphocytes T (anti-CD3g) et vert marquage des cellules RORyt* (anti-GFP). Les ILC
RORyt* sont situées dans le cortex ganglionnaire au niveau de la zone inter-folliculaire B.
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Figure 9 Marie Cherrier 2014 : Marquages de coupes d’intestin gréle de souris CD57BL/6J par immuno-
fluorescence (gauche ILF, droite villosités de I'intestin). Bleu: marquage des cellules B (anti-B220), Vert:
marquage des lymphocytes T (anti- CD3g) et Rouge marquage des cellules RORyt* (anti-RORyt).

b. Fonction des LTi avant la naissance

Les LTi sont nécessaires au développement des ganglions lymphatiques (Mebius et al.,
1997; Sun et al., 2000) et des plaques de Peyer (Adachi et al., 1997, 1998; Yoshida et al., 1999)
au stade fecetal (Chapitre Ill-a). Ce processus est programmé : il intervient au cours d’une
fenétre développementale précise chez la souris (E=12.5) dans des sites anatomiques définis.
Au cours du développement des ganglions lymphatiques, I'acide rétinoique qui pourrait étre
produit par des terminaisons nerveuses induit la sécrétion de la chimiokine CXCL13 ainsi que
I’expression de molécules d’adhérence telles que ICAM et VCAM par des cellules stromales
spécialisées nommeées « Lymphoid Tissue Organizers » (LTo) (Katakai et al., 2008; van de
Pavert and Vivier, 2015). Les LTi sont recrutées a proximité des LTo au sein des ébauches
ganglionnaires et l'interaction entre la lymphotoxine exprimée par les LTi matures et son
récepteur LTBR exprimé par les LTo induit I’activation de ces derniéres et une augmentation
de la sécrétion des chimiokines CXCL13, CCL19 et CCL21 et de I'expression des molécules
d’adhérence ICAM, VCAM et MAdCAM par les cellules stromales (Katakai et al., 2008).

L’activation du stroma permet de recruter d’avantage de LTi mettant ainsi en place une boucle
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d’activation positive aboutissant a la colonisation de I'ébauche ganglionnaire par les
lymphocytes B et T et les cellules dendritiques. Un processus similaire a lieu au niveau des
ébauches des plaques de Peyers (PP) (Adachi et al., 1997, 1998). Dans ce cas, |'expression du
Neuroregulatory Receptor (RET) par les LTi CD4* LTB® jouerait un role important dans le
guidage des LTi (E=12.5) vers les intestins (Veiga-Fernandes et al., 2007) (Figure 10). Le
processus détaillé du développement des tissus lymphoides associés aux intestins sera

développé en détail dans le chapitre Ill-a.

c. Fonction des LTi apres la naissance

i. Développement des ILFs

Apreés la naissance et au moment du sevrage les ILC3 CCR6" nommées LTi-Like (Eberl
and Littman, 2004) participent a la maturation des follicules lymphoides isolés (ILF= /solated
Lymphoid Tissue) (Tsuji et al., 2008), en partie dépendante du microbiote intestinal (Bouskra
etal., 2008). Les ILF sont des follicules dispersés a proximité des cryptes dans la lamina propria
de l'intestin. lls sont constitués de lymphocytes B, de LTi, de cellules stromales, de cellules
dendritiques (DC) et de rares lymphocytes T. Les ILF sont les sites d’induction de plasmocytes
IgA* de facon indépendante des lymphocytes T (Chapitre lll-a-5) (Tsuji et al., 2008). Les souris
déficientes pour RORyt (RORyt &7/8%) sont non seulement dépourvues de ganglions
lymphatiques et de plaques de Peyers mais elle ne développent pas non plus d’ILF apres la
naissance (Eberl and Littman, 2004; Klose et al., 2013a; Tsuji et al., 2008). Ces observations
suggerent que les LTi pourraient également participer au développement des ILF de facon
similaire au développement des PP et des ganglions lymphatiques. Le réle des LTi dans le

développement de ILF sera développé en détail dans le chapitre lll-a.

ii. Confinement des bactéries commensales
La flore microbienne intestinale est composée d’une multitude de bactéries
commensales jouant un réle important dans le développement du systéme immunitaire et la
protection contre le développement des espéces bactériennes pathogenes. Cependant, un
déséquilibre du microbiote intestinal (dysbiose) consécutif a un traitement antibiotique peut

occasionner la prolifération d’espéeces bactériennes potentiellement pathogenes et induire
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une inflammation locale (Becattini et al., 2016). Sonnenberg et al. ont rapporté que les ILC
résidentes de l'intestin et des tissus lymphoides associés (GALT= Gut Associated Lymphoid
Tissues) jouent un role crucial dans le confinement des bactéries commensales via la sécrétion
d’IL-22 induisant a son tour la production des peptides antimicrobiens Reg3y/p et B-
Défensines (Sonnenberg and Artis, 2012; Sonnenberg et al., 2012). lls ont notamment observé
la dissémination de bactéries a gram négatif telles que Alcaligenes spp suite a la déplétion des
ILC avec un anticorps anti-Thyl (CD90) chez des souris dépourvues de systéme immunitaire
adaptatif (RAG”"). Cette dissémination étant accompagnée d’une inflammation systémique
touchant les organes périphériques tels que le foie et la rate il a été conclu que les ILC
productrices d’IL-22 jouent un réle essentiel dans le confinement du microbiote intestinal.
L'absence de systeme immunitaire adaptatif et I'expression de CD90 par de nombreux types
cellulaires autres que les ILC RORyt* suscitent cependant des réserves quant a ces
interprétations. Le développement d’outils permettant de cibler plus spécifiquement les ILC

RORyt* devrait permettre d’étayer ou non ces observations.

iii. Sélection du répertoire T en périphérie

A ces fonctionnalités développementales et antimicrobiennes aprés la naissance,
s’ajoute un role trés important des LTi-Like dans la sélection du répertoire T (Chapitre IlI-b).
Ce mécanisme impliquerait une interaction entre des complexes CMHII-peptides situés a la
surface des LTi-Like et le TCR des cellules T CD4 matures, mimant ainsi la sélection négative
des clones auto-réactifs ayant lieu dans le thymus (Hepworth et al., 2013). En effet, M.
Hepworth et al ont récemment rapporté que les LTi-Like peuvent induire la mort des
lymphocytes T CD4* spécifiques de bactéries commensales de I'intestin in vitro et ce de facon
dépendante des molécules du CMH de classe Il (Hepworth et al., 2015a). Le r6le des ILC3 dans

la selection du répertoire T sera expliqué en détail dans le chapitre IllI-b.
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Figure 10 adaptée a partir de Eberl, 2005 et van de Pavert and Mebius, 2010) : Fonction des LTi avant et
apres la naissance. (Gauche) La formation des ganglions lymphatiques est initiée avec l'arrivée des
précurseurs des cellules inductrices de tissus lymphoides (Pre-LTi) a partir du sang, dans I’ébauche
ganglionnaire grace au gradient de chimiokine CXCL13 sécrété par les cellules mésenchymateuses (cellules
stromales) activées par I'acide rétinoique. Les LTi se rassemblent et expriment la LTae132 a leur membrane.
Elles peuvent alors interagir avec les cellules stromales exprimant les récepteurs a la lymphotoxine (LTBR).
En retour, les cellules stromales sécrétent un cocktail de chimiokines (CCL19, CCL21, CXCL13) et expriment
des molécules d’adhérence sécifiques (VCAM1, ICAM1), ce qui favorise le recrutement, I'ancrage local de
lymphocytes et la poursuite du développement de I'édifice ganglionnaire. (Droite) Avant la naissance, les LTi
(Lin~ cKit" IL-7Ra*) participent au développement des tissus lymphoides associés a l'intestin (ganglions
mésentériques et plaques de Peyer) et des ganglions périphériques. Apres la naissance, suite a la colonisation
bactérienne, les LTi induisent la maturation des cryptoplaques en Follicules Lymphoides Isolés (ILF). Chacun
de ces organes lymphoides contribue a I'immunité intestinale innée (peptides anti-microbiens) et adaptative
(Immunoglobuline A (IgA) de haute affinité).

IEL: Intraepithelial Lymphocytes; DC: Dendritic cells; TRANCE: TNF-related activation-induced cytokine; LT:
Lymphotoxin. CCL: C-C Motif Chemokine Ligand.
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2. Les ILC3 NKp4é6* participent a ’homéostasie intestinale
a. Origine

Plusieurs travaux ont été menés dans les années 2010 afin d’élucider I'origine des ILC3
NKp46* sécrétrices d’IL-22. Vonabourg et al. rapportent que les ILC3 NKp46* sécrétrices d’IL-
22 proviennent d’ILC3 NKp46™ (Vonarbourg et al., 2010) incluant les ILC3 Doubles Négatives
(DN) NKp46™ CCR6™ T-bet* (Klose et al., 2013a; Rankin et al., 2013) et les LTi-Like NKp46™ CCR6*
T-bet. Cependant, I'utilisation de souris permettant de tracer génétiquement les cellules
ayant exprimé le facteur de transcription RORyt a permis d’établir que les ILC3 NKp46* ne se
différencient pas a partir des LTi-Like (ILC3 NKp46  CCR6* T-bet) (Sawa et al., 2010). En
revanche, les travaux de Rankin (Rankin et al., 2013) et Klose (Klose et al., 2013a) ont établi
gue les ILC3 DN peuvent générer des ILC3 NKp46* in vivo et in vitro de fagcon dépendante du

facteur de transcription T-bet et de la voie de signalisation Notch (Rankin et al., 2013).

b. Fonction

La muqueuse intestinale est constamment exposée aux antigenes alimentaires et a une
multitude de micro-organismes commensaux et pathogenes. La collaboration entre de
nombreux types cellulaires du systeme immunitaire (cellules dendritiques, macrophages,
lymphocytes B, T et ILC) et la monocouche de cellules épithéliales qui constituent la barriere
intestinale joue un réle important dans le maintien de ’lhoméostasie mucosale via la sécrétion
de peptides antimicrobiens, de mucus et d'immunoglobulines A (IgA) hautement spécifiques
des antigénes bactériens (Chapitre Ill) (Kayama and Takeda, 2016) (Figure 11).
Deux études indépendantes ont permis de mettre en évidence une population d’ILC situées
dans la lamina propria de I'intestin qui expriment fortement le facteur de transcription RORyt
et le récepteur naturel cytotoxique NKp46 (Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008a).
Contrairement aux cellules NK conventionnelles elles ne possedent pas d’activité cytotoxique
et ne sont pas dépendantes de I'lL-15. Une étude transcriptomique approfondie a révélé que
les LTi (ILC3 CCR6*) sont plus proches des ILC3 NKp46* que des cellules NK conventionnelles
(Reynders et al., 2011). En outre du facteur de transcription RORyt, les ILC3 NKp46* expriment
le récepteur a I’Aryl hydrocrabon (Ahr), les récepteurs a I'lL-23 et a I'IL-1J3 qui jouent un réle

essentiel dans la production d’IL-22 par ces cellules (Cochez et al., 2016; Lee et al., 2011).
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Contrairement aux LTi, les ILC3 NKp46* sont peu abondantes avant la naissance et deviennent
majoritaires aprés le sevrage et I'expansion des bactéries commensales (Cella et al., 2009;
Klose et al., 2013a; Reynders et al., 2011; Sawa et al., 2010). Le réle du microbiote intestinal
dans le développement et la fonction de ces cellules est encore a ce jour sujet a controverse.
L'utilisation de souris exemptes de micro-organismes (Germ Free) a fourni des conclusions
contradictoires : alors que certains observent une diminution drastique du nombre d’ILC3
NKp46* en absence de microbiote (Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008a), d’autres
observent que leur développement et leur nombre ne sont pas impactés (Lee et al., 2011;

Sawa et al., 2010, 2011).

L'IL-1B et I'lL-23 d’origine myéloide jouent un réle essentiel dans I'induction de la production
d’IL-22 par les ILC3 NKp46* (Reynders et al., 2011). Cette cytokine intervient dans la défense
contre les bactéries pathogénes telles que Citrobacter rodentium (Satoh-Takayama et al.,
2008a; Zheng et al., 2008) et Listeria monocytogenes (Reynders et al., 2011) en stimulant la
production de peptides antimicrobiens tels que les 3-Défensines ou Regllly/p. L'utilisation de
modeles murins permettant la déplétion spécifique de ces cellules a cependant révélé une
redondance fonctionnelle entre les ILC3 NKp46* et les cellules T productrices d’IL-22 dans la
réponse aux entéro-pathogénes (Rankin et al., 2015). Le chapitre Il relate de maniere détaillée

le role des ILC dans I’lhoméostasie cellulaire et mucosale.
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Paneth cell

Figure 11 adaptée a partir de (Klose and Artis, 2016) : Les ILC3 participent au maintien de I'équilibre
de la muqueuse intestinale. A I'état d’équilibre, les phagocytes mononuclées CX3CR1* scannent les
bactéries de la lumiére intestinale, induisant I'activation des Récepteur a Reconnaissance de
Pathogenes (PRR) a leur surface et la sécrétion d’IL-23. Les ILC3 CCR6" NKp46* de la lamina propria de
I'intestin qui expriment le récepteur a I'lL-23 vont alors s’activer, suite a la liaison de I'IL-23 sur le
récepteur. En conséquence, les ILC3 sécretent de I'lL-22, cytokine activatrice des cellules épithéliales
intestinales, sécrétant alors des peptides antimicrobiens (Reg3y et B-Défensines) nécessaires a la
protection de la barriere épithéliale intestinale.

c. Inflammation

Il a été démontré que des facteurs micro-environnementaux tels que les interleukines
IL-23, IL-1PB, IL-12, le TGFp, le microbiote ou encore les ligands de Notch régulent la plasticité
des ILC3 (Melo-Gonzalez and Hepworth, 2017). Le suivi des cellules RORyt* de 'embryon a
I’'age adulte a permis l'identification d’'une population d’ILC3 NKp46* ayant supprimé
I’expression de RORyt* et nommée « ex-ILC3 ». Ces derniéres expriment fortement T-bet, le
récepteur al’lL-12 et participent a I'aggravation des signes cliniques de la colite expérimentale
induite par I'anti-CD40 via la sécrétion d’IFNy (Vonarbourg et al., 2010). Les bases moléculaires
de cette plasticité ont été élucidées par Klose et al, qui ont rapporté qu’un gradient

d’expression de T-bet par les ILC3 est a l'origine de modifications phénotypiques et
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fonctionnelles induisant la sécrétion d”IFNy et d’IL-17 au dépend de la production d’IL-22
(Klose et al., 2013a).

Une sous-population d’ILC répondant a I'lL-23 et contribuant a la colite chez des souris Rag””
infectées par Helicobacter hepaticus via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles
que I'IL-17 et I'IFNy pourrait également appartenir a cette catégorie d'« ex ILC3 »
inflammatoires (Buonocore et al., 2010). Cependant, le lien de parenté avec les ILC3 NKp46*

n’a pas été formellement établit dans ce travail.
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Figure 12: Les différents sous-types d'ILC3. Les ILC3 sont dépendantes du facteur de transcription RORyt et
de I'lL-7 pour leur développement et leur survie. Avant la naissance, les LTi migrent vers les ébauches
ganglionnaires et participent au développement des organes lymphoides de facon dépendante de la
lymphotoxine a1B2. Les LTi sécrétent de I'lL-17 et de I'IL-22. Apres la naissance, les LTi sont en plus faible
quantité et sont nommeées LTi-Like. Les LTi et LTi-Like expriment le récepteur aux chimiokines CCLO (CCR6).
Les ILC3 NKp46" CCR6 sont dépendantes du facteur de transcription T-bet et du récepteur a I'Aryl
Hydrocarbone (AhR). Elles sécretent de I'lL-22, du GM-CSF et émergent a partir des ILC3 Doubles Négatives
(DN, CCR6™ NKp46). La présence d’IL-12, d’IL-15 et d’IL-18 dans I'environnement réprime |'expression du
facteur de transcription RORyt au profit de T-bet. Ces cellules nommeées « ex-ILC3 » acquiérent un phénotype
proche des ILC1 et sécretent des cytokines inflammatoires telles que I'IFNy et I'lL-17. Au niveau de la
mugqueuse intestinale, les ILC3 NKp46* jouent un réle dans le maintien de I’homéostasie en induisant la
sécrétion de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales tandis que les ex-ILC3 double productrices
d’IL-17 et d’IFNy peuvent participer a I'inflammation.

LTi: Lymphoid Tissue Inducer cells; LT: Lymphotoxin;, CMHII: Major Histocompatibility Complex 2; IL:
Interleukin; Ahr: Aryl hydrocarbon receptor; GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor;
DN: Double Negative cell; IFN: Interferon; CCR: CCR: CC Chemokine Receptor; RET : Neuroregulatory
Receptor.

iv. Les ILC régulatrices

Shuo Wang et al ont récemment mis en évidence une population lymphoide innée
régulatrice (ILCreg) distincte des trois autres sous populations déja décrites et jouant un réle
important dans la régulation de I'activation des ILC1 et des ILC3 (Wang et al., 2017). Les ILCreg
sont localisées dans la lamina propria de I'intestin et du colon (humain et murin), et possédent
les caractéristiques phénotypiques des ILC (Lin" IL-7Ra* CD45%). La sécrétion d’IL-10 leur
confere un réle protecteur contre I'inflammation intestinale. Une étude transcriptomique
révele également que ces cellules expriment le facteur de transcription Id3 ainsi que les
récepteurs aux cytokines TGFf et IL-2 (TGFBR1 et 2, IL-2Rp et y respectivement) mais pas le
facteur de transcription Foxp3 contrairement aux lymphocytes T régulateurs (Treg). Par
ailleurs, la production de TGFf autocrine par les ILCreg joue un role essentiel dans la survie et

I’expansion de ces cellules.
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Figure 13 adaptée a partir de Klose et Artis 2016 : Vue globale des marqueurs exprimés par les ILC3
et des fonctions qui leur sont associées. Les ILC3 participent a la mise en place des défenses
immunitaires de la muqueuse intestinale au travers d’interactions cellulaires extrémement
diversifiées. (Gauche) Avant la naissance, les ILC3 CCR6" (LTi) sont responsables du développement des
organes lymphoides secondaires. Apres la naissance les LTi-like participent a la sélection du répertoire
T via la présentation d’antigeénes dans le contexte du complexe majeur d’histocompatibilité de type 2
(CMHII). Les LTi-like post-natales participent également a la formation des ILF de fagon dépendante de
la Lymphotoxine LTalf2. (Milieu) Les ILC3 NKp46* sécrétent de I'lL-22 qui a son tour stimule la
sécrétion de peptides anti-microbiens par les cellules de Paneth et favorise le renouvellement des
cellules épithéliales intestinales en agissant sur les cellules souches intestinales (ISC). Les ILC3 NKp46*
recoivent des signaux activateurs (IL-23, IL-1a et 3) provenant de sources multiples telles que les
cellules dendritiques (DC) et les macrophages CX3CR1*. (Droite) Enfin, les ILC3 CCR6™ T-bet* sont
hautement plastiques et peuvent acquérir un phénotype similaire a celui des ILC1 sécrétrices d’'IFN.

Ahr : Aryl Hydrocarbon Receptor; HFD: High fat diet; IgA: Immunoglobulin A; Arnt: Nuclear
translocator of Ahr.
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c. Les besoins développementaux des ILC

L'ensemble des cellules sanguines de I'organisme vertébré dérive des Cellules Souches
Hématopoiétiques (HSC= Hematopoietic Stem Cells). La différenciation des HSC induit Ia
génération de deux progéniteurs majeurs : le Progéniteur Commun Myéloide (CMP= Common
Myeloid Progenitor) donnant lieu au lignage myéloide et le Progéniteur Commun Lymphoide
(CLP= Common lymphoid progenitor) donnant lieu au lignage lymphoide (Seita and Weissman,
2010). La premiére description du lien entre le CLP fcetal et les LTi a été fournie par R. Mebius
et al en 2001. Dans leur article, les auteurs ont rapporté que le transfert adoptif du CLP fcetal
au sein de souriceaux permet de générer des LTi (Mebius et al., 2001). Dix années plus tard,
Possot et al. rapportent que la totalité des ILC CXCR6* post-natales peuvent étre générées a
partir du CLP de la moelle osseuse chez la souris adulte (Possot et al., 2011). Enfin, I'équipe
d’Andrew McKenzie a démontré que les « Nuocytes » étaient issus du CLP de la moelle

osseuse chez la souris et représentaient un nouveau lignage lymphoide (Wong et al., 2012).

L’engagement du lignage ILC a partir du CLP dépend de I'induction de plusieurs facteurs de
transcription favorisant la perte de potentiel B et T. Parmi ces facteurs de transcription clefs
on distingue 1d2, PLZF (PLZF= Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger ) ou encore Nfil3 (Serafini
et al., 2015; Spits and Cupedo, 2012). Id2 inhibe la liaison des protéines a E-box de la famille
E2A a leur séquence cible. La diminution de I'activité des protéines E2A est essentielle pour
réprimer I'engagement vers les lignages B et T (Boos et al.,, 2007; lkawa et al., 2001) et
permettre I'émergence des ILC. PLZF est un facteur de transcription dont I'activité est
essentielle au développement des lymphocytes iNKT (iNKT= invariant Natural Killer T cells)
(Savage et al., 2008). Nfil3 est un facteur de transcription essentiel au développement des cNK
et a I'’émergence de lI'aLP (alLP= a4f7*-Lymphoid Precursors) qui sera décrit dans les

paragraphes suivants (Yu et al., 2014).

Le développement des ILC a partir du CLP passe par I'émergence de Précurseurs Communs
aux ILC (CILCP) (Figure 14). Ces derniers se diversifieraient ensuite en précurseurs a potentiel
restreint (ILCP1, 2 et 3), cependant I'existence d’ILC1P et d’ILC3P reste a ce jour hypothétique.
Enfin la maturation des ILC a lieu en périphérie sous l'influence de nombreux facteurs

environnementaux (Figure 15).

44



i. Etape 1:Llaquéte du Précurseurs Commun aux ILC (CILCP)

L’équipe de Shin-Ichi Nishikawa fut la premiére a rapporter que I'expression de
I'intégrine a4p7 permet d’identifier un précurseur du foie foetal ayant perdu la capacité de
générer des lymphocytes B tout en gardant ses potentialités vers les LTi (nommeées a I'époque
« Fetal Intestinal Lymphotoxin Producer ») chez la souris (Yoshida et al., 2001). En 2011,
Possot et al associent I'expression du récepteur de chimiokine CXCR6 par une sous-population
de progéniteurs foetaux et adultes a leur potentiel de différentiation restreint aux ILC RORyt*
et aux cellules NK (Possot et al., 2011). La différenciation des ILC RORyt* a partir de
progéniteurs du foie foetal (Cherrier et al., 2012) et de la moelle osseuse de souris adulte (CLP)
serait donc associée dans un premier temps a |I'expression de I'intégrine o437 puis a celle du
récepteur de chimiokine CXCR6 (Possot et al., 2011; Yu et al., 2014). Ainsi, deux sous-types de
progéniteurs provenant du CLP peuvent étre identifiés en fonction de |'expression de
I'intégrine a4p7 et de CXCR6: les CXCR6™ a4P7* et les CXCR6* a4P7*. L'expression de
I'intégrine a4P7 et de CXCR6 signant I’arrét du potentiel B et T respectivement. L'expression
de CXCR6 et de I'intégrine 047 sont également associées a celles de facteurs de transcription
favorisant I'’engagement dans la voie de différentiation des ILC tels qu’ld2, GATA-3 et Tox au
détriment d’Ebf1 ou Pax5 (nécessaires a I’'engagement B) confirmant ainsi I'accés a une voie

de développement « pro-ILC » (Cherrier et al., 2012; Possot et al., 2011).

En lien avec ces observations, X Yu et al ont identifié et isolé une sous-population de
progéniteurs de la moelle osseuse nommeés aLP sur la base du phénotype suivant : Lin" IL-7Rot*
cKit'® a4B7* Id2'"°. Les alLP sont nécessaires et suffisants a la différenciation de I'ensemble des
ILC in vivo (cNK et LTi compris) (Yu et al., 2014) et leur émergence a partir du CLP est
dépendante des facteurs de transcription Nfil3 et Tox (Tox= Thymocyte selection-associated

HMG bOX protein) (Klose et al., 2014; Yu et al., 2014).

De par le role essentiel du facteur de transcription 1d2 dans le développement de I'ensemble
des ILC (Boos et al., 2007; Hoyler et al., 2012), il a été proposé comme un marqueur associé
au progéniteur commun de I’'ensemble de ce lignage. Ainsi, |'utilisation de souris reportrices

pour Id2 a permis d’identifier le CHILP dans la moelle osseuse et le foie foetal chez la souris.
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En effet, il a été montré que le CHILP est capable de générer I'ensemble des ILC in vivo et in

vitro a I'exception des cellules NK conventionnelles (Klose et al., 2014).

PLZF est un facteur de transcription dont I'activité est essentielle au développement des
lymphocytes iNKT (invariant Natural Killer T cells) (Savage et al., 2008). Le tragage génétique
des cellules ayant exprimé PLZF a permis d’établir que la plupart des ILC matures ont exprimé
mais n’expriment plus PLZF. Ces observations menérent a l'identification d’un précurseur
commun aux ILC (ILCP) exprimant PLZF et présent dans la moelle osseuse et le foie feetal chez
la souris. L'ILCP PLZF* s’est révélé capable de générer les 3 sous-groupes d’ILC a I'exception
des LTi et des cNK a la foi in vivo et in vitro (Constantinides et al., 2015). Il a été proposé que
le potentiel a générer des LTi est perdu de fagon concomittente a I'induction de PLZF et

d’autres marqueurs d’ILC matures tels que GATA-3 et RORa..
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Figure 14 adaptée a partir de (Serafini et al., 2015) : Développement des cellules lymphoides innées
chez la souris. Les ILC se différencient a partir du CLP (Common Lymphoid Progenitor) de maniére
dépendante de I'lL-7 et du facteur de transcription Id2. L’expression des facteurs de transcription NFIL3
et TOX sont nécessaires a I'émergence du progéniteur a-LP (a4 7-Lymphoid precursor) des ILC1, ILC2,
ILC3 (y compris les LTi) et des cNK. En paralléle, le développement des NK s’effectue a partir d’un
progéniteur strictement dépendant de I'lL-15. A partir de I'a-LP, le CHILP (Common Helper ILC
progeniteur) a la capacité de générer des ILC1, des ILC2 et des ILC3 (incluant les LTi) mais pas de cNK.
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Une fraction du CHILP exprime les facteurs de transcription PLZF et GATA-3 et correspond a I'ILCP (ILC
precursor) PLZF*. Ce précurseur peut générer des ILC1, des ILC2 et des ILC3 mais pas de cNK ni de LTi.
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Figure 15 adaptée a partir de (Ishizuka et al., 2016): Expression des différents facteurs de
transcription impliqués dans le développement des ILC. /d2: Inhibitor of DNA Binding 2;
Tox: Thymocyte selection associated high mobility group box; Nfil3: Nuclear Factor Interleukin 3
Regulated; Runx: Runt-related transcription factor; Tcf7: T Cell Specific Transcription Factor 7;
Sox4: Sry-related HMG bOX; Zbtb16 (Plzf): Zinc Finger And BTB Domain Containing 16; Roro:: RAR
Related Orphan Receptor A; Gata3: GATA Binding Protein 3; Bc/11b: B-Cell CLL/Lymphoma 11B; Thx21:
T-Box 21; Rorc: RAR Related Orphan Receptor C; Flt3: Fms Related Tyrosine Kinase 3.

CLP: Common Lymphoid Progenitor; a-LP: a4p7-lymphoid precursor; cNKP: conventional Natural Killer

Progenitor; CHILP: Comme Helper ILC Progenitor. ILCP: Innate Lymphoid Cell Precursor; LTiP: Lymphoid
Tissue inducer cell Precursor.
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ii. Etape 2 :La diversification des précurseurs des ILC
Les mécanismes responsables de la spécification des ILC sont encore peu connus et
pourraient impliquer des facteurs micro-environnementaux tels que les ligands de Notch,
certains métabolites (Acide Rétinoique et ligands de AhR) ou encore la sécretion de cytokines.
Par ailleurs, la succésion de signaux de stimulation (signaux 1, 2 et 3) décrite pour la
différenciation des lymphocytes T n’est probablement pas entiérement transposable aux ILC.

En revanche, I'ILCP pourrait-étre considéré comme la contrepartie innée des LT naifs.

1. La différenciation des ILC1
Les facteurs de transcription NFIL3, TOX, T-bet et EOMES jouent un réle essentiel dans

la diversification des ILC du groupe 1.

a. NFLI3 et TOX
L’expression du facteur de transcription NFIL3 est fortement induite lors de la différentiation
du CLP en précurseurs ILCP PLZF* (Ishizuka et al., 2016). L’inactivation de NFIL3 impacte
fortement le développement des précurseurs des ILC (CICLP) ainsi que la différenciation des
NK (EOMES*) et des ILC1 non NK (EOMES’) (Yu et al., 2014). D’autre part, NFIL3 pourrait induire
I’expression des génes codant EOMES et TOX également impliqués dans la génération de ces
cellules (Yu et al., 2014). Il a été démontré que NFIL3 a la capacité de se lier directement au
promoteur de Tox et d’induire I'expression de ce dernier (Yu et al., 2014). De ce fait,
I'inactivation de NFIL3 et/ou de TOX ont des effets similaires sur la différenciation des ILC1

(Klose et al., 2014; Yu et al., 2014).

b. T-bet et Eomes
Le développement des ILC1 non NK est dépendant de T-bet qui promeut également la
production d’IFNy. Les précurseurs des cNK nommés NKP expriment T-bet et EOMES (Geiger
and Sun, 2016) tandis que le précurseur spécifique des ILC1 « non-NK » n’a pas encore été
identifié. Cependant une analyse de I'expression de T-bet et Eomes au niveau unicellulaire au
sein des populations rares de précurseurs de la moelle faciliterait probablement

I'identification des précurseurs des ILC1 non-NK (Serafini et al., 2015).

2. Ladifférenciation des ILC2

Les ILC de type 2 se différencient a partir du CLP via un précurseur restreint situé dans
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la moelle osseuse: I'IlLC2P. L’ILC2P Lin~ Sca-1" IL-7Ra* 1d2* CD25* est caractérisé par sa forte
capacité de prolifération en présence des cytokines telles que I'lL-7, I'lL-2 et de I'lL-33 ainsi
gue par I'expression du facteur de transcription GATA-3 (Tindemans et al., 2014). L’expression
du récepteur de haute affinité a I'lL-2 (CD25) permet de le distinguer du CHILP (Klose et al
2014). D’autre part, I'ILC2P de la moelle n’exprime pas le marqueur de maturité KLRG1 ni les

génes codant pour les cytokines de type 2 (Hoyler et al., 2012).

a. GATA-3 et RORa.

L’expression du facteur de transcription GATA-3 est essentielle au développement de
I’ensemble des ILC dites « helper ». Dans le cas des ILC2, le niveau d’expression de GATA-3
conditionne le processus de différenciation des ILC2 ainsi que leur maintien en périphérie
(Hoyler et al., 2012; Tindemans et al., 2014). Par ailleurs, I'inactivation de GATA-3 induit une
absence totale d’ILC2 et de cellules innées sécrétrices d’IL-5 et d’IL-13 en périphérie
(Diefenbach et al., 2014; Wong et al., 2012). GATA-3 joue également un réle important en
collaboration avec RORa (RAR Related Orphan Receptor A) dans la sécrétion des cytokines de
type 2 par les ILC2 matures (Wong et al., 2012). Chez les souris déficientes pour RORa, la
proportion et le nombre d’ILC2 sont réduits et l'induction des cytokines de types 2 est
diminuée mais pas abrogée en réponse a I'lL-33. Par conséquent et contrairement a GATA-3,

RORa n’est pas essentiel a la sécrétion de cytokines de type 2 médiée par I'IL-33.

GATA-3 n’est pas le seul facteur de transcription nécessaire a la spécification des ILC2. La voie
de signalisation passant par Notch induit I'expression de genes cibles tels que celui codant
pour TCF-1 (TCF-1=T Cell Specific Transcription Factor 1) induisant la voie de I'lL-7Ra, ainsi que
I’expression de récepteurs aux alarmines IL-33 et IL-25 (ST2 et IL-17RB respectivement). TCF-
1 induit également Bcl-11b qui réprime I'expression des genes « pro-ILC3 » (Ahr, Rorc, 1I-23r)
au profit de génes pro-ILC2 tels que Gfil Gata3 et ROR« (Califano et al., 2015; Serafini et al.,
2015; Walker and McKenzie, 2013; Yang et al., 2013; Zhang et al., 2017; Zook and Kee, 2016).

La colonisation de la périphérie par les ILC2P de la moelle osseuse repose sur le maintien de
I’expression de CCR9 (récepteur de la chimiokine CCL25) (Hoyler et al., 2012) combiné a la
diminution de I'’expression CXCR4 (récepteur de la chimiokine CXCL12) (Stier et al., 2017). Il

est probable que, de facon similaire aux lymphocytes T, I'expression de CCR9 par les ILC2P
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confére un fort tropisme vers la muqueuse intestinale et les tissus lymphoides associés

(Uehara et al., 2002).

3. Ladifférenciation des ILC3

RORyt est le facteur de transcription spécifique aux ILC3. Avant la naissance, I'induction
de RORyt par les précurseurs alP a lieu dans le foie feetal et dans la périphérie chez la souris
(Cherrier et al., 2012; Possot et al., 2011). L'extréme rareté des cellules Lin- RORyt* dans la
moelle osseuse suggere que I'induction de I'expression de RORyt a lieu essentiellement dans
la périphérie chez I'adulte (Possot et al.,, 2011). Cependant, |'existence d’un progéniteur
commun a I’ensemble des ILC3 reste hypothétique chez la souris adulte. La différenciation des
ILC3 dans le foie foetal de la souris se fait en plusieurs étapes marquées par |'expression de
I'intégrine a437 et du récepteur aux chimiokines CXCR6 et peut étre modulée par la voie de
signalisation Notch in vitro (Cherrier et al., 2012; Possot et al., 2011). En effet a partir d’un
précurseur commun Lin" IL-7Ra* a4B7° RORyt, I'expression du facteur de transcription I1d2
ainsi que l'activation de la voie Notch favorise I'émergence d’une population hétérogéne de
précurseurs Lin” IL-7Ra* a4 7* RORyt". A partir de cette population hétérogene, I'interruption
des signaux provenants de la voie Notch est nécessaire pour garantir I’expression de CXCR6 et
de RORyt ainsi que I’émergence des ILC3. La voie de signalisation Notch et I'induction
subséquente de TCF1 joue également un réle dans la maturation et la différenciation des ILC3
NKp46* en périphérie chez I'adulte (Mielke et al., 2013). Enfin, I'expression d’AhR (Ary/
Hydrocarbon Receptor) par les ILC3 est cruciale aprés la naissance pour leur survie et la
sécrétion d’IL-22 (LTi-like, ILC3 NKp46*). Ainsi, en absence de AhR, la formation et la
maturation des ILF sont compromises et la susceptibilité a Citrobacter rodentium est

augmentée (Cochez et al., 2016; Lee et al., 2011; Qju et al., 2012).

50



-

; i Y
1

'_ ILc
Stage 2| precursors

4
- ‘ -
"' \“ ; DN ;.' \"
i Lcip ! ILC2P ILC3P Tbet T-bet! i @ )
X / ILc3 8

_g«_
©)
(F70)
A

& \.I-“’ 1 1 Dy
e | ¥ ¥ i ¥
ILc /\ DN DN\

@) @)| ()| (&) (&) &) (2
Group 1ILC Group 2 ILC Group 3 ILC

Figure 16 adaptée a partir de (Serafini et al., 2015) : Deuxiéme étape du développement des ILC : La
spécification. Les précurseurs restreints des ILC1 ne sont actuellement pas connus, mais ces derniers
pourraient dériver du CHILP de facon dépendante du facteur de transcription T-bet et de I'lL-15. Les
ILC2 et les LC3 dérivent du CHILP de maniére dépendante d’ld2 et de I'lL-7. Les ILC2 se différencient a
partir de I'ILC2P (ILC2 progenitor) situé dans la moelle osseuse chez la souris adulte. L’émergence de
I'ILC2P a partir du CHILP dépend des facteurs de transcription GATA-3 et RORa. Alors qu’aucun
précurseur de type ILC3P n’a été identifié en périphérie, il apparait que les ILC3 CCR6™ (incluant les ILC3
DN et NKp46*) se différencient a partir d’'un précurseur distinct de celui des LTi (ILC3 CCR6%).

d. La plasticité des ILC
Les ILC répondent préférentiellement aux cytokines appartenant a la famille de I'lL-1
(IL-1a et B, IL-18, IL-33). En effet, I'IL-33 est connue pour activer les ILC2 alors que I'IL-1J3 et
I'lL-18 activent les ILC1 et les ILC3. L’IL-1 et I'IL-12 jouent un rdle critique dans I'induction
de la plasticité des ILC2 et des ILC3 (Lim et al., 2017).

i. Laplasticité des ILC2

Il a été mis en évidence chez ’lhomme et chez la souris que I'lL-1 et I'lL-12 pouvaient
agir sur les ILC2 au niveau transcriptionnel, et favoriser I'’émergence d’un phénotype « ILC1-
Like ». Chez ’homme, la stimulation des ILC2 circulantes avec de I'IL-1[3, réprime |’expression
des genes codant RORa. (rora) et Belllb (bcl11b) au profit de génes a signature ILC1, tels que
de tbx21 (le géne codant le facteur de transcription T-bet) et il12rb2 (le récepteur a I'lL-12
(Ohne et al., 2016)(Bal et al., 2016).
Ces caractéristiques ont également été observées dans les poumons et l'intestin gréle de
patients atteints de Bronchopathie Obstructive Pulmonaire Chronique (COPD) et de la maladie

de Crohn respectivement (Lim et al., 2016; Silver et al., 2016).

Chez la souris, I'administration d’IL-1 et/ou d’IL-12 par voie aérienne induit de fagon
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concomitante I'expression de T-bet et de I'IL-18R et la diminution de I'expression de GATA-3
et ST2 par les ILC2 du poumon. Ces cellules produisent de I'IFNy une fois re-stimulées ex vivo

en présence d’IL-12 ce qui confirme leurs caractéristiques « ILC1-Like » (Bal et al., 2016)

De nombreux articles rapportent que les ILC2 acquierent un phénotype ILC1 en fonction des
stimuli environnementaux. Mais qu’en est-il de la plasticité des ILC2 vers les ILC3 ?

Deux études majeures rapportent que les genes impliqués dans la différenciation de ces
cellules (bcl11b, gata3, gfil) sont impliqués dans la plasticité des ILC2 vers un phénotype ILC3.
Califano .D et al étudient en 2015 le réle du facteur de transcription BCL11b dans la plasticité
des ILC2, en utilisant un modele de souris déficiences en BCL11lb traitées a la papaine
(protéase allergene activant directement les basophiles et mastocytes) (Califano et al., 2015).
Ce traitement réprime I'expression de genes impliqués dans le maintien et la fonction des
ILC2 tels que gata3, st2, gfil et rora et induit I'augmentation de I'expression de Rorc et de la
sécrétion d’IL-17 et d’IL-22. D’autre part, une étude récente menée par Zhang et al (Zhang et
al.,, 2017) rapporte que les ILC2 inflammatoires, induites suite a une stimulation par des
acariens, expriment fortement le géne Deltex 1 (un gene cible de la voie Notch) par
comparaison aux ILC2 naturelles. Des expériences de cultures in vitro rapportent que les
ligands de la voie Notch répriment I'expression des genes codants les récepteurs ST2
(récepteur a I'lL-33 pro-nlLC2) et induisent I'expression des genes codant I'IL-17RB (récepteur
a I'IL-25 pro-ilLC2) et RORyt. La signalisation Notch joue donc un réle dans la plasticité des
iILC2 acquérant un phénotype « ILC3-Like » via 'augmentation de I'expression de genes pro-
ILC3 (rorc) tout en permettant le maintien de I'expression de GATA-3. De ce fait, les ILC2

inflammatoires co-produisent de I'lL-13 et de I'lL-17.

En somme, la plasticité des ILC2 est contrbélée par I'environnement tissulaire qui module
I’expression de certains genes responsables de « l'identité » du lignage. Que ce soit chez
I’homme ou chez la souris les cytokines IL-12, IL-18, IL-13 participent a la modulation de la
signature ILC2 pour l'acquisition de génes « pro-ILC1 » ainsi que la sécrétion des cytokines
inflammatoires associées. D’autre part, la voie Notch module les génes « pro-ILC3 »
permettant aux ILC2 de co-exprimer les signatures ILC3 et ILC2. La compréhension et la
manipulation de la plasticité des ILC2 pourraient avoir un impact bénéfique dans le traitement

des maladies chroniques inflammatoires ou I'environnement tissulaire de ces cellules est
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profondément bouleversé (Figure 17).
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Figure 17 : La plasticité des ILC2. L'IL-1P, I'IL-12 et I'IL-18 peuvent induire la sécrétion d’IFNy par les ILC2
qui adoptent alors un phénotype « ILC1-Like ». Cette transition phénotypique est associée a une réduction
du niveau d’expression du facteur de transcription GATA-3 au profit de T-bet (codé par Tbx21). Certains
allergénes peuvent induire la perte totale ou partielle de la signature ILC2 (notamment la sécrétion des
cytokines de type 2). Cette plasticité est alors associée a I'augmentation de I'expression du géne rorc au
détriment des genes codant pour GATA-3, ST2, BCL11lb et GFI1 connus pour garantir la stabilité du
phénotype ILC2.

Areg: Ampiregulin; CLRF2: Cytokine Receptor Like Factor 2 / receptor of TSLP (Thymic stromal
lymphopoietin); ST2 (IL-33R): growth STimulation expressed gene; KLRG1: Killer cell lectin-like receptor
subfamily G member 1; iCOS: Inducible T-cell COStimulator; OX40L (TNFRSF4) Tumor necrosis factor
receptor superfamily member 4; BCL11b: B-cell lymphoma/ leukemia 11B; B-cell CLL/lymphoma 11B; GFI1:
Growth Factor Independent 1; ror: RAR-related orphan receptor.
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ii. La plasticité des ILC3

Les premieres investigations ayant mis en évidence la plasticité des ILC3 ont été
menées en 2010 par Vonarbourg et al (Vonarbourg et al., 2010). L'utilisation de la technique
du tracage génétique des cellules ayant exprimé RORyt in vivo (Fate Mapping (Fm)) a permis
de constater que la majorité des ILC NKp46* RORyt* du colon, de la rate et des ganglions
périphériques ont perdu I'expression de ce facteur de transcription. Les auteurs rapportent
que l'acquisition du phénotype « ex-ILC3 » est associée a la capacité de produire de I'lFNy en
fonction des stimuli environnementaux (Klose et al.,, 2013b; Rankin et al., 2013). Il a été
démontré chez I'homme et chez la souris que parmi ces facteurs environnementaux I'lL-12 et
I'lL-18 produites par les cellules dendritiques et les macrophages des tissus endommagés
favorisent la transition ILC3 = ILC1 (Bernink et al., 2015; Buonocore et al., 2010). Dans ce cas
de figure les « ex-ILC3 » participent a I'aggravation de la colite expérimentale, induite via la
sécrétion d’IFNy. A ce niveau de plasticité « inter-spécifique » s’ajoute une instabilité de
I'expression du récepteur NKp46 par les ILC RORyt*. En effet, I'utilisation de souris permettant
de tracer génétiquement les cellules ayant exprimé NKp46 a permis de montrer que le
TGFp supprime I'expression de ce récepteur par les ILC3 alors que les ligands de Notch en

stabilisent I’expression (Chea et al., 2016; Verrier et al., 2016; Viant et al., 2016) (Figure 18).
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Figure 18 : La plasticité des ILC3. En présence d’un environnement riche en IL-12, IL-15 et IL-18, les
ILC3 NKp46* acquiérent un phénotype « ILC1-Like » associé a la répression de RORyt et a I'induction de
I'expression de T-bet. A l'inverse, I'lL-23, I'IL-1B et I'acide rétinoique renforcent la stabilité du
phénotype ILC3. Enfin, I'IL-23, le microbiote et les ligands de Notch favorisent la différentiation des
ILC3 NKp46* a partir des ILC3 DN (CCR6™ NKp46*) alors que le TGF( joue un réle antagoniste dans ce
processus.

e. Lafamille des ILC humaines

i. Phénotype

Trois sous types d’ILC ont pu étre identifiés chez I’'homme sur la base de I'expression
de facteurs de transcription et de la production de cytokines (Hazenberg and Spits, 2014). Les
ILC humaines sont généralement définies comme exprimant la chaine o du récepteur a I'lL-7
(CD127) et la lectine de type C CD161 en absence des marqueurs de lignage T (CD3, TCRaf3,
TCRyd), B (CD19), NK (CD16 et CD94), myéloides (CD1ca, CD14 et CD123), granulocytaires
(FceR1la et CD123), de précurseurs hématopoiétiques (CD34) et des cellules dendritiques
plasmacytoides (BDCA2 et CD123). Au sein de cet ensemble hétérogene de cellules Lin"CD127*

CD161*, les ILC2 et les ILC3 sont définies par I'expression de CRTH2 et c-Kit respectivement.
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Cependant, la définition et I'identification des ILC1 « non-NK » humaines reste problématique
du fait de I'absence de marqueurs spécifiques. A tel point que I’existence méme de ces cellules

a été remise en cause par une étude publiée récemment (Simoni et al., 2017).

L'utilisation d’un panel de 29 marqueurs sur des cellules pré-enrichies (Lin) a partir
d’échantillons de sujets sains et de patients n’a en effet pas permis d’isoler un cluster de
cellules cohérent aprés analyse par cytométrie de masse. Les auteurs ont par conséquent
conclu qu’a I'exception notable des ILC1 intra-épithéliales, la plupart des travaux publiés sur
les ILC1 humaines concernent en réalité d’autres types cellulaires tels que des cellules NK, des
ILC3, des cellules T, des DC ou encore des cellules souches hématopoiétiques. Il est cependant

probable que la réalité soit plus nuancée (Bernink et al., 2017).

1. lesILCI

Les ILC1 humaines sont T-bet dépendantes et en fonction de leur localisation sont
caractérisées par le niveau d’expression de la chaine alpha du récepteur a I'lL-7 (IL-7Ra ou
CD127), le récepteur naturel cytotoxique (NCR) NKp44 (équivalant de NKp46 chez la souris),
le récepteur activateur et inhibiteur CD94 ainsi que la molécule d’adhérence CD56 (Hazenberg
and Spits, 2014). Dans l'intestin, il siege deux populations d’ILC1 non-NK qui se distinguent en
fonction du niveau d’expression de CD127. Les ILC intraépithéliales de I'intestin sont CD127"
CD103* CD56* NKp44* et sécretent de I'lIFNy et de la Perforine, en réponse a I'lL-12 et I'IL-15
(Fuchs et al., 2013). Ces cellules sont également présentes chez la souris au sein des ILC1
CD160* (Figure 5). En revanche, les ILC1 CD127" sont situées dans la lamina propria de
I'intestin et n’expriment pas CD56 et NKp44 (Bernink et al., 2013). Ces cellules sécrétent
également de I'IFNy en réponse a I'lL-12 et I'lL-18. En vue des nombreuses similarités
existantes entre les ILC1 et les NK, ces derniéres ont été classées parmi les ILC de type I.
L'expression de marqueurs tels que CD34, c-Kit, CD94 et CD56 permet de définir les stades de
différenciation des NK humaines. L’acquisition du potentiel cytotoxique accompagne le
passage du stade immature c-Kit* CD56* au stade mature CD56* CD94* CD16*/- (Blom and Spits,
2006).

2. Les|ILC3

Les ILC3 humaines sont classées en deux sous-types : Les ILC3 NKp44~ (LTi et LTi-Like) et les
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ILC3 NKp44*. Les LTi ont été mises en évidence chez ’homme au stade feetal (1°" et 2"
trimestre de grossesse) dans le mésentere et les ganglions lymphatiques (Cupedo et al., 2009).
Ces cellules RORyt* Lin™ IL-7Ra* CD4" et sécrétrices d’'IL-17 et d’IL-22 induisent I'expression de
molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1) par les cellules stromales via la signalisation
LTB/LTPR de fagon similaire a ce qui a été décrit chez la souris au cours du développement des
organes lymphoides (van de Pavert and Mebius, 2010). Chez 'homme et chez la souris, les
ILC3 NCR*se localisent préférentiellement dans les intestins et sécretent de I'lL-22 suite a leur
stimulation avec de I'lL-23, de I'IL-1[3, de I'lL-2 et de I'IL-7 (Hughes et al., 2010; van de Pavert
and Vivier, 2016). Les ILC3 humaines expriment le TLR2 (TLR=Toll Like Receptors) et sont donc
directement sensibles aux déterminants antigéniques de la flore bactérienne (Crellin et al.,
2010). De plus, les ILC3 de l'intestin expriment la cytokine LIF (Leukemia Inhibitory Factor)
régulant la prolifération des cellules épithéliales intestinales (Cella et al., 2009). Les ILC3
NKp44 se différencient in vitro en ILC3 NKp44* qui a leur tour peuvent adopter un phénotype
« ILC1-Like » sous lI'influence d’IL-12 et de fagon concomitante a I'induction de T-bet (Bernink

et al.,, 2013).

3. LlesILC2
La majorité des ILC circulantes dans le sang d’un individu sain sont les ILC2 (Mjosberg et al.,
2011). Cependant, ces cellules ont également été détectées dans les poumons d’individus
sains et se définissent par I'expression du récepteur a la prostaglandine D2 (CRTH2) et du
récepteur a I'lL-33 (ST2) (Mjosberg et al., 2011; Monticelli et al., 2011). Les ILC2 humaines
expriment GATA-3 et RORa (Halim et al., 2012; Mjosberg et al., 2012) et sont en partie
dépendantes de la voie de signalisation Notch et de TCF-1 pour leur développement. Les ILC2
répondent aux alarmines IL-25, IL-33 et TSLP (Halim et al., 2012; Salimi et al., 2013) par la
production de cytokines de type 2 (IL-5, IL-4 et IL-13), d’Amphiréguline et d’IL-9 (Monticelli et
al., 2011). Les ILC2 sont retrouvées en grande quantité dans le parenchyme pulmonaire et les
lavages broncho-alvéolaires de patients asthmatiques ou ayant subi une greffe de cet organe
(Hams et al., 2014). Dans ce contexte inflammatoire riche en TSLP, les ILC2 sont fortement

activées et participent a I'aggravation de la maladie (Mjosberg et al., 2011).
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Figure 19 adaptée a partir de (Eken and Donmez-Altuntas, 2017) : Les ILC humaines. Différents sous-
types, fonctions et signatures (transcriptionnelles et cytokiniques) caractérisant les ILC humaines.

ii. Localisation et fonction des ILC Humaines
Les ILC sont des cellules majoritairement tissulaires. Dans les intestins, la majorité des
ILC résidentes sont les ILC3 NKp44* sécrétrices d’IL-22 induisant la production de peptides
antimicrobiens, de mucus et d’IL-10 (Cella et al., 2009). L’expression de TLR2 confére aux ILC3
humaines la capacité d’interagir directement avec la flore microbienne en plus de leur
sensibilité aux cytokines d’origine myéloides. Les ILC1 intestinales CD127' répondent aux

signaux de danger envoyés par les cellules épithéliales en sécrétant de I'lIFNy.

Il a été observé que les ILC1 CD127" productrices d’IFNy s’accumulent chez les patients
atteints de la maladie de Crohn suggérant que ces cellules pourraient participer a I’aggravation
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de la pathologie (Fuchs et al., 2013; Geremia et al., 2011). De plus, le blocage de la voie IL-
12/1L-23 (partageant la méme sous-unité p40) a permis d’améliorer considérablement I'état
de santé des patients résistants au traitement anti-TNF (Sandborn et al., 2012). Chez ’homme,
les ILC2 sont présentes en proportion minoritaire dans les intestins, et leur réle dans la
réponse anti-parasitaire n’est pas encore clairement établi contrairement a leur homologues

murines (McKenzie et al., 2014).

En revanche, les ILC2 ont été retrouvées en abondance dans les voies respiratoires de patients
asthmatiques ou elles ont été caractérisées pour la premiére fois (Mjosberg et al., 2011;
Monticelli et al., 2011; Shikotra et al., 2012). Dans ce cas de figure, TSLP induit la sécrétion de
cytokines de type 2 par les ILC2, ces derniéres interagissant également avec les mastocytes
sécrétant de la prostaglandine D2 qui a son tour renforce I'activation des ILC. Cette boucle de
régulation positive de la sécrétion d’IL-13 qui favorise la mise en place d’un terrain fortement
inflammatoire (Barnig et al., 2013). Le role aggravant des ILC2 a pu étre mis en évidence chez
la souris grace a différents modeles d’asthme ou elles favorisent le recrutement des
éosinophiles via I'lL-5, la sécrétion d’IgE par les lymphocytes B et le développement de

dommages tissulaires via la sécrétion d’IL-13 (McKenzie, 2014).

Les ILC2 et les ILC3 ont également été détectées dans la peau de patients atteints de dermatite
atopique ou de psoriasis (Kim et al., 2013; Pantelyushin et al., 2012). Les données publiées
chez la souris suggerent que les ILC2 y joueraient un role aggravant (Imai et al., 2013; Roediger
et al.,, 2014) alors que les ILC3 participeraient a la réparation des tissus endommagés en
sécrétant de I'lL-22 (McGee et al., 2013). Les ILC3 ont également été détectées dans la peau
de patients atteints de psoriasis. Elles pourraient participer a la mise en place de
I'inflammation en produisant de I'lL-17 dont le réle pathogéne a été démontré chez la souris

(Kim, 2015; Teunissen et al., 2014).
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ll.  DE L'HOMEOSTASIE A LA PATHOLOGIE

a. Homeéostasie des ILC
L'interleukine 7 et I'interleunkine 15 sont deux cytokines produites majoritairement par les
cellules mésenchymateuse (Martin et al.,, 2017; Sakata et al.,, 1990). Du fait que les
progéniteurs communs des ILC ainsi que les ILC matures ILC1 EOMES-, ILC2 et ILC3 de la
périphérie soient dépendants de I'lIL-7 (Artis and Spits, 2015) (cf chapitre I-c), cela en fait une
cytokine nécessaire pour leur développement et leur survie. En revanche, parmis les sous-
populations d’ILC, les ILC1 EOMES* expriment fortement le récepteur a I'lL-15. L'IL-15 étant

cruciale pour la survie et la différenciation des progéniteurs des cNK (NKP) a partir de I'a-LP.

i. Lerdblede'lL-7 dans le contréle de la prolifération des lymphocytes T
L’équipe de Charlie Surh a récemment publié une étude sur la régulation de la disponibilité de
I'IL-7 des tissus lymphoides (Martin et al., 2017). Les auteurs y confirment que les cellules
stromales constituent la source majeure d’IL-7 et identifient I'origine hématopoiétique et le
role essentiel des cellules IL-7Ra* dans la régulation de la disponibilité de I'lL-7 in vivo. lls
observent également que la déplétion des ILC favorise la prolifération induite par la
lymphopénie des lymphocytes T et suggerent que les ILC pourraient réduire la disponibilité de
I'IL-7 pour les lymphocytes T via I'expression du récepteur de cette cytokine (IL-7Ra ou
CD127). En effet, des résultats similaires ont été obtenus pendant la période néonatale
(considérée comme lymphopénique) et chez des souris déficientes pour IL-7Ra ou JAK3 (Bank
et al. 2016) confirmant le role essentiel de la voie IL-7R dans ce processus. Ainsi, 'ensemble
de ces résultats suggere que les ILC et les lymphocytes T partagent la méme source d’IL-7 dans
les tissus lymphoides et qu’ils régulent sa disponibilité via I'expression du récepteur a I'lL-7.
Notre problématique de recherche étant centrée sur la régulation de ’'homéostasie des ILC
par le systeme immunitaire adaptatif, nous utilisons des modeéles de souris lymphopéniques
(RAG”- et CD3g”") pour aborder cette question. Ces observations suggérent que les ILC
pourraient bénéficier d’une augmentation de la disponibilité en IL-7 dans les tissus lymphoides

dans ces modéles animaux dépourvus de lymphocytes T (CD3¢g”) et B (RAG™").
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ii. L’IL-15 compense I'absence d’IL-7 pour la survie des ILC en périphérie.

Malgré le fait que les progéniteurs des ILC ainsi que les ILC1 non-NK, les ILC2 et les ILC3
se développent de maniére dépendante de I'lL-7, I'équipe de Colonna rapporte que I'lL-7 ne
serait pas un facteur essentiel a la survie de ces cellules (Robinette et al., 2017). Les auteurs
ont rapporté que toutes les sous-populations d’ILC sont présentes au sein de la lamina propria
de lintestin des souris IL-7ra”" (Robinette et al., 2017). Ils observent néanmoins que
I'inactivation du récepteur a I'lL-7 impacte la composition des ILC sans affecter leur capacité a
sécréter des cytokines a I'état d’équilibre et dans le contexte d’une réponse immunitaire a
I’encontre C. rodentium. Ces observations suggérent qu’il existe une redondance fonctionnelle
partielle entre I'lL-7 et I'IL-15 pour la survie des ILC en périphérie. En effet, I'expression de la
chaine commune aux récepteurs a I'lL-2 et I'lL-15 (CD122) est augmentée dans les ILC
intestinales des souris IL-7ra”". Par ailleurs, I'effet de I'IL-15 sur la survie des ILC déficientes en
IL-7Ro. a été confirmé in vitro. Enfin, in vivo I'inactivation conjointe des deux cytokines (IL-7 et
IL-15) compromet la survie des 3 sous types d’ILC en périphérie. En somme, ces résultats
suggerent que I'lL-15 compense partiellement I'inactivation de la voie de I'IL-7 pour la survie

des ILC en périphérie.

b. Sédentarité ou migration pour les ILC ?
L'abondance relative des ILC dans les muqueuses et les tissus non lymphoides a
soulevé la question du « mode de vie » de ces cellules. S’agit-il de populations sédentaires,
résidant de facon permanente dans les tissus ou de cellules capables de circuler dans le sang

et la lymphe pour étre rapidement mobilisées au site de I'infection?

Plusieurs études aux conclusions parfois contradictoires ont été publiées a ce propos. Deux
d’entres elles abordent le role des récepteurs de chimiokines CCR7 et CCR9 dans la migration
des ILC entre les mLN et la lamina propria de I'intestin. Des travaux plus récents ont également
démontré I'importance de I'lL-33 et de I'lL-25 dans I'export des ILC2P de la moelle et dans le
recrutement des ILC2 inflammatoires vers la lamina propria de l'intestin et le poumon
respectivement. Enfin, une étude menée chez des animaux parabiotiques démontre le

caractere essentiellement sédentaire des ILC a I'état d’équilibre et au cours de I'inflammation.
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i. LerOle des récepteurs de chimiokines CCR7 et CCR9 dans la migration
des ILC entre les ganglions mésentériques et I'intestin
L’équipe de David Withers a montré que les ILC2 et les ILC3 de l'intestin gréle sont
capables de circuler des intestins vers les mLN grace a l'utilisation de souris transgéniques
pour la protéine ubiquitaire photo-convertible « Kaede ». L’expression de CCR7, le récepteur
aux chimiokines CCL19 et CCL21, par les ILC3 « LTi-like », suggére que ce dernier pourrait jouer
un role dans leur migration de l'intestin vers les mLN. Ce rble a pu étre confirmé grace a des
chimeres de moelle osseuse démontrant un déficit du recrutement des « LTi-like » mutées
pour CCR7 par rapport a leur contreparties sauvages, a I'état d’équilibre et dans le contexte

d’une infection par I’helminthe Heligmosomoides (Mackley et al., 2015).

Une analyse détaillée de I'expression des récepteurs de chimiokines CCR7 et CCR9 au sein des
ILC murines a révélé des différences de profil d’expression entre sous-types (Kim et al., 2015).
Ainsi, CCR7 est détecté a la surface des ILC1 et des ILC3 issues des mLN, de la rate et du colon
tandis que CCR9 est exprimé par les ILC2 et les ILC3 T-bet™ dans les intestins. Par ailleurs, la
diminution significative de la fréquence et du nombre d’ILC1 et d’ILC3 dans les mLN des souris
CCR77/- d’une part et d’ILC2 dans la lamina propria de I'intestin des souris CCR9”- d’autre part
suggere un role essentiel de ces récepteurs dans la migration vers ces deux compartiments.
Enfin, de facon similaire a ce qui a été décrit pour les lymphocytes T (Ilwata et al., 2004; Wang
et al., 2010), I'expression de CCR9 et de I'intégrine a4p7 par les ILC1 et les ILC3 peuvent étre
induites par I'acide rétinoique. En revanche, I'acide rétinoique n’agit par sur I'expression de
CCR9 et a4P7 par les ILC2 et leur migration vers la lamina propria ou les mLN n’est pas

impactée en absence de vitamine A.

Nota bene : La question de la migration des ILC entre les mLN et les intestins a également fait
I'objet de reflexions au sein de notre équipe de recherche. Cependant, nous n’avons pas été en
mesure de détecter I’expression du récepteur CCR7 a la surface des ILC dans ces deux organes,

soulevant des doutes concernant les capacités de migration de ces cellules.
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ii. Le cas particulier des ILC2
Le role de I'lL-33 dans I’export des ILC2P a partir de la moelle osseuse a récemment été décrit
(Stier et al., 2018). Les auteurs ont rapporté que I'lL-33 antagonise I'expression de CXCR4 par
les ILC2P. CXCR4 est le récepteur a la chimiokine CXCL12 (SDF-1= Stromal derived factor 1),
une molécule qui favorise la migration et la rétention des cellules hématopoiétiques vers la
moelle osseuse (Kucia et al., 2004; McGrath et al.,, 1999). Ainsi, l'injection d’IL-33
recombinante favorise la sortie des ILC2P vers la périphérie, suggérant que la migration des
ILC2 dépendante de I'lL-33 pourrait constituer un mécanisme complémentaire d’export vers
la périphérie. D’autre part, I'équipe de Huang et al a récemment mis en évidence les capacités
migratoires des ILC2 inflammatoires chez des animaux congéniques parabiotiques
(chirurgicalement liées) infectés par le parasite Nippostrongylus brasiliensis (Huang et al.,
2018). Les ILC2 inflammatoires de l'intestin, induites de maniere dépendante de I'IL-25,
auraient ainsi la capacité de migrer vers les poumons suivant un gradient de sphingosine 1

phosphate (S1P) (Huang et al., 2018).

iii. La controverse concernant le statut migratoire

Certains de ces résultats sont en contradiction apparente avec les travaux de I'équipe de Sacha
Rudensky (Gasteiger et al., 2015). Apres trois mois de parabiose entre souris congéniques, les
auteurs observent qu’a I'état d’équilibre, moins de 5% des ILC localisées dans les tissus
lymphoides (ganglions lymphatiques, rate) ou non (intestins, poumons, foie)  de I’hote
provenenait du donneur. Cette proportion minoritaire de cellules était essentiellement
constitutée d’ILC2 dans les intestins et d’ILC1 dans les glandes salivaires. Les auteurs ont
également étudié la circulation des ILC dans un environnement inflammatoire soit en
déplétant les T régulatrices de I'hdte (Foxp3P™®) soit en linfectant par le parasite
Nippostrongylus brasiliensis. Alors que la dépletion des Treg n’a pas d’effet sur la recirculation
des ILC, une proportion faible mais significative d’ILC2 (10%) provenait de la souris donneuse
au sein des poumons de la souris receveuse au cours de la phase chronique de l'infection. En
somme, ces travaux rapportent qu’a I'état d’équilibre les ILC seraient majoritairement
résidentes des tissus lymphoides et non lymphoides, cependant une proportion minoritaire
mais significative de ces cellules circule en conditions inflammatoires.
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c. L’homéostasie tissulaire et mucosale médiée par les ILC
De par leur situation stratégique au sein des tissus, les ILC jouent un role
particulierement important dans le maintien de I'homéostasie tissulaire et mucosale. Ces
cellules répondent rapidement a leur environnement par la sécrétion de cytokines et de

facteurs solubles favorisant la réparation de tissus endommageés.

i. L'épithélium intestinal

L’épithélium intestinal fait partie de la barrieére qui constitue I'interface entre la flore
microbienne et le « milieu intérieur ». La mise en place et le maintien de I’'homéostasie de
cette interface repose sur l'activité d’'une multitude de types cellulaires aux origines
ontogéniques tres diverses. Ainsi, le confinement des microorganismes qui colonisent le
tractus digestif est assuré au niveau de I'épithélium par le mucus et les peptides anti-
microbiens (Regllly, B-Défensines) produits respectivement par les cellules caliciformes et les
cellules de Paneth. Dans les GALT, les antigénes issus des microorganismes commensaux et/ou
pathogenes sont reconnus par les cellules du systéme immunitaire adaptatif. Cette réponse
aboutit a la sécrétion d’IgA hautement spécifiques et affines par les plasmocytes. Ainsi, mucus,
peptides anti-microbiens et IgA constituent une barriere dont les propriétés physico-
chimiques permettent de repousser et/ou de limiter le passage des microorganismes et des
toxines associées dans la circulation systémique. Les ILC3 situées dans la muqueuse
contribuent également au maintien de I'étanchéité de cette barriere grace a la production
d’IL-22 qui promeut le renouvellement des cellules souches épithéliales et la sécrétion de
peptides antimicrobiens par les cellules de Paneth (Sanos et al., 2011; Sonnenberg and Artis,

2012).

Certaines pathologies sont caractérisées par des déreglements de la perméabilité intestinale
pouvant provoquer des infections bactériennes systémiques ou une inflammation de la
mugqueuse intestinale associée a des symptomes tels que les douleurs abdominales et la
diarrhée. Parmi les pathologies inflammatoires associées a une rupture partielle de la barriere

intestinale on retrouve la maladie de Crohn et la Colite Ulcérative. Dans ce contexte, le
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bouleversement du micro-environnement tissulaire associé a linflammation favorise
I’émergence de sous types d’ILC3 productrices d’IFNy dont le réle pathogene sera abordé

dans les paragraphes suivants (cf chapitre II-c).

Al'inverse, plusieurs travaux ont mis en évidence un réle protecteur des ILC3 et de I'IL-22 dans
la réparation et le maintien de la barriere intestinale au cours de la maladie du greffon contre
I’h6te (GVHD : Graft versus Host Disease). La maladie du greffon contre I’'h6te correspond a
une réaction immunitaire excessive et dérégulée a la suite d’'une greffe de moelle osseuse
(Figure 20). Il a été montré que la déplétion des ILC affecte gravement la réparation tissulaire
dans un modeéle de GvHD aigue chez la souris (Aparicio-Domingo et al., 2015; Lindemans et
al., 2015) et que la neutralisation de I'IL-22 augmente la sévérité des symptomes en

provoquant une apoptose excessive des cellules épithéliales (Hanash et al., 2012).

Chez 'lhomme, la prolifération et I'activation des ILC sanguines (expression de CD69) ont été
observées suite a la greffe de moelle osseuse. En outre, les auteurs ont observé une
augmentation de I'expression de o437 et CCR6 par les ILC sanguines dans ce contexte
suggérant un potentiel accru de migration au sein des tissus cibles (intestins, foie et peau...)

(Munneke et al., 2014).
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Figure 20 adaptée a partir de (Teshima et al., 2016) : Schéma explicatif de la maladie du greffon
contre I’hote. Les patients souffrant de cancers (Leucémies) ou autres maladies hématologiques
(myélodysplasies...) subissent un conditionnement ayant pour conséquence la destruction des cellules
hématopoiétiques. Afin de reconstituer un systéeme hématopoiétique sain, les patients (receveurs)
subissent une greffe de cellules souches hématopoiétiques (HSC : Hematopoietic Stem Cells) a partir
d’un donneur génétiquement différent (greffe allogénique). De ce fait, les lymphocytes T CD4* du
donneur (Lymphocytes T alloréactifs) reconnaissent les tissus ou cellules cancéreuses du receveur
comme corps étrangers, induisant une forte réaction immunitaire. Dans ce cas de figure, certains
organes (foie, peau, intestin, muqueuses) sont spécifiquement ciblés et subissent de graves dommages
dus a la « tempéte cytokinique » qui en découle. Cette derniéere repose sur la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (IFNy et TNF) par les lymphocytes T et par les cellules dendritiques (IL-1, IL-6) du
greffon contre les cellules de I’hdte. En paralléle, les ILC3 du receveur sont activées suite a la sécrétion
d’IL-23 et produisent I'lL-22 dont I'activité protege et renforce la barriere intestinale.

Les ILC2 participent également a la protection de I'épithélium intestinal grace a la
sécrétion d’amphiréguline, protéine membre de la famille des facteurs de croissance EGF
(Epithelium Growth Factor). Dans le contexte d’'un modele d’inflammation intestinale induite
par le DSS (Dextran Sodium Sulfate), la sécrétion d’alarmines telles que I'IL-33 active les ILC2
sécrétrices d’amphiréguline. L'interaction amphiréguline / récepteur a I'EGF (EGFR) exprimé

par les cellules épithéliales jouerait un role majeur dans I'induction de la production de mucus
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par les cellules caliciformes du colon et dans le maintien des jonctions serrées (via la Claudine
1) renforgant ainsi la barriére intestinale (Monticelli et al., 2015). En revanche, malgré le réle
protecteur connu des cytokines de type 2 (produites par les TH2 et les ILC2) dans la GvHD
(Bruce et al. JCI, 2017 ), le role de 'amphiréguline n’a pas encore été mis en évidence dans ce

contexte (Blazar et al., 2012; Konya and Mjosberg, 2015).

i. L'épithélium respiratoire
L’épithélium respiratoire rempli deux fonctions essentielles: celle d’'une barriere physique
contre les pathogénes et celle de facilitateur d’échanges gazeux au niveau des alvéoles. La
fonction respiratoire est par conséquent affectée lorsque l'intégrité de I'épithélium est

compromise par les infections virales aigues, I'asthme ou encore les allergies respiratoires.

1. ILC2 et épithélium respiratoire

Le role aggravant des ILC2 dans I’hyper réactivité des voies respiratoires a été mis en
évidence dans un modele murin d’asthme aigue causé par une infection virale (virus de la
grippe A de type H3N1). En effet, les auteurs démontrérent que |’expansion rapide des ILC2
ainsi que la sécrétion d’IL-13 de facon dépendante de I'lL-33 consécutives a 'infection virale
étaient nécessaires et suffisantes pour provoquer une hyperactivité aigue des voies
respiratoires (Chang et al. 2011). Cependant, il a également été montré que la production
d’amphiréguline par les ILC2 joue un réle dans le remodelage et la réparation tissulaire du
poumon dans un modele d’infection virale HIN1 chez la souris (Monticelli et al., 2011). Ainsi,
il apparait que les ILC de type 2 peuvent a la fois aggraver les symptomes de I’hyperactivité
des voies respiratoires en produisant des cytokines de types 2 tout en participant a la
réparation des tissus endommagés par l'inflammation et/ou l'agent infectieux via la

production d’amphiréguline (Chang et al. 2011) (Monticelli et al., 2011).

2. Les ILC3 sécrétrices d’IL-22 participent a la protection de
I’épithélium respiratoire
L'IL-22 a plusieurs effets sur I'épithélium du poumon: la production de peptides

antimicrobiens comme la lipocaline 2 et la béta-défensine 2, la prolifération et la réparation
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tissulaire tandis que I'lL-17 induit le recrutement de neutrophiles et de granulocytes (Aujla et
al., 2008). L'IL-22 peut entrer en synergie avec I'IL-17 pour induire la production de G-CSF, d’IL-
6 et de mucus (Eyerich et al., 2017). La combinaison entre IL-22 et IL-17 peut aussi induire les
MMP (Matrix Metallo Proteases) qui jouent un réle dans la physiopathologie de I'emphyseme
(Eyerich et al., 2017). Cependant, I'lL-22 produite par les ILC pourrait participer a la protection
contre Pseudomonas aeruginosa induite par Candida albicans (Mear et al., 2014) en stimulant
la réparation de I'épithélium. La production d’IL-22 par les ILC3 a également été rapportée
dans des modeéles murins d’infections par Klebsiella pneumoniae (Xu et al., 2014) et
Streptococcus pneumoniae (Van Meale et al. Infect Dis. 2014) suggérant un role protecteur a

la fois au niveau de la réparation tissulaire et de la réponse anti-microbienne.

iii. Lethymus

Les cellules épithéliales thymiques sont divisées en deux catégories selon leur
localisation : les cellules épithéliales corticales (CTEC : Cortical Thymic epithelial cells) et les
cellules épithéliales médullaires (mTEC : Medular Thymic epitheliel cells). Ces cellules jouent
un role essentiel dans la différentiation, la survie et la sélection des lymphocytes T et peuvent
étre détruites ou endommagées suite a une irradiation. Il a été rapporté que les ILC3 CD4*
CCR6* NKp46™ ou « LTi-like » participent au développement et a la maturation des mTEC (Rossi
et al. 2007). Par ailleurs, le role protecteur de I'lL-22 dans la régénération des épithélia
intestinaux et pulmonaires suggére que les « LTi-like » résidentes du thymus et productrices
de cette cytokine pourraient participer a la régénération de ce tissu apres irradiation. Cette
hypothése a été testée chez des animaux déficients en IL-22 (Dudakov et al., 2012) au sein
desquels un bouleversement a trés long terme de la composition des cellules épithéliales
thymiques (TEC) et non-épithéliales thymiques (cellules endothéliales, fibroblastes) a été
observé apres irradiation. Par ailleurs, une augmentation de la sécrétion d’IL-22 dépendante
du facteur de transcription RORyt a été observée dans le thymus des souris apres irradiation.
Enfin, une augmentation de la fréquence des LTi RANKL* favorisant la maturation des mTEC
(Rossi et al., 2007) a été constatée suggérant que les ILC3 pourraient jouer un réle double dans
la restauration de I’épithélium thymique. Enfin, le réle de I'lL-22 dans le rétablissement de la

thymopoiese a été confirmé chez des souris irradiées puis traitées a I'lL-22 recombinante. Ce
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traitement induisait a la fois une augmentation de la cellularité du thymus et la prolifération
des TEC, renforgant I'idée d’une coopération entre ILC3 productrices d’IL-22 et cellules

épithéliales dans la régénération thymique (Dudakov et al., 2012).

iv. Le tissus adipeux

L'inflammation du tissu adipeux blanc, constituant la source la plus importante
d’apport en triglycérides, est associée au développement de I'obésité. Le tissu adipeux brun
est composé de nombreux récepteurs UCP1 (UnCoupling Protein 1) transformant I'énergie en
chaleur par oxydation mitochondriale des acides gras et contribue a la diminution de la
guantité de triglycéride (Saely et al., 2012). D’autre part, les adipocytes dits « Beiges » se
développent au sein du tissu adipeux blanc en réponse a divers stimuli (Figure 21). Des travaux
effectués chez la souris rapportent que les ILC2 résident dans le tissus adipeux blanc a I'état
d’équilibre et que celles-ci favorisent la thermogeneése, un phénoméne également appelé
« Beiging » (Lee et al., 2015) (Molofsky et al., 2015; Qiu et al., 2014). En effet, il a été observé
que I'obésité chez I’homme et la souris est associée a une diminution de la fréquence des ILC2
au sein des tissus adipeux blancs (Brestoff et al., 2015). Par ailleurs, le traitement de souris
sauvages avec de I'lL-33 recombinante (alarmine activatrice des ILC2) réduit I'accumulation
des graisses et augmente les dépenses caloriques. L'ensemble de ces travaux a permis

d’identifier un mécanisme d’action des ILC2 dans 'lhoméostasie du tissu adipeux:

- L'IL-33 induit la sécrétion d’IL-5 par les ILC2, en résulte le recrutement et I'activation des
éosinophiles qui a leur tour produisent de I'IL-4, cytokine activatrice des macrophages activés

de facon alternative (M2).

- La production de Norépinephrine par ces derniers pourrait directement agir sur les
progéniteurs des adipocytes, induisant ainsi leur prolifération et différenciation en adipocyte
beige (Lee et al., 2015). De plus, la Norépinephrine augmenterait I'expression des récepteurs
UCP1 par les adipocytes beiges, contrant ainsi la prise de poids (Brestoff et al., 2015). Enfin,
les ILC2 peuvent agir directement sur les adipocytes beiges via la production d’enképhaline

(Brestoff et al., 2015).
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Figure 21 adaptée a partir de (Brestoff et al., 2015; Flach and Diefenbach, 2015) : Le role des ILC2
dans le « Beiging » du tissu adipeux blanc. L'IL-33 endogéne ou exogéene induit la production de
cytokines de type 2 par les ILC (IL-5, IL-13, IL-4). L’IL-5 produite par les ILC2 recrute les éosinophiles qui
a leur tour activent les macrophages alternatifs via la sécrétion d’IL-4. Ces derniers produisent de la
norépinephrine stimulant les adipocytes blancs a exprimer les récepteurs UCP1 : c’est le « beiging ».
D’autre part, les ILC2 activées agissent directement sur les progéniteurs des adipocytes et sur les
adipocytes beiges via la production d’IL-13 et d’enképhalines. Ces deux facteurs stimulent la dépense
énergétique, I'expression de récepteurs UCP1 et réduisent 'accumulation des graisses a long terme.

d. ILC et microbiote
i. Lerdble du microbiote dans le développement de I'immunité mucosale

1. Définition du microbiote intestinal
La peau et le tube digestif sont colonisés par un ensemble de bactéries, virus, parasites
et champignons (10* micro-organismes) qui constituent le microbiote. Dans le tube digestif,
le microbiote participe a la dégradation des macromolécules alimentaires et fournit des

vitamines et autres nutriments essentiels a I'organisme. Au niveau de la muqueuse intestinale,
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les antigénes et les motifs moléculaires associés au microbiote stimulent constamment les
cellules immunitaires localisées dans la Lamina propria de 'intestin. Ainsi, le microbiote et les
métabolites associés jouent un role essentiel dans le développement et la fonction d’une

multitude de cellules du systéme immunitaire (Figure 22).

2. Le microbiote active le systeme immunitaire intestinal
L'interaction entre le microbiote et le systéme immunitaire permet de controler I'exposition
aux bactéries et réduit les risques d’agression par les pathogenes. L'épithélium intestinal est
constitué d’une monocouche de cellules dont la cohésion est assurée par les jonctions serrées.
Cette monocouche quasiment hermétique est recouverte d’une couche de mucus composée
de glycoprotéines, de peptides antimicrobiens et d’IgA dont I'épaisseur varie en fonction de
la localisation. Cet ensemble constitue une barriere physique contrant I'entrée des
microorganismes dans la circulation sanguine (Kawamoto et al., 2014)(Bermon et al., 2015;

Britanova and Diefenbach, 2017).

La majorité des ILC résidentes de la Lamina propria de l'intestin sont les ILC3 NKp46*
sécrétrices d’IL-22. A I’état d’équilibre, les cellules dendritiques et les macrophages CX3CR1*
interagissent directement avec le microbiote. Ces cellules effectuent un échantillonnage des
microorganismes via la projection de leurs dendrites a travers les cellules épithéliales.
L’activation des DC et des macrophages via les TLR induit la sécrétion d’IL-23 (Klose and Artis,
2016). L'IL-23 active la production d’IL-22 par les ILC3 pour stimuler les cellules épithéliales a
produire des peptides anti-microbiens. De plus, au sein des plaques de Peyer et des ILF, les
lymphocytes B produisent des IgA spécifiques des bactéries échantillonnées. Ainsi,
contrairement aux DC, les ILC3 sont stimulées indirectement par le microbiote (Eberl and

Lochner, 2009; Spits and Cupedo, 2012).

Outre I'impact de la flore microbienne sur les ILC, les lymphocytes Ty17 et Tyl sont activés par
les DC migratoires CD103* afin d’induire une réponse immunitaire spécifique contre les
bactéries commensales et pathogénes. Les DC migratoires CD103* jouent également un role
essentiel dans la différentiation des Tregs en périphérie, ces derniéres favorisent a leur tour
la diversité bactérienne et participent a la tolérance alimentaire (Hadis et al., 2011; Kawamoto

et al.,, 2014). Ainsi, la symbiose entre les microorganismes commensaux et le systeme
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immunitaire mucosal est a la base de ’homéostasie intestinale. Toute rupture, déficience ou
déséquilibre affectant un ou plusieurs des acteurs impliqués aboutit a ce qui a été nommé la

« dysbiose ».

Stimulation of
Gut e s
gut microbiota diversity
lumen
Mucus
Stimulation and development of
Gut mucosal immunity system
Epithelial
cells
Lamina
propria Influence over host health
GABA, noradrenaline
BIOOd Dopamine, serotonine Bf / MC
Stream SCFAS

Butyrate, Acetate, Propionate Allergic reactions

Figure 22 (Bermon et al., 2015): Interaction entre le microbiote intestinal et le systeme immunitaire.
La premiére interface entre circulation sanguine et lumiére intestinale consiste en une barriére
physique constituée par une monocouche de cellules épithéliales recouvertes de mucus. La deuxieme
interface comprend le systéme immunitaire intestinal situé dans la Lamina propria de I'intestin. Les
tissus lymphoides associés a la muqueuse intestinale (GALT= Gut Associated Lymphoid Tissues) sont
le siege d’une collaboration étroite entre cellules dendritiques, macrophages, ILC et lymphocytes B et
T pour lutter contre les pathogenes et maintenir les commensaux a bonne distance. Cellules
dendritiques et macrophages sont directement activés par la flore intestinale via les TLR. Ces cellules
sont ensuite relayées par les lymphocytes innés et adaptatifs impliqués dans le maintien de la diversité
bactérienne et I’étanchéité de la barriere intestinale. Les ILC3 et les plasmocytes participent
activement a ce processus via la sécrétion d’IL-22 et d’IgA respectivement.

3. Lerdle du microbiote dans le développement du systeme
immunitaire intestinal
L'utilisation de modeles murins exempts de microorganismes « Germ-Free (GF)» a permis
d’établir que le microbiote joue un role dans le développement de certaines structures

lymphoides associées a I'intestin. En effet, en absence de bactéries commensales, les follicules
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lymphoides isolés (ILF) dits « matures » sont absents, les centres germinatifs sont peu
nombreux dans les plaques de Peyer, la sécrétion d’IgA et de peptides antimicrobiens sont
diminuées (Hooper, 2004; Sanos et al., 2009) et les mLN sont de plus petite taille (Bauer et al.,
1963; Macpherson et al., 2001; Pollard and Sharon, 1970).

D’autre part, certaines études démontrent que I'absence de microbiote a un impact sur le
développement des lymphocytes Tul7 et des T CD4* Foxp3*. Les lymphocytes Tul7
représentent une population abondante au sein de la lamina propria de 'intestin. Ces cellules
sécrétrices d’IL-17 jouent un réle dans le développement des maladies auto-immunes et sont
fortement impactées au sein des souris GF et/ou de souris dont la flore commensale est
dépourvue de SFB (Segmented Filamentous Bacteria) (lvanov et al.,, 2008). Ainsi, la
colonisation de souris GF avec SFB (Segmented Filamentous Bacteria) restore le
développement des lymphocytes Twl7 via la production d’IL-23 et d’IL-6 par les DC de la
Lamina propria (Gaboriau-Routhiau et al., 2009; Ivanov et al., 2009). En outre, Weiss et al
rapportent en 2012 que la proportion de Treg induites est fortement diminuée dans la Lamina
propria du colon de souris GF. La recolonisation de ces souris avec une souche bactérienne
appartenant a la famille de Clostridium favorise I'’émergence de ces cellules. Ainsi, la diversité
des espéces bactériennes constituant la flore microbienne conditionne la différentiation des
Tregs capables de supprimer I'activité des lymphocytes T CD4* effecteurs contre les bactéries

commensales (Atarashi et al., 2011; Weiss et al., 2012).

Il existe donc une action réciproque du systéme immunitaire (Tw17, ILC3, lymphocytes B) sur
la diversité microbienne d’une part et du microbiote sur I’'organogenése des tissus lymphoides
tertiaires et la différentiation de populations immunes essentielles au maintien de

I’'hnoméostasie (Treg et Twl7) d’autre part.

ii. Impacte du microbiote sur le développement et la fonction des ILC
Les ILC (plus particulierement les ILC3) constituent 5 a 10% des lymphocytes de la
Lamina propria de l'intestin et jouent un role essentiel dans le maintien de I’homéostasie
intestinale. Des changements importants dans la composition de ces cellules ont été observés

apres la naissance et au moment du sevrage chez la souris et suggerent que la colonisation du
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tractus digestif pas les bactéries commensales joue un réle dans la différentiation, la survie

et/ou la fonction de ces cellules.

1. Développement

Plusieurs équipes ont mené des études indépendantes afin de tester cette hypothese
a l'aide de modeles de souris axéniques (Germ Free ou traitées aux antibiotiques). Certains de
ces travaux montrent que la diminution de la charge bactérienne dans la lumiére intestinale
résulte en une diminution des ILC3 NKp46* tandis que les ILC3 CCR6* NKp46 (LTi) ne sont pas
affectées (Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008b; Vonarbourg et al., 2010).
Cependant, d’autres travaux rapportent que les proportions d’ILC3 NKp46* et LTi restent
inchangées en absence de bactéries commensales (Bouskra et al., 2008; Reynders et al., 2011;
Sawa et al., 2011). En ce qui concerne les ILC1 et les ILC2, plusieurs études rapportent qu’elles
se développent indépendamment de la colonisation bactérienne (Fuchs et al., 2013; Ganal et
al., 2012; Monticelli et al., 2011), cependant le nombre d’ielLC1 (ILC1 intra-épithéliales) est
diminué chez les souris axéniques (Fuchs et al., 2013). En outre, deux études indépendantes
démontrent que I'expression de I'lL-7 est diminuée dans les intestins des souris axéniques (GF
ou traitées aux antibiotiques). Or, cette cytokine est nécessaire au développement et a la
survie de I'ensemble des ILC et a la stabilité de I'expression du facteur de transcription RORyt
(Shalapour et al., 2010; Vonarbourg et al., 2010). Cette diminution peut-elle rendre compte
des réductions en nombre d’ILC3 NKp46* et d’'ILC1 observées dans certains des travaux cités
précédemment (Fuchs et al.,, 2013; Sanos et al., 2009; Satoh-Takayama et al., 2008b;
Vonarbourg et al., 2010)? Si tel est le cas, comment expliquer que les ILC2 ne soient pas elles

aussi affectées par la diminution en IL-7 ?

2. Fonction
Bien que I'impact réel du microbiote sur le développement des ILC reste sujet a
controverse, plusieurs travaux ont mis en évidence un lien entre I'activité des ILC3 et la
colonisation par les bactéries commensales. Certains observerent une diminution de la
sécrétion d’IL-22 par les ILC RORyt* de la lamina propria de I'intestin (Sanos et al., 2009) tandis
qgue d’autres constaterent a I'inverse une augmentation de I'activité de ces cellules chez des
souris axéniques (Sawa et al., 2011). Dans ce dernier cas, I'augmentation de la production d’IL-

22 par les ILC3 est la conséquence de la diminution de la sécrétion d’IL-25 par les cellules
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épithéliales de Iintestin résultant en une augmentation de la production d’IL-23 par les DC
(Sanos et al., 2009; Sawa et al., 2011). Par ailleurs, I'analyse transcriptomique des ILC issues
de souris traitées aux antibiotiques ou GF a permis d’identifier des « sous-cluster » d’ILC dont
la signature est significativement impactée par le microbiote, révélant ainsi un niveau de
complexité supplémentaire dans la biologie des ILC (Gury-BenAri et al. 2017). Il a récemment
été démontré que les ILC3 sont activées de fagon précoce au cours de la vie par les bactéries
commensales qui colonisent I'intestin et que le développement et la mise en place des
réponses adaptatives au microbiote suppriment indirectement leur activité (Mao et al., 2018).
Nous aborderons dans ce travail de thése, un cas particulier d’interaction entre microbiote et
ILC qui a lieu en absence d’une partie de la réponse adaptative avant et apres le sevrage (cf

Résultats).

e. LesILCjouent un rble dans la réponse aux pathogenes

i. Réponse anti-virale

Le réle des cNK dans la défense anti-virale et anti-bactérienne a été mis en évidence
par de nombreuses équipes (Lodoen and Lanier, 2006). Les ILC1, ayant des caractéristiques
semblables représentent également une population cellulaire a fort potentiel pour la réponse
innée de type 1 contre les microorganismes tels que les virus et les bactéries (Fuchs, 2016).
Récemment, Weizman et son équipe ont rapporté que lors de I'infection de souris sauvages
et lymphopéniques avec le virus MCMV (Murine cytomegalovirus), les premiéres cellules a
répondre a l'infection par la sécrétion d’IFNy sont les ILC1 suivies plus tardivement par les
cellules cNK (Weizman et al., 2017). La présence des ILC1 au site d’infection et I'étroite
collaboration avec les cellules dendritiques productrices d’IL-12 fournissent a ce stade de

I'infection une source d’IFNy rapidement mobilisable.

Les virus de I'immunodéficience humaine et simienne (HIV et SIV) sont des rétrovirus
responsables du syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA) se traduisant par une
immuno-suppression (diminution drastique des lymphocytes T CD4") ainsi qu’une perte de
I'intégrité de la barriére intestinale, rendant les patients fortement susceptibles aux

infections. Sur la base des similarités fonctionnelles entre les lymphocytes T effecteurs et les
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ILC dans I’homéostasie intestinale et la réparation tissulaire (cf chapitre lI-a), plusieurs équipes
ont étudié le devenir des ILC dans le contexte d’une infection virale causée par HIV ou SIV.
Une premiéere étude menée chez les macaques révele que les ILC3 sécrétrices d’IL-17 et d’IL-
22 diminuent drastiguement en nombre une semaine aprés I'infection par le virus SIV et plus
tard durant la phase chronique (Reeves et al., 2011). En 2016, Klgverpris et al rapportent que
le pourcentage des trois sous-types d’ILC diminue drastiquement dans la circulation sanguine
(mort par apoptose) 7 a 14 jours apreés infection et ce, méme apreés traitement antirétroviral,
alors que les ILC résidentes de I'intestin et des amygdales ne sont pas affectées (Klgverpris et
al., 2016). D’autre part, les ILC circulantes et persistantes de la phase chronigque expriment
CD69, un marqueur d’activation qui pourrait étre induit en réponse a l'infection alors que les
ILC3 NKp44* résidentes des amygdales secretent moins d’IL-22, de TNF-a et de GM-CSF que
chez les sujets sains. Ainsi, I'infection par HIV a un impact sur le nombre d’ILC circulantes lors

de la phase aigtlie alors que les ILC résidentes des tissus sont relativement moins impactées.

ii. Réponse anti-bactérienne
1. Lerbledes ILC1 dans la protection contre Clostridium difficile et
Salmonella thyphimurium

Dans un modeéle murin d’infection par I'’entérobactérie pathogéne Clostridium difficile,
I’équipe d’Eric Pamer a pu démontrer qu’en absence de systéeme immunitaire adaptatif la
réponse innée reposant sur T-bet et I'IFNy fournit une protection efficace et rapide contre le
pathogene (Abt et al., 2015). L'observation que les souris lymphopéniques dépourvues d’ILC
(Rag2”- 112ry”") succombaient plus rapidement a I'infection que les souris Rag”" pointait vers
un réle clef des ILC dans la protection contre C. difficile. L’amélioration des scores cliniques
obtenus a la suite d’un transfert adoptif d’ILC provenant de souris Rag2” suggére en effet que
ces cellules sont suffisantes pour protéger contre Clostridium difficile. L'importante mortalité
observée chez les souris Rag2”- Tbhx217- (déficientes en T-bet) permit d’identifier les ILC1
sécrétrices d’IFNy@comme la sous classe d’ILC principalement responsable de la protection.
Cependant, la sécrétion d’IL-12 par les DC en réponse a l'infection favorise les phénomeénes
de plasticité entre les différents sous-types d’ILC (cf. paragraphe I-d). Ainsi, sous |'effet de I'IL-

12, les ILC3 répriment I'expression de Rorc et induisent celle de Thx21 pour adopter un
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phénotype d’ILC1-Like productrices d’IFNy. Ces « ex ILC3 » participent également a la réponse
innée contre Salmonella thyphimurium (Klose et al., 2013b). Enfin, les ILC1 intra épithéliales
occupent une position stratégique pour limiter le passage des bactéries pathogénes dans la

circulation systémique et limiter la gravité de la réaction inflammatoire (Fuchs et al., 2013).

2. Laréponse anti-bactérienne des ILC3, le réle de I'lL-22 et de I'IL-
17

L'IL-22 joue un réle important dans le maintien et la réparation de la barriere
épithéliale intestinale a I'état d’équilibre et suite aux infections par des bactéries entéro-
pathogenes telles que Citrobacter rodentium (équivalant de I'Escherichia coli entéro-
pathogene chez ’lhomme) (Wolk et al., 2004; Zheng et al., 2008). La production d’IL-22 par les
ILC est restreinte aux ILC de type 3 ILC3 NKp46* et LTi-like (ILC3 NKp46  CCR6"). Le role
protecteur des ILC3 a été mis en évidence chez des souris immunodéficientes Rag2” I12ry’-
dépourvues d’ILC et de systétme immunitaire adaptatif (Satoh-Takayama et al., 2008b;
Sonnenberg and Artis, 2012, 2015; Sonnenberg et al., 2012). Ces animaux perdent du poids et
succombent rapidement a l'infection par C.rodentium tandis que les souris seulement
dépourvues de systéme immunitaires adaptatif (Rag2”") résistent. Ces observations suggérent
gue les ILC constituent une source suffisante d’IL-22 pour garantir une protection efficace

contre cet entéro-pathogéne en absence de systeme immunitaire adaptatif.

La méme démarche a été utilisée pour déterminer le réle des ILC dans la protection contre
Streptococcus pneumoniae. Dans les poumons des souris infectées, les ILC3 CCRé6*
constituaient la source majeure d’IL-22 en absence de systéme immunitaire adaptatif. Les
auteurs proposerent donc que la stimulation des cellules épithéliales pulmonaires par I'lL-22
induit la sécrétion de peptides antimicrobiens et promeut la réparation tissulaire pour freiner

I'intrusion du pathogene (Van Maele et al., 2014).

Il a été rapporté que I'lL-17A intervient dans la réponse contre la bactérie commensale
opportuniste Klebsiella Pneumoniae via la régulation du niveau de G-CSF nécessaire au
recrutement des macrophages (Ye et al., 2001). Les sources cellulaires d’IL-17 sont multiples
(TH17, Tyd et ILC3) mais chez la souris, le role des ILC3 sécrétrices d’IL-17A peut étre abordé

grace a l'utilisation de modéles animaux dépourvus de systéme immunitaire adaptatif (Rag2
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/). Ainsi il a été rapporté que les ILC3 peuvent contribuer précocement a la protection via le
recrutement des macrophages inflammatoires et I'induction de leur activité microbicide de
maniere dépendante de I'lL-17A. D’autre part, les auteurs proposent que le TNFa sécrété par
les macrophages pourrait induire a son tour la sécrétion d’IL-17A par les ILC, mettant ainsi en
place une boucle d’activation positive qui favorise I'élimination du pathogéne (Xiong et al.,

2016).

iii. Réponse anti-parasitaire

1. Les ILC2 luttent contre le pathogene Nippostrongilus brasiliensis

En 2010, I'équipe d’Andrew McKenzie a identifié une autre source importante d’IL-13

au sein d’une population nonB/nonT sensible a L’IL-25 et a I'IL-33 qu’ils ont nommé Nuocytes
(ILC2) (Neill et al., 2010). L’IL-13 induit la contractilité des muscles lisses ainsi que la production
de mucus par les cellules caliciformes, deux phénomeénes qui contribuent a I'expulsion des
parasites intestinaux (von Moltke et al., 2016). Les auteurs firent alors I’hypothése que ces
« nuocytes » sont mobilisés et impliqués dans la réponse antiparasitaire de facon dépendante
de I'lL-25 et/ou de I'IL-33. L'infection de souris déficientes pour le récepteur a I’alarmine I1L-33
(I11rl17°) ou & I'IL-25 (I117rb”") avec I'helminthe Nb a révélé que les souris I/1rl17" et 1117rb”"
expulsent le parasite normalement alors qu’un délai important est observé dans I'élimination
du pathogéne chez les animaux doublement déficients (//1r/17- 1117rb”"). Ce délai fut corrélé a
un défaut d’expansion des nuocytes producteurs d’IL-13 chez les animaux //1r/17- 1117rb”". Ces
résultats suggéraient une redondance partielle entre ces deux alarmines ainsi qu’un réle
potentiel des nuocytes dans I'élimination du parasite. Le transfert adoptif d’ILC2 cultivées in
vitro chez des souris receveuses /l17rb”- ou ll1rl17- I117rb”- infectées par le parasite permit de
restaurer I'immunité anti-helminthe. Cependant cela ne fut pas le cas chez des souris
dépourvues de systétme immunitaire adaptatif (Rag2”). Ce résultat met en évidence
I'importance du dialogue et de la collaboration entre les ILC et le systeme immunitaire
adaptatif dans la mise en place de réponses optimales aux pathogénes. J’aborderai dans ce
travail de these, les mécanismes qui sous-tendent certaines de ces interactions a I'état

d’équilibre.
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2. LesILC1 dans l'infection par le parasite Toxoplasma gondii
L'implication des ILC non-NK sécrétrices d’IFNy a été démontrée dans la protection contre le
parasite intracellulaire Toxoplasma gondii (Klose et al., 2014). En effet, chez la souris, les ILC1
non-NK résidentes de la lamina propria de I'intestin représentent la source majeure d’IFNy et
de TNF en réponse a l'infection par le parasite. D’autre part, la charge parasitaire reste élevée
chez les animaux déficients en T-bet (Thbx217") ou dépourvus d’ILC (Rag2” IL2ry’") en lien avec
un défaut de recrutement de monocytes inflammatoires nécessaires a I'élimination du
pathogéne. Le transfert adoptif d’ILC1 rétablit la sécrétion d’IFNy et de TNF ainsi que le
recrutement de monocytes inflammatoires chez les hétes immuno-déficients infectés. Ces
données suggerent que les ILC1 T-bet* non-NK participent a la réponse aux pathogenes

intracellulaires tels que T. gondii.

iv. Lerodle des ILC dans la réponse anti-fongique

En outre de leur activité anti-bacterienne traitée précédemment, les ILC3 participent
également a la lutte contre les infections fongiques. L'IL-17 produite par les lymphocytes T
recrute les neutrophiles indispensables a la protection contre les pathogenes fongiques (Conti
and Gaffen, 2015; Imbert et al., 2016; Wuthrich et al., 2016). Les lymphocytes Ty17 sont
considérés comme une source majeure d’IL-17. Cependant, I'infection de souris Rag2”- avec
le pathogéne Candida albicans induit le recrutement tres rapide des ILC sécrétrices d’IL-17
(Gladiator et al., 2013b). La déplétion des ILC (et par conséquent de la principale source d’IL-
17) favorise la persistance du pathogéne aux sites infectieux (langue, muqueuse
oropharyngée). Ces résultats suggerent qu’en absence de lymphocytes T et B, les ILC3
sécrétrices d’IL-17 prennent une part essentielle dans la protection contre ce pathogene. Les
auteurs confirmérent ces résultats en utilisant des souris Rorc”’- dépourvues de cellules Th17
et d’ILC3. Ainsi, les ILC3 pourraient participer a la protection de I’'hote contre linfection

médiée par C. albicans via la sécrétion d’IL-17 au méme titre que les lymphocytes Ty17.
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f. Le coté sombre des ILC
i. ROle des ILC dans les pathologies inflammatoires

1. Modéles de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
chez la souris

La contribution des ILC dans I'inflammation intestinale a été évaluée chez la souris dans
plusieurs modeéles de colite expérimentale. En 2006, |'équipe de Fiona Powrie observe que
I'infection de souris lymphopéniques Rag2”/- par Helicobacter Hepaticus (Protéobactérie a
gram’) entraine I'augmentation de I'expression et de la sécrétion d’IL-23, d’IL-17 et d’IFNy par
les cellules du colon suggérant un réle clef pour ces 3 cytokines dans la mise en place de
I'inflammation (Hue et al., 2006). En 2010, Buonocore et al démontrent dans ce méme modeéle
que I'IL-23 est essentielle a I'activation des ILC identifiées comme principale source des
cytokines inflammatoires IL-17 et IFNy (Buonocore et al., 2010). Dans un autre modele de
colite qui repose sur I'inactivation de T-bet dans des souris lymphopéniques (TRUC T-bet”
Rag”) il fut démontré que I'induction de la production d’IL-17 par les ILC3 colitogénes dépend

de la sécrétion d’IL-23 et d’IL-13 par les DC stimulées par la voie NOD2 (Ermann et al., 2014).

2. Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin chez
I'homme

Chez ’lhomme, les génes impliqués dans la voie de signalisation IL-23/IL-17, |a voie de
production du mucus et la voie de signalisation NOD2 (NOD= Nucleotide oligomerization
domain receptors) sont induits chez les patients atteints de maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin suggérant un role possible des ILC dans I’'émergence de la pathologie
(Bjorklund et al., 2016; Jostins et al., 2012). L’atteinte de la barriere intestinale serait un
facteur de risque pour les patients souffrant de cette maladie, mais le role protecteur ou
inducteur de I'lL-22 reste a ce jour au cceur des débats. Berninck et al démontrent que la
proportion d’ILC3 sécrétrices d’IL-22 est réduite alors que la fréquence des ILC1 est augmentée
au sein des intestins des patients atteints de la maladie de Crohn (Figure 23). Des phénomeénes
de plasticité entre les ILC3 et les ILC1 (cf chapitre I-d) ont été décrits chez 'homme et
pourraient expliquer ces modifications (Bernink et al., 2015). D’autre part, les ILC1 et les ILC3
CD56" sont en quantités plus élevées dans les intestins de patients atteints de la maladie de
Crohn (Bernink et al., 2013; Fuchs, 2016; Fuchs et al., 2013). Ces cellules joueraient un réle
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délétére dans ce contexte via la sécrétion d’IFNy (ILC1) et d’IL-17/IFNy (ILC3) (Geremia et al.,
2011).

Increased
epithelial
permeability

Increased
production

. \
J e ) "‘QT_‘_ >
i } \! N = e y - Reduced

S S frequency

IL-23 S—r '\ R
12 WAL

Figure 23 (Forkel and Mj6sberg, 2016): ILC et inflammation intestinale. Chez les patients atteints de
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin, les ILC3 NKp44* sécrétrices d’IL-22 associées a la
protection de la barriére intestinale diminuent en proportion au profit des ILC3 CD56" sécrétrices d’IL-
17 et d’'IFNy et des ILC1 CD127* sécrétrices d'IFNy. En outre, I'environnement inflammatoire riche en
IL-12, favorise la plasticité ILC3—> ILC1. Ainsi les « ex-ILC3 » a phénotype « ILC1-like » pourraient
participer a la mise en place de I'inflammation. Ce contexte riche en cytokines inflammatoires diminue
I’étanchéité de la barriére épithéliale et favorise I'entrée des pathogenes dans la circulation sanguine.

3. Les pathologies affectant la peau : psoriasis
Le psoriasis est une maladie inflammatoire de la peau. Elle émerge suite a la
sécrétion anormale d’IL-23 et d’IL-12 par les cellules dendritiques, activant ainsi les
lymphocytes du systéme immunitaire adaptatif tels que les lymphocytes Tyl7, Tul, et
Tw22. A leur tour, ces cellules produisent des cytokines inflammatoires telles que I'lL-17,
I'IFNy et le TNF qui stimulent la production de chimiokines (CCL20, CXCL10, CXCL11)
attractives des Tul7, Neutrophiles et ILC3 par les kératinocytes. L'inflammation du derme
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et de I'épiderme aboutit a I'apparition de plagques épaisses et désquamantes sur
I’épiderme. Dans un modele murin de psoriasis expérimental, les ILC3 représentent
également une source d’IL-17A et F et d’IL-22 dans la peau des souris traitées a
I'Imiquimod (ligand de TLR7) (Pantelyushin et al., 2012). Ces observations ont été
transposées chez 'lhomme avec les travaux de Villanova et al et Teunissen et al. Les
auteurs rapportent que la proportion d’ILC3 NKp44* sécrétrices d’IL-17 et d’IL-22 est
significativement plus élevée dans la peau et le sang des patients psoriasiques (Dyring-
Andersen et al., 2014; Teunissen et al., 2014, Villanova et al., 2014). Le TNFa. sécrété par
les kératinocytes coopeére avec I'lL-23 pour induire la sécrétion d’IL-17 par les ILC3 et les
lymphocytes Tyd (Powell et al., 2012). Ainsi, le traitement des patients par un anti-TNF
(Adalimumab) diminue significativement la proportion d’ILC3 NKp44*, tandis que celle des
DC, des monocytes, des NK et des lymphocytes T CD4* reste inchangée (Ward and Umetsu,
2014).

4. Asthme et allergies

a. Maladies allergiques associées aux infections virales

Les ILC2 répondent aux alarmines IL-33 et IL-25 libérées par les tissus au cours des
infections et sont des acteurs clefs dans la lutte contre les pathogénes tels que les helminthes
ou les virus. Cependant, les ILC2 interviennent également dans I'exacerbation des réponses
de type 2 dans le cadre d’affections des voies respiratoires (Barlow et al., 2012; Chang et al.,
2011; Kim et al., 2012; Monticelli et al., 2011). Chez la souris, I'infection d’animaux dépourvus
de systéme immunitaire adaptatif (Rag2”°) avec le virus Influenza A induit une hyperréactivité
des voies aériennes respiratoires (AHR) caractéristique de I'asthme (Barlow et al., 2012; Chang
et al., 2011). Ces symptomes sont drastiguement réduits lorsque la voie d’activation par I'lL-
33 estinactivée (ST27) ou la production d’IL-13 abolie (IL-137°). Par ailleurs, le transfert adoptif
d’ILC2 issues de souris WT rétablit la sensibilité des hotes IL-137 & I'hypersensibilité
respiratoire induite par I'lL-25. Ces observations confirment le role de I'IL-33 et des ILC2

sécrétrices d’IL-13 dans I’émergence de I’AHR (Chang et al., 2011).

Une induction de la production des cytokines de type 2 a pu étre observée dans plusieurs
modeles d’asthme allergique chez la souris. L'utilisation de souris reportrices pour I'lL-13

suggere que les ILC2 sensibles a I'lL-33 constituent une source d’IL-13 importante suite a la
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stimulation par I'ovalbumine utilisée comme agent allergene. Ces observations ont été
confirmées dans d’autres modeles : papaine, acariens, ou encore administration d’IL-25 et
d’IL-33 recombinantes. Dans ces conditions, les auteurs observerent une augmentation
significative de la proportion d’ILC2 sécrétrices d‘IL-13 et d’IL-5 dans les poumons et les
lavages broncho-alvéolaires associée a une éosinophilie et une hypersécrétion de mucus

(Klein Wolterink et al., 2012; Wilhelm et al., 2011).

b. L'asthme induit par les champignons allergéniques

L'inhalation des spores d’Alternaria alternata peut entrainer des symptomes tels que
I’'asthme et la rhinite chez ’'homme. Dans un modele murin mimant I'asthme induit par les
spores allergenes, I'administration intra-nasale d’extraits de cultures d’Alternaria alternata
provoque une éosinophilie précoce des voies respiratoires indépendante de la réponse
adaptative. Une inhalation unique d’extraits d’allergénes induit la production rapide
d’alarmines IL-33 et IL-25 dans les lavages bronchoalvéolaires. Ces alarmines contribuent alors
a l'activation des ILC2 productrices d’IL-13 et d’IL-5 induisant respectivement I’hypersécrétion
de mucus par les cellules épithéliales pulmonaires et le recrutement des éosinophiles
(Bartemes et al., 2012; Kita, 2015; Wilhelm et al., 2011). Il a été démontré plus récemment
gue I'exposition au champignon allergénique Aspergillus oryzae active les ILC2 et permet, suite
a la phase de « contraction » de I'inflammation, la persistance d’une sous population d’ILC2
dites « mémoire » (mILC2) et ce, a trés long terme. La caractéristique des ILC2 dites
« mémoire » repose sur I'observation que ces cellules sont réactivées plus rapidement et plus

fortement aprés un deuxieme challenge avec de la papaine (Martinez-Gonzalez et al., 2016).

c. Lerole des ILC3 dans I'asthme associé a I'obésité
Chez la souris, le recrutement accru d’ILC3 CCR6* sécrétrices d’IL-17 (« LTi-like ») dans
les poumons a pu étre corrélé al'induction de I’AHR associée a un régime riche en lipides (High
Fat Diet). Par ailleurs, 'apparition des symptémes était indépendante du systéme immunitaire
adaptatif et le transfert adoptif d’ILC3 suffisait a induire I'hyper-réactivité des voies
respiratoires chez des souris dépourvues d’ILC soumises a un régime riche en graisse indiquant

le role suffisant des ILC3 a induire I’AHR associée a I'obésité (Kim et al., 2014).
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d. LesILC2 et I'asthme chez ’homme
Une augmentation de I'expression de I'lL-33 par les cellules épithéliales des voies
respiratoires a pu étre observée chez les patients souffrant de rhinite et de rhino-sinusite (Jia
et al., 2016; Kamekura et al., 2012; Préfontaine et al., 2009). Par ailleurs, I'équivalant humain
des ILC2 murines a été identifié dans les polypes de patients souffrant de rhino-sinusite
chronique (Mjosberg et al., 2011), associé a une production élevée de TSLP (Nagarkar et al.,
2013). L'ensemble de ces observations suggérait que les ILC2 sont également impliquées dans

I’exacerbation de pathologies respiratoires chez ’lhomme.

Des thérapies expérimentales ciblant les récepteurs a I'lL-25 et a I'IL-33 ont été testées dans
des modeéles animaux. Une réduction significative des symptémes d’hyper-réactivité des voies
respiratoires a pu étre observée en administrant un anticorps monoclonal neutralisant dirigé
contre I'lL-25 dans plusieurs modeles d’asthme allergique (Ballantyne et al., 2007; Siegle et
al.,, 2011). Des observations similaires ont également été faites en utilisant un anticorps
monoclonal dirigé contre I'IL-33 (Liu et al., 2009). Récemment, une étude menée chez les
patients asthmatiques rapporte que le traitement des ILC2 sanguines avec la molécule
immunosuppressive Dexhametazole, entraine une diminution de la sécrétion d’IL-13 (Jia et
al., 2016). Ainsi, la modulation de la réponse innée de type 2 est une piste thérapeutique en

cours d’évaluation pour I’élaboration de nouveaux traitements.

ii. LesILCdans l'auto-immunité
1. Lediabete
Le diabéte est une maladie auto-immune qui aboutit a la destruction des cellules béta
(B) des ilots pancréatiques par les cellules du systeme immunitaire hote. Les cellules 3 sont
spécialisées dans la sécrétion d’insuline, une hormone qui intervient dans le métabolisme des
glucides et permet d’absorber le glucose sanguin (Wilcox, 2005). Une dérégulation de la
sécrétion de cytokines inflammatoires telles que I'lL-17 a été associée au diabéte gestationnel
qui touche 3 a 5 % des femmes enceintes (Afzali et al., 2007; Barnie et al., 2015; Nakashima
et al., 2010; Sasaki et al., 2007). Cependant, la proportion de Ty17 reste inchangée durant la

grossesse (Nakashima et al., 2010) et dans la circulation sanguine des patientes atteintes de
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diabete gestationnel et de pré-éclampsie (hypertension artérielle liée a la grossesse) (Barnie
et al., 2015). Bien que ces observations suggerent que les ILC3 pourraient étre impliquées
comme autre source potentielle d’IL-17 aucune donnée expérimentale n’a encore été fournie

dans ce sens (Barnie et al., 2015; Sutton et al., 2012)

2. Lasclérose en plagues

La sclérose en plague est une maladie auto-immune qui atteint le systéme nerveux
central (CNS) et aboutit a la destruction de la gaine de myéline entourant les nerfs par des
lymphocytes T auto-réactifs pouvant entrainer la paralysie des voies respiratoires (Figure 24).
Un modele expérimental de sclérose en plaque chez la souris, nommé Autoimmune
Encephaomyelitis (EAE), a permis de décrire et de mettre en évidence l'essentiel des
mécanismes responsables de la réponse auto-immune (Goldenberg, 2012). La premiére étude
mettant en évidence le role des cellules RORyt* dans I'émergence de I'EAE a révélé que les
souris Rorc’- (exemptes de Ty17 et d’ILC3) sont résistantes a I'EAE (lvanov et al., 2006). Etant
donné le réle connu des Tu17 dans I’émergence des maladies auto-immunes (Langrish et al.,
2005; Park et al., 2005), les auteurs concluent que les T417 sont responsables de I'induction
de la maladie. Cependant, il a été observé que la reconstitution des souris Rorc”’ avec des
cellules Thl7 ne restore pas la maladie (Hatfield and Brown, 2015). Un des inconvénients
majeurs de I'utilisation des souris Rorc” pour induire I'EAE est 'absence de tissus lymphoides
secondaires qui pourraient non seulement jouer un réle critique dans le développement de la
maladie, mais également apporter des facteurs de survie et des signaux chimiotactiques
essentiels aux cellules Tyl7 transférées. Les auteurs proposent néanmoins que cette
observation pointe vers un réle des ILC3 dans l'induction de la maladie. En effet, une
population de cellules Lin" CCR6" RORyt* CD30L* OX40L* productrice d’IL-17 est détectée dans
les méninges des souris développant une EAE. Bien qu’aucune démonstration ne soit fournie
dans ce contexte, les auteurs postulent que I'expression de molécules de la famille du TNF
comme CD30L et OX40L par les ILC3 promeut I'activation des lymphocytes T (Croft et al., 2009;
Tang et al., 2008) et biaise leur différentiation vers les Tyl tout en favorisant la survie des T
mémoires auto-réactifs. Ainsi, les auteurs suggérent que les ILC3 sont nécessaires a

I’'accumulation des lymphocytes T CD4* activés dans les méninges (Hatfield and Brown, 2015).
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Récemment, le réle des ILC NKp46* (regroupant les ILC1 et une partie des ILC3) et du
facteur de transcription T-bet a été mis en évidence dans I’'émergence de I'EAE (Kwong et al.,
2017). En effet, T-bet est impliqué dans la pathogénicité des lymphocytes Tw17 dans I'EAE
(Wang et al., 2014; Yang et al., 2009) et Iutilisation de souris Thx217f NKp46-Cre (déficientes
en cellules NK, ILC1 et en ILC3 NKp46* T-bet*) démontre que I'absence de ces cellules est
associée a une diminution du score clinique. Ces cellules favoriseraient la rupture de la Glia
limitans (I'isolant des méninges), I'infiltration du CNS par les T CD4* Ty17 auto-réactives et leur
maintien en facilitant indirectement la production de certaines cytokines telles que I’ IL-1f3,
I'IL-6, le TNF, la LT, I'IL-23 et de chimiokines telles que CCL20 (Brown and Russi, 2017) (Figure
24). Cependant, les mécanismes qui sous-tendent les interactions entre les ILC dépendantes
de T-bet et le micro-environnement pro-inflammatoire des T CD4* Ty17 auto-réactives restent
a identifier.
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Figure 24 (Brown and Russi, 2017) : La sclérose en plaques, contribution et fonction des ILC. La
sclérose en plaques est associée a un environnement inflammatoire riche en IL-17 et TNF. Les ILC T-
bet" NKp46* produisant ces cytokines participent activement au recrutement et a l'activation de
neutrophiles sécrétant des metalloprotéases (peptidases). L'activité de ces dernieres favorise la
rupture de la Glia Limitans et 'altération de la barriere hémato-encéphalique préalables au passage
des lymphocytes T auto-réactifs dans le systeme nerveux central.
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g. ILC et cancer
Les paragraphes précédents suggérent que dans les situations de réponse aux
pathogénes, de stress inflammatoire ou de réponses auto-immunes les ILC peuvent jouer des
roles antagonistes et participer a ’lhoméostasie tissulaire ou a I'induction d’un environnement
inflammatoire pathogénique. De fagon similaire, les trois sous-types d’ILC peuvent favoriser
ou empécher la progression tumorale par le biais des cytokines qu’elles produisent et de leurs
interactions avec les autres cellules du systeme immunitaire inné comme les cellules

dendritiques suppressives, les macrophages ou les éosinophiles (Figure 25).

1. Lactivité anti-tumorale des ILC

Depuis 1975, les cellules NK (appartenant au groupe 1 des ILC) ont été décrites comme
jouant un réle majeur dans la lutte anti-cancéreuse (Kiessling et al., 1975). Les ILC1 et les NK
représentant une source importante d’IFNy, dans les phases précoces de développement
tumoral (Carrega et al., 2016). L'IFNy a une activité anti-proliférative (Chin et al., 1996), anti
angiogénique (Beatty and Paterson, 2001) et pro-apoptotique (Chawla-Sarkar et al., 2003)
visant les cellules tumorales. L'IFNy induit également le recrutement et I’activation des
lymphocytes T CD8* cytotoxiques (LTc) et la polarisation des lymphocytes naifs en Tu1 acteurs
clés de 'immunité anti-tumorale (Bradley et al., 1996; Knutson and Disis, 2005) (WANG and
LIN, 2008). Par ailleurs, I'lFNy induit I’expression de CMHI et CMHII par les DC et les cellules
tumorales, contribuant ainsi a I'activation des lymphocytes T CD8* et CD4* spécifiques (Seliger
et al., 2008) et renforcant la réponse immunitaire adaptative anti-cancéreuse. Ainsi, les ILC1
interviennent indirectement dans la mise en place de la réponse anti-cancéreuse par le biais

de I'IFNy.

Les ILC2 sécrétrices d’IL-5 favoriseraient également la réponse anti-tumorale via le
recrutement d’éosinophiles capables de libérer des granules cytotoxiques (Peroxydase
d’éosinophiles, Neurotoxine dérivée d’éosinophiles) sur le site tumoral (Cosmi and
Annunziato, 2017; Muniz et al., 2012; Nussbaum et al., 2013). En effet, la présence de granules
associées aux éosinophiles a pu étre mise en évidence dans la masse tumorale de patients

atteints d’adénocarcinomes gastriques (Caruso et al., 2011). Alors que le role anti tumoral des
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éosinophiles n’a pas encore été démontré chez 'lhomme, la tumorigénicité accrue du
fibrosarcome induit par le methylcholantréne est associée a I’'absence d’éosinophiles au site
tumoral chez les souris dépourvues de ces cellules (Simson et al., 2007). De plus,
I'administration d’IL-5 exogene induit l'infiltration de la tumeur par les éosinophiles et
prévient la formation des métastases pulmonaires chez la souris (lkutani et al., 2012). Ainsi,
les ILC2 sécrétrices d’IL-5 pourraient participer, par le biais des éosinophiles, a la mise en place

de la réponse anti-tumorale.

La fréquence des ILC3 NKp44* est significativement augmentée dans les tissus lymphoides
tertiaires (TLO : Tertiary lymphoid organs) drainants la masse tumorale de patients atteints de
cancer du poumon (Carrega et al., 2015). Ces TLS constitués de DC, de lymphocytes T et B et
d’ILC sont des structures dont |'organisation favorise les réponses spécifiques aux antigenes
tumoraux (cf chapitre lll-a-2). De ce fait, ils sont associés a un pronostic favorable dans le
contexte des cancers (Jones et al., 2016). En outre, I'interaction des ILC3 avec les cellules
tumorales et les fibroblastes constituant la tumeur induit la sécrétion d’IL-8, de TNF-aL et d’IL-
22 qui pourrait limiter les dommages tissulaires via le recrutement de neutrophiles et autres
granulocytes sur le site tumoral, plutot qu’une inhibition de la croissance tumorale ou une

activité cytotoxique a I'’encontre de ces derniéres (Carrega et al., 2015).

2. Les ILC favorisent le développement et la croissance tumorale

Malgré I'activité anti-cancéreuse des ILC1, I'IFNy peut également participer a la
progression tumorale. L'IFNy augmente les capacités métastatiques des cellules B16 dans la
cavité pulmonaire des souris (Taniguchi et al., 1987) et induit I'’expression de molécules de
MHCI qui inhibent I'activité cytotoxique des cellules NK (Long et al., 2013). Ainsi, du fait de
I'absence de récepteurs inhibiteurs, les ILC1 pourraient agir plus efficacement dans les phases
précoces du développement tumoral (Carrega et al., 2016). L'IFNy induit le recrutement de
MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells) dont I'activité contribue a la croissance tumorale en
interferant avec I'activation et la prolifération des lymphocytes T soit par le bais des voies

métaboliques (Katz et al., 2008) (Geiger et al., 2016) soit en agissant sur la présentation des
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antigénes (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). De ce fait, I'immunité adaptative anti-tumorale est

compromise, ce qui favorise un environnement pro-tumorigene.

Les cytokines de type 2 (IL-5 et IL-13) sécrétées par les lymphocytes Tu2 et les ILC2 peuvent
également favoriser la formation et la progression tumorale. Une augmentation de la
production d’IL-33 a pu étre observée dans un modele murin de cancer du sein. Celle-ci est
accompagnée par le recrutement de MDSC et d’ILC2 sécrétrices d’IL-13 et par la diminution
de la proportion de cellules NK (Jovanovic et al., 2014). Par ailleurs, les MDSC sensibles a I'IL-
13 sécretent également du TGF-f3, cytokine induisant I'activation des Macrophages M2 dont
I’activité pro-angiogénique favorise la progression tumorale (Chanmee et al., 2014). Le TGF-3
induit également la polarisation des lymphocytes T naifs en Tregs dont I'activité suppressive
compromet la réponse anti-tumorale (Moo-Young et al., 2009). En somme, I'activation des
ILC2 par I'lL-33 et la sécrétion d’IL-13 qui en découle pourraient avoir des effets indirects sur

la progression tumorale.

L’expression d’IL-17 et d’IL-23 a été mise en évidence au sein de plusieurs cancers chez
I'homme (poumons, seins, foie, colon) (Carrega et al., 2016). Dans un modele murin
d’adénocarcinome du colon et de fibrosarcome, I'lL-17 induit d’'une part I'augmentation de la
croissance tumorale et d’autre part la production de facteurs pro-angiogéniques tels que
VEGF, PGE1, PGE2 par les fibroblastes et les cellules tumorales (Murugaiyan and Saha, 2009;
Numasaki et al.,, 2003). Cependant, aucune étude n’a rapporté le role des ILC3 dans ce
contexte. Récemment, il a été rapporté que l'interaction des ILC3 avec les cellules stromales
sécrétrices de CXCL13 induit la production de RANKL associé a une moindre sensibilité aux
chimiothérapies ainsi qu’a des risques élevés de rechute tumorale (Pfitzner et al., 2014;
Renema et al., 2016). Par ailleurs, la déplétion des ILC3 ou la neutralisation de RANKL est
suffisante pour diminuer les métastases, suggérant fortement I'implication des ILC3 dans la

croissance tumorale (Irshad et al., 2017).
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Figure 25 (Carrega et al., 2016) : Le Yin et le Yang des ILC dans le cancer. Les ILC1, ILC2 et ILC3 arborent
des activités pro (gauche) et anti-tumorales (droite), principalement via la sécrétion de cytokines.

. COLLABORATION SYSTEME IMMUNITAIRE ADAPTATIF (SIA) /
ILC

a. Complémentarité et redondance des ILC

De nombreuses études ont rapporté que les ILC participent a I’'homéostasie tissulaire
via la réparation de tissus endommagés (poumons, thymus). Les ILC jouent également un réle
dans le confinement du microbiote intestinal en collaboration avec les cellules myéloides et
lymphocytaires B (cf chapitre Il). Enfin, les ILC contribueraient aux réponses immunitaires a
I’encontre de divers pathogenes (viraux, bactériens, parasitaires et fongiques). Cependant, ces
observations proviennent majoritairement d’études menées sur des lignées murines
immunodéficientes (Rag”"). De ce fait les interactions et les collaborations possibles entre le
systéme immunitaire adaptatif et les ILC ne sont pas systématiquement mises en évidence,

nous interrogeant sur le réle des ILC au sein d’organismes immunocompétents.

Plusieurs articles rapportent que chez la souris, les ILC3 sécrétrices d’IL-22 jouent un role
crucial dans la protection contre I'entéro-pathogene C. Rodentium (Rankin et al., 2013;

Vonarbourg et al., 2010). Des modeéles murins dans lesquels la globalité des ILC3 (ILC3 NKp46*
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et NKp467) ou uniquement les ILC3 NKp46* sont absentes ont été développés afin d’évaluer
I’étendue de la redondance fonctionnelle avec les cellules T (Song et al., 2015). Les auteurs
montrent que les ILC3 jouent un réle déterminant dans I'aggravation des symptomes de la
colite induite par I'anti-CD40L. En effet, la gravité de celle-ci est accrue chez les animaux
déficients en cellules T en comparaison aux animaux dépourvus a la fois de cellules T et d’ILC3.
La complémentation de souris immuno-déficientes NSG (NOD SCID yc”") avec des ILC3 NKp46*
suffit pour rendre ces animaux plus susceptibles a la colite induite par I’'anti-CD40L et
démontre un potentiel pathogene accru de ces dernieres en comparaison aux ILC3 NKp46-.
Dans le modele d’infection par I'entéro-pathogéne C. Rodentium, les auteurs confirment le
réle protecteur des cellules T alors que les ILC3 NKp46* s’averent redondantes en présence de
cellules T ou d’ILC3 NKp46™ (Song et al., 2015). De méme, Rankin et al confirment qu’en
présence de lymphocytes T, la production d’IL-22 par les ILC3 NKp46* n’est pas essentielle a la

protection contre C. rodentium (Rankin et al., 2015).

Chez 'homme, il a été rapporté que la transplantation de patients SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) par greffe allogénique de cellules souches hématopoiétique (HSCT :
Hematopoietic Stem cell Transplantation) permet la reconstitution des lymphocytes T en
périphérie mais pas celle des ILC (Vély et al., 2016). Ainsi, 7 a 39 années apreés greffe, aucun
signe clinique lié a cette déficience n’a été constaté. De ce fait, les ILC seraient également
redondantes chez I’homme en présence d’un systéme immunitaire adaptatif fonctionnel et

dans les pays industrialisés ou I’acces a I’eau potable et aux soins médicaux est garanti.

Ces études confirment I'importance d’étudier les ILC en prenant compte I'environnement
cellulaire adaptatif. Nous aborderons dans la suite de ce chapitre de nombreux exemples de

collaboration entre les ILC et systeme immunitaire adaptatif.

b. Le développement des organes lymphoides secondaires et tertiaires

i. Les tissus lymphoides secondaires associés a l'intestin (GALT)
La toute premiere collaboration entre ILC et systéme immunitaire adapatif a lieu avant
la naisance au moment de la formation des tissus lymphoides secondaires, sieges de la mise

en place de la réponse immunitaire adapative. Certains de ces tissus lymphoides sont

91



spécialisés dans la surveillance des muqueuses qui représentent le lieu d’entrée d’une grande
guantité d’antigénes étrangers de part leur exposition a I’environnement extérieur. Ces tissus
lymphoides ont une architecture semblable (zone T, zone B) et sont regroupés sous le nom de
MALT pour tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT=Mucosal Associated lymphoid
Tissues) (Figure 26). Les GALT (GALT=Gut Associated lymphoid Tissues) drainent I'intestin gréle
et le colon, les NALT (NALT=Nasal Associated lymphoid Tissues) drainent la cavité nasale et les
BALT (BALT=Bronchus Associated lymphoid Tissues) drainent l|'arbre bronchique et les
poumons. Dans un autre registre, il existe également des tissus lymphoides atypiques associés
au tissus adipeux viscéral nommés FALC (FALC=Fat Associated Lymphoides Clusters) (Randall

and Mebius, 2014).

Le développement des GALTs est essentiellement dépendant des ILC3 foetales
nommeées LTi alors que les NALT et les FALC se développent normalement en leur absence
(Bar-Ephraim and Mebius, 2016; Buettner and Lochner, 2016). Ainsi, alors que I'ensemble des
structures lymphoides citées précédemment (MALT) sont regroupées sous le méme terme :
organes lymphoides secondaires (OLS), leur développement ne fait pas intervenir les mémes

acteurs cellulaires ni les mémes voies de signalisation.

Les GALT (Tissus lymphoides associés aux intestins) constituent un ensemble de tissus
lymphoides regroupés ou isolés dans la lamina Propria de I'intestin et du colon (Figure 27). On
distingue : les plaques de Peyer (PP), les Cryptoplaques (CP), les Follicules lymphoides isolés
(ILF) et les ganglions mésentériques (mLN) (Eberl, 2005; Forchielli and Walker, 2005).
L'ensemble de ces structures sont constituées en majorité de lymphocytes T, B et DC tandis
qgue les ILC se retrouvent en proportion minoritaire (Eberl, 2005). Comme dans tout tissus
lymphoide, les lymphocytes T et B occupent des zones distinctes (paracortex et cortex
respectivement) alors que les ILC2 et ILC3 occupent les zones interfolliculaires et sous-

capsulaires (Randall and Mebius, 2014).
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Figure 26 (Randall and Mebius, 2014): Les différents types d’organes lymphoides associés aux
mugqueuses. A Les ganglions lymphatiques (ganglions mésentériques et périphériques) sont des
organes lymphoides encapsulés. Les lymphocytes T et B sont organisés en zones distinctes. Les
lymphocytes T sont regroupés dans le cortex et les follicules B sous la capsule, dans le paracortex. Les
vaisseaux lymphatiques afférents transportent continuellement les antigenes drainants les tissus au
sein des ganglions, tandis que les HEV (High Endothelial Veinule) transportent les cellules du systeme
immunitaire provenant de la circulation sanguine. B et D Les Plaques de Peyer, les SILT et les organes
lymphoides tertiaires font partie des tissus lymphoides non-encapsulés, associés a I'épithélium. Les
cellules immunitaires sont également organisés en zones T et B (la zone B étant majoritaire), tandis
que les DC situées a proximité des cellules M, contrélent le lieu d’entrée des antigénes provenant du
microbiote intestinal. Ces tissus ne sont pas constitués de vaisseaux lymphatiques car le drainage des
antigénes s’effectue directement a proximité de I’épithélium. En revanche, comme pour les ganglions
lymphatiques, ils possedent des HEV. C Les tissus lymphoides associés aux tissus adipeux sont
également exempts de capsule. Les lymphocytes sont organisés en zone T et B et les antigénes
proviennent directement du milieu extérieur riche en adipocytes.
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Figure 27 (Eberl, 2005): Vue d’ensemble des organes lymphoides secondaires associés a la lamina
propria de l'intestin, chez la souris. La muqueuse intestinale est composée d’une couche unique de
cellules épithéliales protégée par une couche de mucus composée d’IgA, de peptides antimicrobiens
et de bactéries. La lamina propria est composée de divers sites d’induction de la réponse qui
constituent le systeme immunitaire intestinal. On distingue les tissus lymphoides associés a
I’épithélium intestinal: les cryptoplaques (CP), les follicules lymphoides isolés (ILF) et les plaques de
Peyer (PP), ainsi que les ganglions lymphatiques situés dans le mésentére et drainant les antigénes du
microbiote : les ganglions mésentériques (mLN). Les PP et les ILF sont le lieu de production d’IgA de
maniere dépendante et indépendante des lymphocytes T respectivement. Les ILC3 dispersées dans la
lamina propria jouent un role crucial dans la production de peptides anti-microbiens (défensines) par
les cellules de paneth. Les ganglions mésentériques constituent le siége d’activation et de
différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes T effecteurs ou T régulateurs. Les ILC3 y jouent
un réle majeur dans la régulation négative des lymphocytes T CD4".

1. Fonction et développement des ganglions lymphatiques tels que
les mLN

Les ganglions mésentériques constituent une chaine d’organes lymphoides
secondaires situés dans le mésentére et qui drainent I'intestin gréle et le colon. Ces tissus sont
constitués a 98% de lymphocytes T et B, tandis que les ILC et les cellules myéloides (DC,
macrophages) y sont minoritaires. Les ganglions mésentériques abritent la mise en place de
la tolérance aux organismes commensaux et aux antigenes alimentaires qui repose sur les
lymphocytes T régulateurs. Les lymphocytes T naifs s’y différencient également en
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lymphocytes T effecteurs en réponse aux antigénes de micro-organismes pathogénes.
L’'ensemble de ces réponses est intégré afin de maintenir ’'homéostasie de la muqueuse

intestinale (Macpherson and Smith, 2006; Randall and Mebius, 2014).

Les ganglions mésentériques sont parmi les premiers organes lymphoides a étre
formés chez la souris et leur développement (induit par les LTi) est similaire a celui d’autres
ganglions lymphatiques tels que les ganglions périphériques (pLN) (Rennert et al., 1998). Le
développement des ganglions lymphatiques et des plaques de Peyer est induit par les LTi au
stade feetal chez la souris (E= 9.5-12.5) et chez 'homme (entre la 8 et 11°™® semaine de
gestation) (Hoorweg and Cupedo, 2008; van de Pavert and Vivier, 2016) (Figure 28). Le role de
ces cellules a été démontré chez les souris déficientes pour les facteurs de transcriptions

nécessaires a leur développement : RORyt et Id2 (Eberl and Littman, 2004; Eberl et al., 2004).
Le développement de ces structures s’effectue en trois étapes :

a. Etape 1 :Recrutement et différenciation des LTi

La premiere étape de développement des ganglions lymphatiques, débute par la
stimulation des cellules mésenchymateuses par I'acide rétinoique préalablement transformé
par I'enzyme Rétinaldehyde déshydrogenase-2 (RALDH2) provenant des fibres nerveuses
situées a proximité du ganglion lymphatique (Iwata et al., 2004; Pavert and Mebius, 2010; van
de Pavert et al., 2009). Les cellules mésenchymateuses sécrétrices de CXCL13 en collaboration
avec les cellules endothéliales sécrétrices de la chimiokines CCL21 (ligand de CCR7) recrutent
alors les précurseurs des LTi, les LTig: IL7Ra* RORyt+/‘ NCR RANKL™RANK* CD4~CXCR5*CCR7%),
au sein de I'ébauche ganglionnaire (van de Pavert et al., 2014a). Par ailleurs, I'acide rétinoique
présent dans I'environnement induit I’expression du facteur de transcription RORyt par les
LTio, induisant leur différenciation en cellules matures LTis, exprimant RANKL et CD4 (Buettner

and Lochner, 2016; van de Pavert et al., 2014a).

Etant donné que les souris déficientes pour CXCR5 et CCR7 et les chimiokines correspondantes
(CXCL13, CCL19/CCL21) sont dépourvues de ganglions périphériques et de PP a I’exception des
mLN, les signaux nécessaires spécifiquement au développement des mLN restent a identifier

(Ohl et al., 2003).

95



b. Etape 2 :Interactions LT, — LTi

Le regroupement des LTi et l'interaction RANK/RANKL induisent I'expression de la
lymphotoxine hétérotrimérique alf2 a la membrane des LTis et I'activation des cellules
mésenchymateuses exprimant le récepteur a la lymphotoxine a132, LTBR (Bénézech et al.,
2010; Eberl et al., 2004). L’activation de la voie de signalisation NFkB au sein des cellules
mésenchymateuses induit la production de chimiokines et de cytokines (CXCL13, CCL19,
CCL21 et IL-7) et I'expression de molécules d’adhérence vasculaires (I-CAM, V-CAM, MAd-
CAM) (Bénézech et al., 2010). Ces cellules mésenchymateuses activées sont nommées cellules
stromales organisatrices des tissus lymphoides (LT,). D’autre part, la signalisation passant par
LTBR induit I'expression de RANKL par les LTi, ce ligand étant lui-méme inducteur de
I'expression de la LTa132 par ces cellules. Ces modifications transcriptionnelles engendrent le
recrutement et I'accumulation des LTi dans I'ébauche ganglionnaire permettant la mise en
place d’'une boucle de rétrocontrole positive (Sugiyama et al., 2012). Le fait que les souris
déficientes pour la lymphotoxine a, B, le récepteur LTBR ou RANKL soient exemptes de
ganglions lymphatiques (pLN et mLN), confirme Il'importance de cette interaction
LTalB2/LTPR (Chappaz et al., 2010; Sugiyama et al., 2012). En revanche, I'absence de RANKL
n‘impacte pas le développement des plagues de Peyer, suggérant un mécanisme

développemental différent (Sugiyama et al., 2012).

c. Etape 3 : Colonisation de I'ébauche ganglionnaire par les
lymphocytes T et B

Quelques jours apres la naissance, les cellules stromales produisent le facteur de
croissance de I'endothélium vasculaire VEGF-C (VEGF= vascular endothelial growth factor)
(Vondenhoff et al., 2009). La production de ce facteur permet la connexion entre les vaisseaux
sanguins et les vaisseaux lymphatiques dans le ganglion et la colonisation par les lymphocytes
T et B dans leurs zones respectives. Enfin, I'interaction entre les lymphocytes et les cellules
stromales du ganglion induit la différenciation de ces dernieres en différents sous-types : les
FRC (FRC= Fibroblastic Reticular Cells), les FDC (Follicular Dendritic Cells) et les MRC (Marginal
Reticular Cells), permettant ainsi I’organisation anatomique du ganglion (Koning and Mebius,

2012).
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2. Définition et fonction des plaques de Peyer (PP)
Les plaques de Peyer (PP) sont des organes lymphoides secondaires de l'intestin gréle
composés de 10° a 10° cellules (T, B, ILC et DC). On en dénombre 8 & 12 dans les intestins
d’une souris adulte (Fagarasan et al., 2002). Les PP sont des tissus lymphoides non encapsulés
associés a l'épithélium intestinal (Figure 26). Le transport des antigénes provenant du
microbiote s’effectue par des cellules intestinales exemptes de vili a forte activité
endocytique : les cellules M (Randall and Mebius, 2014). Les DC situées a proximité de ce lieu
d’entrée absorbent les antigenes présentés par les cellules M pour initier la réponse IgA
(Gebert et al., 1996; Hamada et al., 2002). Par ailleurs, I'’environnement de ces tissus favorise
I'entrée des lymphocytes B par les HEV (High endothelial Veinule) directement situées au sein
des follicules B via I'interaction a4p7-MAdCAM (Okada et al., 2002; Reboldi and Cyster, 2016)
(Reboldi and Cyster, 2016). Ainsi la principale fonction des plaques de Peyer est I'induction de
la réponse IgA hautement spécifique des antigénes commensaux alimentaires ou pathogenes
contenus dans la lumiere intestinale. (Hamada et al., 2002). Les IgA dispersées dans le mucus
surplombant les cellules épithéliales se lient aux microorganismes ou toxines de la flore

microbienne, les rendant alors inefficaces.
La génération des IgA dans les PP est dépendante des lymphocytes T et s’effectue en 2 étapes :

a. Lacommutation de classe isotypique des IgM vers les
IgA
Les lymphocytes B naifs des follicules sont activés par les cellules dendritiques folliculaires
(FDC) via la présentation des antigenes du microbiote. D’autre part, les lymphocytes Tfh (Tth=
T follicular Helper) procurent les signaux d’« aide » aux lymphocytes B basés sur les
interactions TCR/CMHII et CD40/CD40L (Allen et al., 2007). L’'ensemble de ces signaux induit
I'expression de I'enzyme AID (AlD=Activation-induced cytidine deaminase) nécessaire a la
commutation isotypique (ClI) des IgM en IgA et aux hypermutations somatiques (HMS) des

régions variables des Ig (Fagarasan, 2008) (Figure 28).
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b. Différenciation, sortie et migration des IgA*vers la
mugqueuse intestinale

Les DC résidentes des PP et les cellules épithéliales surplombant le follicule B
expriment fortement I’enzyme RALDH responsable de la synthése d’acide rétinoique a partir
de vitamine A (lwata, 2009; Mora and von Andrian, 2009). L’acide rétinoique et I'IL-6 produits
par les DC seraient essentiels pour la commutation isotypique 1gM —>1gA, la génération de
plasmocytes IgA* et la migration des plasmocytes vers la lamina propria de I'intestin (Sato et
al., 2003) (Dullaers et al., 2009; lwata et al., 2004; Mora et al., 2003, 2006; Pabst et al., 2004).
Les IgA sécrétées par les plasmocytes sont prises en charge par les cellules épithéliales de la
lamina propria qui les transportent vers la lumiére intestinale ou s’effectue la régulation de

I’expansion bactérienne (Johansen and Kaetzel, 2011).
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Figure 28 (Fagarasan et al., 2010) : Différenciation des plasmocytes IgA* dans les plaques de Peyer. Les
plaques de Peyer sont des tissus lymphoides non encapsulés, situés a proximité des cellules épithéliales
de l'intestin. Les cellules M de I'épithélium intestinal favorisent le passage continuel d’antigenes vers
les DC situées a proximité. Les cellules dendritiques activent alors les lymphocytes T CD4* des PP,
certains induisent I'expression de BCL6 et CXCR5, on les nomme alors les Tth (T Follicular Helper). Dans
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un environnement riche en IL-6 et en IL-21, les lymphocytes Tregs peuvent se différencier en
lymphocytes Tfh en réprimant I'expression du facteur de transcription FOXP3. L’expression du
récepteur de la chimiokine CXCL13, CXCR5 leur permet d’accéder aux follicules B et de fournir les
signaux de co-stimulation (CD40/CD40L) nécessaires a I’activation des lymphocytes B et a la formation
des centres germinatifs. Ces étapes reposent sur I'expression de I'enzyme AID nécessaire a la
commutation de classe isotypique IgM vers IgA ainsi qu’a la maturation d’affinité des lIg par
hypermutations somatiques des régions variables. La production d’acide rétinoique et de TGF-3
mature par les cellules présentatrices d’antigénes des plaques de Peyer est essentielle a la génération
des lymphocytes B IgA* et a leur différenciation en plasmocytes. L’expression de I'intégrine o437 et de
CCR9 et la répression de CXCR5 par les LB IgA* favorisent la sortie des centres germinatifs et la
migration vers la lamina propria de I'intestin ou les IgA sécrétées sont transportées dans la lumiere
intestinale.

3. Développement des plaques de Peyer (PP)

Le développement des PP s’effectue plus tardivement que celui des ganglions
lymphatiques (entre les stades embryonnaires (E=12.5 et 15.5) (Adachi et al., 1998). Le
processus initiant la formation des PP s’effectue indépendamment des LTi et des chimiokines
CXCL13, CCL19, CCL21 (Patel et al., 2012). Les premiéres cellules colonisant I’ébauche des PP
ont été caractérisées comme étant CD11c* IL7Ra CD4* CD3 c-Kit* CD45*. Nommées cellules
initiatrices de tissus lymphoides (LTin), ces derniéres expriment la lymphotoxine [ ainsi que le
récepteur a la tyrosine kinase RET (RET= Rearranged during Transfection) (Patel et al., 2012).
Ces deux molécules sont cruciales pour la formation initiale des PP. La déficience pour I'une
de ces deux molécules (LT ou RET) induit I'absence de développement de ces structures

lymphoides.

Suite a I'interaction avec les ligands de la kinase RET (glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF), neurturin (NRTN), artemin (ARTN) et persephin (PSPN) possiblement exprimés par les
cellules avoisinantes, les LTin forment tout d’abord un regroupement cellulaire formant
I’ébauche des PP. Patel et al rapportent que I'induction de la voie de signalisation passant par
RET, induit I'expression de la molécule d’adhérence VCAM-1 par les cellules
mésenchymateuses situées a proximité des LTin. Ainsi, via la lymphotoxine B les LTin
interagissent avec les cellules mésenchymateuses LTBR* promouvant la maturation des
cellules mésenchymateuses en LTo. Ces derniéres expriment alors les molécules d’adhérence
VCAM, ICAM, MadCAM ainsi que la chimiokine CXCL13 (Buettner and Lochner, 2016; Patel et

al., 2012; van de Pavert and Vivier, 2016). Les LTi exprimant I’"hétérotrimere LTal32 seraient
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alors recrutées en grande quantité au sein de I'ébauche des PP, interagissant a leur tour avec
les LTo, elles participent a la mis en place d’une boucle de rétrocontréle positive. La suite des
événements est identique a celle décrite précédemment au sein des ganglions lymphatiques.
Ainsi, les souris déficientes pour Roryt ou /d2 sont dépourvues de PP ce qui démontre le role

crucial des LTi dans ces dernieres étapes.
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Figure 29 (van de Pavert and Vivier, 2016) : Les étapes de développement des organes lymphoides
secondaires chez la souris. Au stade embryonnaire E=9,5, les cellules souches hématopoiétiques
migrent de la circulation sanguine vers le foie foetal ol elles se différencient en CHILP sous I'influence
d’ld2, Tox et TCF1. Le CHILP se différencie alors en précurseur des LTi exprimant faiblement le facteur
de transcription RORyt (LTio). Ces derniers migrent vers la périphérie afin de former les ébauches
ganglionnaires mésentériques et plus tardivement les plaques de Peyer tandis que les crypto-plaques
se forment apres la naissance. Au stade embryonnaire E=12,5 la différenciation des LTio en LTis S'opere
sous l'influence de I'acide rétinoique et de I'induction de I'expression du facteur de transcription
RORyt. L’acide rétinoique induit également la sécrétion de CXCL13 par les cellules mésenchymateuses
afin de recruter d’avantage de LTi dans I'ébauche ganglionnaire. L'interaction entre les LTi et les
cellules mésenchymateuses via I’hétérotrimere de lymphotoxine LTa132 enclenche leur maturation
en cellules stromales « organisatrices » des tissus lymphoides. Ces derniéres jouent un role crucial
apres la naissance dans le recrutement des lymphocytes T et B au niveau des ébauches ganglionnaires.
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4. Définition et fonction des ILF

Les SILT (Solitary intestinal lymphoid tissues) représentent un ensemble de tissus
lymphoides solitaires, éparpillés dans la Lamina Propria de I'intestin gréle. Parmi ces SILT on
distingue les follicules lymphoides isolés (ILF) et leurs précurseurs, les cryptoplaques (CP). Ces
structures se développent apreés la naissance et augmentent en taille et en diversité cellulaire
au fur et a mesure de la colonisation bactérienne. Les CP ont été décrites pour la premiéere fois
en 1996 par Kanamori et al. Les auteurs rapportent que ces structures de petite taille sont
composées de regroupement de 100 a 1000 cellules hématopoiétiques (ILC, lymphocytes B,
DC et de rares cellules T) et se localisent a proximité des cryptes de l'intestin gréle (Kanamori
et al., 1996). A I'état d’équilibre, environ 1500 CP résident au sein de la lamina propria de
I'intestin de la souris adulte, contre 150 dans le colon (Kanamori et al., 1996) alors que les ILF

sont de 150 a 300 (Hamada et al., 2002; Lorenz et al., 2003).

i. Génération des IgA de maniére indépendante
des lymphocytes T
Des études menées chez des souris dépourvues de plaques de Peyer (LTa”") (Rennert

et al., 1998; Yamamoto et al., 2000) ou de lymphocytes T (Tcrb” Tcrd”) (Macpherson et al.,
2000; Tsuji et al., 2008) montrent que la quantité de lymphocytes B IgA* est deux a trois fois
supérieure au sein de la lamina propria en comparaison aux animaux controles. Par ailleurs,
malgré I'importance des signaux apportés par les Tfh pour induire la formation des centres
germinatifs, la production d’IgA n’est globalement pas affectée chez les souris CD407
(Bergquvist et al., 2006). L’abondance des lymphocytes B au sein des ILF justifia I’hypothése
selon laquelle ils pourraient constituer un site d’intérét pour la production d’IgA de facon
indépendante des cellules T (Hamada et al., 2002; Lorenz and Newberry, 2004). Par la suite,
I’équipe de S. Fagarasan rapporta que les ILF des souris déficientes en lymphocytes T
contiennent des lymphocytes B IgA* exprimant AID malgré I'absence de centres germinatifs
(Tsuji et al., 2008). lls émettent alors I’hypothése que les ILF sont suffisants a la génération
d’IgA indépendamment des lymphocytes T. Ils démontrérent que les interactions croisées
entre les LTi-Like, les cellules stromales et les stimuli provenant du microbiote sont nécessaires

et suffisants au recrutement des lymphocytes B, a I'induction de AID et a la commutation de
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classe isotypique des IgM vers les IgA. D’une part, le LPS (Lipopolysaccharide) combiné a la co-
culture avec des LTi-Like induit une augmentation de I'expression de MadCAM1, CCL20 et
BAFF par les cellules stromales. D’autre part, le TNF-a sécrété par les DC iNOS* et les LTi-Like
induit la production de TGF-3 mature nécessaire a la commutation de classe des IgM vers les
IgA dans les ILF (Figure 30).

Cependant, la spécificité et la diversité des IgA T-indépendantes seraient inférieures a celles
des IgA T-dépendantes. En effet, le laboratoire de Sidonia Fagarasan a rapporté que la
diversité bactérienne du microbiote est altérée chez les souris déficientes en lymphocytes T
(Fagarasan et al., 2002; Kawamoto et al., 2014). D’autre part, les IgA spécifiques de SFB ou
Mucispirillum ne sont pas détéctées dans la fraction qui recouvre les bactéries présentes dans
les feces de souris déficentes en cellules T confirmant une perte de diversité et/ou d’affinité
du répertoire B (Bunker et al., 2015). Le maintien de cette diversité pourrait reposer sur

I’expression de PD1 par les Tfh (Kawamoto et al., 2012).
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Figure 30 adaptée a partir de (Fagarasan et al., 2010): Génération des IgA de facon indépendante des
lymphocytes T au sein des ILF. La génération d’IgA par les lymphocytes B peut s’effectuer en absence
de lymphocytes T au sein des ILF. Les ILF sont des structures lymphoides solitaires non encapsulées et
dispersées dans la lamina propria de I'intestin. Elles sont constituées en majorité de lymphocytes B,
d’ILC3 et de cellules dendritiques tandis que les lymphocytes T sont tres peu représentés. Les cellules
présentatrices d’antigene CX3CR1" situées sous les cellules M captent les antigénes provenant de la
lumiere intestinale en projetant leurs dendrites a travers les cellules épithéliales. Une fois activées les
DC participent a I'activation d’AID par les lymphocytes B qui initient la commutation de classe
isotypique. D’autre part, I'environnement riche en TNF-a induit la production de MMP par les cellules
stromales environnantes permettant la maturation du TGF-f3. En collaboration avec les facteurs de
survie environnants (BAFF, APRIL) et I'expression de AID par les cellules B, le TGF-B induit la
commutation isotypique des IgM vers les IgA. D’autre part, la sécrétion d’IL-6 et d’IL-10 par les cellules
stromales environnantes induit la différenciation des lymphocytes B IgA* en plasmocytes dans la
lamina propria de I'intestin.
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5. Le développement des CP et des ILF nommés tissus lymphoides
solitaires intestinaux (SILT)

Au méme titre que les ganglions mésentériques et les PP, les CP se développent de
maniere dépendante des LTi, avant la naissance et de maniére programmeée. Leur maturation
donne naissance aux ILF dont la taille et la diversité cellulaire augmentent au fur et a mesure
de la colonisation bactérienne (Figure 31). Plusieurs acteurs cellulaires et moléculaires sont

nécessaires d’une part a la formation des CP et d’autre part a la maturation des CP en ILF.

a. Leréledes LTi

Les CP se forment 14 jours aprées la naissance de la souris, indépendamment de la flore
microbienne et de la voie de signalisation passant par NFkB nécessaire au développement des
ganglions lymphatiques (Kanamori et al., 1996). Le développement de ces structures
s’effectue tout d’abord par le regroupement et I'accumulation de LTi dans les cryptes de
I'intestin gréle (Eberl and Littman, 2004; Kanamori et al., 1996). Comme pour le
développement des LN et des PP, les LTi interagissent avec les cellules stromales par la voie
LTalB2/LTPR (Lorenz et al., 2003; Taylor et al., 2004). En effet, ces structures sont absentes
chez les souris déficientes pour le gene Rorc ou Ltbr (Eberl et al., 2004; Sun et al., 2000). La
formation des CP repose également sur des ligands d’Ahr comme les polyphénols et
glucosinolates qui sont apportés par I'alimentation et transmis de la meére au feetus. La
délétion de Ahr au sein des ILC RORyt* aboli la formation des CP et des ILF tandis que le
développement des PP et des LN n’est pas affecté (Kiss et al., 2011; Lee et al., 2011). Ainsi Ahr
contréble la formation des SILT de part son rble essentiel dans le développement des ILC3 apres

la naissance (Hooper, 2011; Kiss et al., 2011; Lee et al., 2011).

b. Lerdle des Lymphocytes B
La maturation des CP en ILF se traduit par une accumulation de lymphocytes B au sein de CP
dont le recrutement s’effectue grace a la sécrétion de la chimiokine CXCL13 par les cellules
stromales et les DC avoisinantes. Les lymphocytes B CCR6* sont ensuite recrutés en plus
grande quantité suite a la production de la chimiokine CCL20 par les cellules épithéliales en
réponse a la colonisation bactérienne (McDonald et al., 2007, 2010; Pabst et al., 2006).
(Bouskra et al 2008)
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c. Lerdle du microbiote intestinal

La paroi des bactéries constituant le microbiote intestinal est reconnue par le
récepteur NOD1 exprimé par les cellules épithéliales de I'intestin. Ces derniéres induisent
alors I'expression de la chimiokine CCL20 qui favorise le recrutement des LB CCR6+ au sein des
ILF (Bouskra et al., 2008). L’élaboration de modeles animaux dépourvus de flore bactérienne
(Germ Free) a permis de démontrer que les CP se développent normalement en absence de
microbiote contrairement aux ILFs (Pabst et al., 2006). Par ailleurs, le déficit en AID, enzyme
indispensable a la commutation de classe et a la maturation d’affinité des Immunoglobulines,
conduit a un déséquilibre de la flore commensale qui a son tour induit une augmentation du
nombre et de la taille des ILF (Fagarasan et al., 2002). En conclusion, le développement des
ILF n’est pas un processus programmé et nécessite l'intervention de certains facteurs
environnementaux comme les ligands de AhR pour la formation des CP et la colonisation du

tractus digestif par la flore commensale pour la maturation de ces derniéres en ILF.

Nota bene : L’expression de la chimiokine CCL20 par les cellules épihéliales intestinales induit
le recrutement des ILC3 CCR6* (LTi-like) a proximité des cryptes, tandis que les ILC3 NKp46*

CCR6 apparaissent plus dispersées dans la lamina propria de I'intestin.
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Figure 31 adaptée a partir de (Fagarasan et al., 2010) : Les différentes étapes de maturation des CP
en ILF matures. Représentations de coupes histocytologiques de I'intestin gréle de souris déficientes
pour RORyt reconstituées avec des LTi (3 sections du haut). Les LTi sont représentées en rose, les
lymphocytes B en vert et I’ADN en bleu. Les 3 sections du bas schématisent les interactions cellulaires
et moléculaires nécessaires au développement des CP (panel de gauche), des ILF immatures (panel du
milieu) et des ILF matures (panel de droite). Les CP sont des tissus lymphoides dispersés dans la LP de
I'intestin et se développent 14 jours aprés la naissance de la souris. lls sont constitués de DC, de cellules
stromales (SC) et en majorité de LTi. Les interactions entre les LTi et les cellules stromales via LTB/LTBR
promeut le développement des CP. L'interaction SC/LTi induit la sécrétion par les SC de chimiokines
telles que CXCL13 nécessaire au recrutement de lymphocytes B et a la formation des ILF immatures.
Les cellules épithéliales surplombant les ILF immatures sécrétent la chimiokine CCL20 en réponse aux
signaux activateurs provenant du microbiote. CCL20 induit le recrutement de cellules CCR6" telles que
les lymphocytes B, les DC ainsi que des LTi. En outre, les interactions croisées entre LTi (via LTBR), DC
(via les TLR) et cellules stromales induisent le recrutement des lymphocytes B pour former les ILF
matures.

6. Le développement des organes lymphoides tertiaires
Les tissus lymphoides tertiaires ou Tertiary Lymphoid Organs (TLO) constituent une
catégorie particuliére de MALT qui se développe suite a une réponse immunitaire ou a une
inflammation locale (Lochner et al., 2011; Moyron-Quiroz et al., 2004; Shields et al., 2010;

Spahn et al., 2002). Ainsi, les NALT (NALT=Nasal Associated lymphoid Tissues) et les BALT
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(BALT=Bronchus Associated lymphoid Tissues) sont spécialisés dans le drainage de la cavité
nasale et de I'arbre bronchique respectivement. Il a été démontré que des TLO peuvent se
former en réponse a un stimulus inflammatoire aigu (colite au DSS) dans la lamina propria du
colon chez des souris dépourvues de LTi (Lochner et al., 2011). Bien que la voie LTBR soit
impliquée dans la formation de ces structures, la population hématopoiétique qui fournit le
ligand LTa1P2 aux cellules mésenchymateuses est constituée de lymphocytes B (Lochner et
al., 2011). Par ailleurs, la production de CXCL13 et I'expression de la molécule d’adhérence
VCAM-1 par les cellules stromales seraient nécessaires a la formation de ces TLO (Olivier et

al., 2016).

a. Roéle des ILC dans la mise en place de la réponse immunitaire
adaptative
Les ILC peuvent influencer directement ou indirectement les réponses immunitaires
adaptatives. En effet, les ILC2 et les ILC3 expriment a leur surface des molécules de CMHII et
peuvent donc interagir et présenter directement des antigenes aux lymphocytes T des
ganglions. D’autre part, étant donné que les ILC représentent une population cellulaire
répondant rapidement a leur environnement via la sécrétion de cytokines, elles peuvent agir
indirectement sur la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes T effecteurs de
type TH2 ou TH1, via la sécrétion de molécules solubles telles que les cytokines de type 2 (IL-

4) ou l'interféron gamma respectivement.

i. LesILC3 jouent un role dans la sélection du répertoire T via le
CMHII
Les équipes de David Artis et de Gregory Sonnenberg ont rapporté que les ILC3 NKp46°
CMHII* jouent un role crucial dans le maintien de ’lhoméostasie intestinale en réprimant la
réponse T CD4* dirigée contre les bactéries commensales (Hepworth et al., 2013, 2015b) (cf
chapitre I-b-c). Ainsi, bien que les ILC3 NKp46™ expriment la machinerie nécessaire a la
présentation des antigénes par le CMHII, ces derniéres induisent I'apoptose plutét que
I’activation et la prolifération des LT CD4+ (Hepworth et al., 2013, 2015b). En effet, I'absence

de molécules de co-stimulation (CD80, CD86, CD40) induirait I'anergie des lymphocytes T et
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I’expression de molécules pro-apoptotiques (Bim et Nur77) entrainant leur mort sélective et

programmée.

ii. LesILC3 sécrétrices de Csf2 jouent un rdle dans la

différenciation des Tregs

Le maintien de I'homéostasie intestinale fait intervenir diverses populations
lymphoides telles que les lymphocytes Tul, Thl7, Tregs et les ILC de type 3 (Hepworth et al.,
2013; Mortha et al., 2014). Par ailleurs, certaines populations myéloides comme les
macrophages et les DC interviennent de part leur capacité a interagir directement avec les
bactéries de la flore intestinale et a stimuler les ILC3 et les lymphocytes T (cf chapitre 1l-d).
L’équipe de Myriam Merad a récemment démontré que Les ILC3 participent indirectement a
la génération de Tregs induites via la sécrétion de GM-CSF (Mortha et al., 2014). Ainsi I'lL-1]3
d’origine myéloide stimule la production de GM-CSF par les ILC3 qui contribue a son tour au
maintien de la fonction inductrice de Tregs au sein des cellules myéloides (RALDH, TGFf et IL-

10).

iii. Les ILC2 favorisent la différenciation et le recrutement des Ty2

Deux études majeures ont mis en évidence I'impact des ILC2 sur la potentialisation des
lymphocytes Tn2 dans un modele d’allergie respiratoire induite par la papaine (Halim et al.,
2014, 2015). Au cours de la réponse primaire, la sécrétion d’IL-13 par les ILC2 induit la
migration des DC CD40* vers les ganglions favorisant ainsi la différenciation des lymphocytes
T naifs en Tu2 (Halim et al., 2014). Au cours de la réponse secondaire, I'lL-13 produite par les
ILC2 active la production de la chimiokine CCL17 par des DC spécialisées, attirant ainsi les Tn2

mémoire sur le site inflammatoire (Halim et al., 2015).

iv. La collaboration ILC2/Tu2 promeut I'immunité anti-parasitaire
de type 2

Le réle des molécules du CMH de classe Il exprimées par les ILC2 dans la réponse anti-
parasitaire a récemment été mis en évidence (Oliphant et al., 2014). La majorité (70%) des

ILC2 exprime les CMHII a I'état d’équilibre suggérant un role important pour ce complexe dans
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la réponse de type 2. En effet, I'élimination du parasite intestinal Nb est retardée chez des
souris déficientes en IL-13 reconstituées avec des ILC2 déficientes pour les molécules du CMH
de classe Il confirmant le role de ce complexe dans la réponse anti-parasitaire. D’autre part,
les auteurs ont mis en évidence le role des signaux de co-stimulation CD80/CD86 procurés par
les ILC2 dans I'activation des lymphocytes T in vitro. In vivo, I'lL-2 produite par les lymphocytes
Th2 activés lors de la réponse anti-parasitaire augmente significativement la sécrétion d’IL-13
par les ILC2. Ainsi la collaboration ILC2/Tn2 favorise non seulement I'activation des Th2 mais

elle augmente également I'efficacité des ILC2 dans I’élimination du parasite.
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Figure 32 Dialogue ILC/lymphocytes T adaptée a partir de (von Burg et al., 2015) : Haut : Résumé
schématique du dialogue ILC2/lymphocytes Tu2 et lymphocytes T régulateurs. Bas: résumé
schématique du dialogue ILC3/lymphocytes T CD4* et microbiote intestinal.
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b. Régulation des ILC par |le systeme immunitaire adaptatif

Malgré la redondance entre les ILC et les lymphocytes T, le dialogue entre ces deux
types cellulaires est essentiel au cours de la réponse antiparasitaire de type 2 (précedent
chapitre) et pour la sélection du répertoire des lymphocytes T CD4* spécifiques des antigénes
du microbiote (cf chapitre lll-b et 1l-a). Cependant, il existe diverses situations ou le systeme
immunitaire adaptatif est immature ou affecté (naissance, vieillissement, leucémie..). Nous
pouvons alors nous interroger sur le role des ILC dans ce contexte. Ces derniéres
compenseraient-elle I'absence des lymphocytes T ? La régulation des ILC est-elle impactée
dans ces conditions ? Aprés avoir abordé les travaux concernant le role des ILC dans la
régulation des réponses T, je vais passer en revue les données publiées sur la régulation des

ILC par le systeme immunitaire adaptatif.

i. Larégulation des ILC3 par le systeme immunitaire adaptatif
(SIA)

En 2014, Korn et al publié la premiéere étude relatant du réle des lymphocytes T CD4*
dans la régulation de ’homéostasie des ILC3 résidentes de I'intestin gréle (Korn et al., 2014).
En effet, les ILC3 jouent un réle crucial dans le maintien de la barriere intestinale via la
sécrétion d’IL-22 (Chapitre I-b). Cependant, les auteurs observent que la barriere intestinale
des souris RAG’ est fortement affaiblie (diminution de la production des peptides
antimicrobiens (PAM)) en absence de systéme immunitaire adaptif et constatent également
une augmentation drastique du nombre d’ILC3 et de la sécrétion d’IL-22 par ces cellules. La
reconstitution du compartiment T fut suffisante pour rétablir la fonction et le nombre des ILC3
dans les intestins ainsi que la sécrétion des PAM. Cela confirme le r6le des lymphocytes T CD4*
dans la régulation négative des ILC3 résidentes des intestins. L'un des premiers objectifs de
mon travail de thése a été d’étudier le/les mécanisme(s) nécessaire(s) a cette régulation.
L'équipe de Yasmine Belkaid s’est également intéressé a ce(s) mécanisme(s) de régulation
(Mao et al., 2018). lIs ont déterminé que les ILC3 anormalement activées au sein des souris
Rag’" ou Tcra/, expriment le facteur de transcription STAT3 phosphorylé (pSTAT3). Cette
signature transcriptionnelle des ILC3 serait induite par des sighaux provenants du microbiote

intestinal. Les auteurs démontrent également que les lymphocytes T CD4* (Tregs, Tul7)
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préviennent indirectement la phosphorylation et ['activation des ILC3 en agissant
respectivement sur la composition de la flore microbienne et la production d’IL-23 par les

cellules dendritiques.

i. LesiTregs régulent négativement la fonction des ILC2 dans le
cadre de I'asthme induite

Etant donné le role suppresseur des lymphocytes Tregs en conditions inflammatoires,
Rigas et al se sont intéressés a la modulation des ILC2 par les lymphocytes Tregs dans le cadre
d’'un modeéle d’asthme induit chez la souris (Rigas et al., 2017). Les auteurs ont observé in vitro
que les Tregs induites (iTregs) ont la capacité de réprimer la sécrétion de cytokines de type 2
par les ILC2 via des interactions ICOS-ICOSL (ICOS= Inducible T cell COStimulator). D’autre part,
dans le cadre d’un modele d’astme induit, le co-transfert d’ILC2 et d’iTregs au sein de souris
NSG (NSG= NOD scid gamma) induit la suppression des symptomes médiés par ’AHR (AHR=
Airway HyperResponsiveness). Ainsi, les Tregs pourraient agir directement sur la fonction des
ILC2 dans un contexte inflammatoire. En revanche, aucunes données ne font état du/des
mécanisme(s) de régulation de I'homéostasie des ILC2 par les cellules du SIA a I'état

d’équilibre. Cette question a donc fait I'objet du deuxiéme volet de mon travail de théese.

Ce basant sur ces aspects de la littérature, I'objectif principal de ma thése a été d’évaluer le
role du systeme immunitaire adaptatif dans la régulation de la composition et de la fonction
des ILC2 et des ILC3 a I'état d’équilibre, dans les intestins et les ganglions lymphatiques des

souris déficientes en lymphocytes T (CD3¢™").
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IV. PROBLEMATIQUE
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De nombreuses études ont rapporté que les ILC participent a ’lhoméostasie tissulaire
via la réparation des tissus endommagés (poumons, intestins, thymus). Les ILC jouent
également un réle dans les réponses anti-microbiennes (virus, bactéries, parasites et
champignons) et le confinement du microbiote intestinal (cf chapitre 1l). Cependant, la mise
en évidence du réle des ILC dans certaines de ces réponses a essentiellement reposé sur
I'utilisation de lignées murines immunodéficientes (Rag”’). Ainsi, les interactions et les
collaborations entre les ILC et les cellules du systéeme immunitaire adaptatif ne sont pas prises
en compte, nous interrogeant sur le réle des ILC au sein d’organismes immunocompétents. En
effet, les ILC3 sécrétrices d’IL-22 sont essentielles dans la protection contre I'entéro-
pathogéne murin C.rodentium en absence de systéme immunitaire adaptatif (Buonocore et
al., 2010; Satoh-Takayama et al., 2008b; Sonnenberg and Artis, 2012). Cependant, des études
indépendantes menées par les équipes de Marco Colonna et d’Eric Vivier ont démontré
I'existence d’une redondance fonctionnelle entre les lymphocytes T et les ILC3 NKp46*
sécrétrices d’IL-22 dans la protection contre C.rodentium (Rankin et al., 2015; Song et al.,
2015). Ces études confirment l'importance d’étudier les ILC en prenant compte de
I’environnement cellulaire adaptatif. En outre, redondance n’est pas synonyme d’inutilité car
le dialogue entre cellules T et ILC est nécessaire pour monter de meilleures réponses anti-
parasitaire de type 2 et pour assurer la sélection négative des lymphocytes T CD4* spécifiques

des antigénes du microbiote en périphérie (cf chapitre IlI-b et II-a).

Cependant, il existe diverses situations ou le systeme immunitaire adaptatif est immature ou
affecté (naissance, vieillissement, leucémie..). Nous pouvons alors nous questionner sur le r6le
des ILC dans ce contexte. Ces dernieres compenseraient-elle un déficit en lymphocytes T ? La

régulation des ILC est-elle impactée dans ces conditions ?

Les travaux de plusieurs équipes scientifiques font état de modifications de ’homéostasie des
ILC en absence de systeme immunitaire adaptatif chez la souris. Ainsi, les ILC3 de la lamina
propria de I'intestin sont anormalement activées chez des souris Rag”- ou TCRBS/ (Korn et
al.,, 2014; Mao et al., 2018) tandis que la fréquence des ILC2 augmente dans les mLN au
détriment des ILC3 CCR6* (Mackley et al., 2015). Le rétablissement de la réponse adaptative
par transfert adoptif de splénocytes ou de lymphocytes T CD4* suffit a réprimer I'activité des
ILC3 dans la lamina propria de I'intestin in vivo (Korn et al., 2014; Mao et al., 2018). Par ailleurs,
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certaines populations de cellules T régulatrices (ICOS-L*) ont la capacité de moduler la
sécrétion de cytokines de type 2 par les ILC in vitro suggérant un rdle possible des Tregs dans
la régulation de ’'homéostasie des ILC in vivo (Korn et al., 2014; Mao et al., 2018; Rigas et al.,
2017). En accord avec les travaux mentionnés précédemment, le laboratoire a fait
I'observation de modifications du nombre et de la composition des ILC dans les mLN et la
lamina propria de I'intestin de souris déficientes en lymphocytes T (CD3¢”). Alors que la
fréquence et I'activité des ILC3 NKp46* se trouvent significativement augmentées dans la
lamina propria de I'intestin de ces souris, les ILC sécrétrices de cytokines type 2 deviennent
majoritaires au sein de mLN drainant ce tissus. Les différences de composition et d’activité
des ILC constatées au sein de la lamina propria de I'intestin d’une part et des tissus lymphoides

d’autre part ont poussé notre équipe a approfondir cette étude.

Ainsi, I'objectif de ce projet de thése a été de décrire certains des mécanismes par lesquels

les lymphocytes T participent a la régulation de ’homéostasie des ILC.

- Parquelsfacteurs tissulaires et environnementaux les ILC des intestins et des ganglions

mésentériques (MLN) sont-elles activées en absence de cellules T ?
- Ces facteurs sont-ils identiques dans ces deux tissus ?

- Comment les lymphocytes T agissent-ils sur ces facteurs pour contréler le nombre et

I’activité des ILC dans chacun de ces tissus?
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b. Introduction

Les ILC représentent une population lymphoide Lin- CD45* IL-7Ra* majoritairement résidente
au sein des tissus (lymphoides et non lymphoides) ayant une demi-vie de 3 semaines (Cherrier
and Eberl, 2012). Nos diverses analyses de la composition des ILC par cytométrie en flux
montrent qu’a |'état d’équilibre le pourcentage d’ILC totales parmi les cellules
hématopoiétiques varie en moyenne entre 0,2% dans les ganglions et 5% dans la lamina
propria de l'intestin d’'un organisme murin immunocompétent. Cependant, nous avons
observé une augmentation significative du pourcentage d’ILC totales chez les souris
déficientes en lymphocytes T. Celui-ci atteint en moyenne 1,4% dans les ganglions
mésentériques (mLN) et 22% dans les intestins tandis qu’une légere augmentation est
observée dans les ganglions périphériques (pLN), passant de 0,2 a 0,5%. Ces modifications
suggerent que les lymphocytes T participent a I'équilibre homéostatique des ILC au sein de
ces tissus. Certains mécanismes de régulation des lymphocytes T par les ILC ont été mis en
évidence récemment. A I'inverse, la maniére dont les lymphocytes T régulent les ILC reste en
partie incomprise. Dans la premiére partie de I’article nous rapportons que la régulation de la
fréquence et de I'activité des ILC3 NKp46* dans la lamina propria de l'intestin repose sur la
capacité des lymphocytes T CD4* a participer au confinement du microbiote intestinal. Dans
la seconde partie, nous décrivons un des mécanismes de régulation des ILC2 par les
lymphocytes T basé sur la régulation indirecte de I'expression de I'alarmine IL-33 au sein des

ganglions mésentriques.
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c. Hypotheses de travail
i. 1°®hypothése
Plusieurs équipes ont rapporté que les ILC3 de la lamina propria de lintestin sont
anormalement activées au sein des souris immunodéficientes Rag”- ou TCRBS/- (Korn et al.,
2014; Mao et al.,, 2018). Notre équipe de recherche a également fait |'observation de
modifications du nombre et/ou de la composition des ILC3 dans les mLN et la lamina propria
de I'intestin de souris CD3¢”" avant et aprés sevrage (cf article en préparation). Alors que le
nombre et I'activité des ILC3 NKp46* se trouvent significativement augmentés dans la lamina
propria de l'intestin, la fraction d’ILC3 CCR6* devient minoritaire dans les mLN uniquement
apres le sevrage. L’arrét de |'allaitement et le passage a une nourriture solide (sevrage) induit
des modifications dans la composition du microbiote intestinal et 'abondance des bactéries
commensales de l'intestin qui pourraient jouer un réle majeur dans |'activation des ILC3 en
absence de cellules T (Gomez de Agliero et al., 2016; van de Pavert et al., 2014b; Sawa et al.,

2010).

En effet le réle du microbiote intestinal dans I'activation des ILC3 de la lamina propria a pu
étre mis en évidence chez des animaux immuno-compétents grace a des modeles murins
axéniques ou gnotobiotiques (axéniques colonisées par une ou plusieurs especes bactériennes
commensales). Plusieurs articles ont rapporté qu’au sein des souris « Germ-Free » la
proportion d’ILC3 NKp46* est significativement diminuée dans la lamina propria de l'intestin,
confirmant le réle du microbiote sur ’homéostasie de ces cellules (Sanos et al., 2009; Satoh-
Takayama et al., 2008b; Vonarbourg et al., 2010) (cf chapitre ll-b). Concordant avec ces
précédentes observations, il a été récemment décrit que la bactérie commensale SFB
(Segmented Filamentous Bacteria) suffit pour induire I'activation des ILC3 résidentes de
I'intestin gréle (Ivanov et al., 2009; Kawamoto et al., 2014; Mao et al., 2018; Sano et al., 2016)

(cf chapitre 1I-b).

D’autres travaux de la littérature suggérent également que les ILC3 pourraient étre
anormalement activées par le microbiote en absence d’immunité adaptative. D’'une part,
I’équipe de S. Fagarasan a rapporté que la diversité du microbiote intestinal est altérée au sein
des souris CD3¢”" (Kawamoto et al., 2014). D’autre part, I’équipe de Y. Belkaid a rapporté que

le transfert adoptif de lymphocytes Thl7 ou de Tregs permettrait de réguler le nombre et la
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fonction des ILC3 dans la lamina propria de I'intestin de souris Rag”~ (Korn et al., 2014; Mao
et al., 2018). Cela suggere que le microbiote intestinal pourrait étre un facteur d’activation

important pour les ILC en absence de cellules T du fait :

- d’un déséquilibre de la flore commensale
- d’une activation accrue de I'immunité innée via les cellules épithéliales intestinales et

les cellules myéloides

Ainsi, nous avons émis I’hypothése que le réle exercé par les lymphocytes T dans le
confinement du microbiote intestinal pourrait étre un facteur déterminant dans la

régulation des ILC3 de l'intestin et des ganglions mésentériques.

ii. 28me hypothése
Mackley et al ont rapporté que les ILC2 sont en proportion normale dans la lamina propria de
souris lymphopéniques Rag”’~ mais significativement élevées dans les ganglions
mésentériques de ces dernieres (Mackley et al., 2015). Nous avons fait la méme observation
chez des souris dépourvues de lymphocytes T au sein desquelles la fraction des ILC sécrétrices
de cytokines de type 2 (IL-13 et IL-5) est significativement augmentée dans les mLN (cf article

en préparation).

Les raisons de cette dérégulation restent a ce jour inconnues. Contrairement aux ILC de type
3, le lien entre ILC2 et microbiote reste peu décrit et mal compris. L'induction et le
recrutement de lymphocytes Treg dans 'intestin pour induire la tolérance alimentaire (Kim et
al., 2016) pourrait participer a la régulation des ILC2 cependant, aucun article n’a confirmé
cette hypothése a ce jour. D’autre part, Rigas et al ont rapporté que les lymphocytes Tregs ont
une activité suppressive envers les ILC2 dans un contexte d’asthme induit. Aussi, les
lymphocytes T et les ILC2 consomment les mémes facteurs de croissance (IL-2, IL-7) et les
Tregs sensibles a I'alarmine IL-33 pourraient entrer en compétition avec les ILC2 pour cette
molécule sécrétée majoritairement par les cellules non-hématopoiétiques des ganglions

lymphatiques (Pichery et al., 2012) (Liew et al., 2016).
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Nous faisons I’hypothése que la déficience en lymphocytes T (Tregs inclus) a un impact sur
I’environnement tissulaire du ganglion (production d’alarmines, disponibilité des facteurs de
survie et de croissance) qui favorise I'expansion et I’activation des ILC2 dans les mLN. Cet

aspect est traité dans le deuxieme volet de I'article.

d. Stratégies expérimentales
i. 1°®hypothése
Nous avons tout d’abord analysé la composition et la fonction des ILC au sein de plusieurs
tissus (mLN, pLN, lamina propria de lintestin gréle), en présence et en absence de
lymphocytes T, afin d’évaluer I'impact de ces derniers sur I’'homéostasie des ILC a I'état

d’équilibre avant et aprés le sevrage.

Les lignées murines utilisées pour ces analyses sont les suivantes :
- CD3¢’- CD45-1
- C57BL/6J RORyt-GFP (références).

- CD3g” RORyt-GFP et CD3&*" RORyt-GFP. Les lignées CD3&7- CD45-1 et B6 RORyt-GFP
ont été croisées afin d’obtenir des animaux homozygotes et hétérozygotes pour la
mutation CD3¢ dans la méme portée et de pouvoir détecter I'expression de RORyt

grace au reporteur GFP.

La composition des ILC a été analysée par cytométrie en flux en utilisant les combinaisons

suivantes de marqueurs pour définir les principaux sous types d’ILC (Figure 33, Tableau 1).
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Figure 33: Stratégie d'analyse des sous-types

10 q

Kp46| 1

GATA3

ILC3 NKp46*

d'ILC par cytométrie en flux (ganglions

mésentériques): Les ILC expriment le récepteur a I'lL-7 (CD127) en absence de marqueurs de lignage
(Lin-). Au sein de la fraction Lin" CD127*, les ILC2 expriment fortement GATA-3. Au sein des ILC GATA-

3 les ILC exprimant NKp46 en absence de RORyt

sont considérées comme des ILC1. Les ILC3

expriment RORyt et sont constituées d’une population NKp46*, d’une population CCR6* et d’une
population n’exprimant aucun de ces marqueurs (DN : NKp46™ CCR6).

Marqueurs

Lin", IL-7Ra* (CD127*), NKp46*, RORyt,,
GATA3", KLRG1-

Lin,, IL-7Ra* (CD127%), NKp46°, RORyt,
GATA3*, KLRG1*

Lin, IL-7Rat* (CD127*), NKp46*/-, RORyt",
GATA3M, KLRGI-

Sous-type d’ILC

ILC1

ILC2

Lignage : ILC3
CD3¢, TCRa, TCRPY, B220,
CD19, TER-119, GR-1, CD11c,

CD11b
LTi
ILC3 NKp46*
ILC3 DN

Parmi les ILC3 NKp46*/-RORyt*:
CCR6*, NKp46-
CCR6", NKp46*
CCR6", NKp46-

Tableau 2: Récapitulatif des marqueurs utilisés pour l'identification des sous-types d'ILC murines par

cytométrie en flux.
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La sécrétion des cytokines IL-5, IL-13, IL-17A, IL-22 a également été mesurée par
cytométrie en flux au sein de la globalité des ILC dans chacun de ces tissus apres re-stimulation
ex vivo en présence de PMA (PMA= Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), lonomycine, Brefeldine
A et d’IL-23 dans le cas de la détection d’IL-22.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié I'impact du microbiote intestinal sur la
composition et la fonction des différentes sous-populations d’ILC en faisant varier deux

parameétres :

1-La présence ou I'absence de microbiote intestinal en traitant les souris dés la naissance avec

un cocktail d’antibiotiques a large spectre.

2-La présence ou I'absence de lymphocytes T au sein des souris traitées aux antibiotiques dés

la naissance

Troisiemement, nous avons abordé I'effet d’'une reconstitution du compartiment T sur la
régulation des ILC a l'aide de greffes de lobes thymiques et de transferts adoptifs de
différentes sous populations de lymphocytes T dans les souris CD3g™".

Les IgA générées de maniere dépendante des lymphocytes T dans les Plaques de Peyer jouent
un role crucial dans le confinement et la diversification des bactéries commensales (Chapitre
[1I-2). Par conséquent, nous avons étudié le role de la coopération T-B dans la régulation de
I'activité des ILC3. Ainsi, nous avons procédé a I'étude de la composition des ILC dans les
ganglions et la lamina propria de souris Rag2”- déficientes en lymphocytes T et B ou
reconstituées avec des lymphocytes T. Cette analyse figure dans les résultats

complémentaires non publiées de ce mémoire de thése (cf schéma expérimental figure 34).

ii. 2°Me hypotheése
Nous avons analysé par qPCR I'expression des alarmines suivantes IL-25, IL-33 et TSLP dans les
mLN et I'iléon distal de I'intestin gréle afin d’identifier les facteurs responsables de I'activation
des ILC2 en absence de lymphocytes T. Celle-ci a révélé une augmentation significative de
I'expression des transcrits codant pour I'IL-33 dans les mLN des souris déficientes en

lymphocytes T par comparaison aux souris contréles immunocompétentes. Nous avons pu
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confirmer le réle de cette alarmine dans la régulation des ILC2 via la neutralisation de I'lL-33
environnante au sein des souris déficientes de lymphocytes T (cf schéma expérimental figure

34).

La source cellulaire de cette molécule est essentiellement non hématopoiétique, le
compartiment stromal des ganglions étant un candidat de choix, nous avons mis en place une
collaboration avec I'équipe de Lucie Peduto spécialisée dans I'étude du stroma. Cette
collaboration nous a permis de comparer I'expression de I'lL-33 par les cellules stromales des
mLN dans plusieurs conditions : souris déficientes et compétentes en cellules T ou déficientes

reconstituées avec des lymphocytes T.
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Figure 34 : Stratégie expérimentale du travail de recherche : 1) Analyse de la composition et de la
fonction des ILC dans les ganglions mésentériques, périphériques et la lamina propria de I'intestin de
souris CD3g” et CD3&*" & I'état d’équilibre. 2) Traitement des souris CD3¢”" et CD3¢*" dés la naissance
avec un cocktail d’antibiotiques a large spectre afin d’évaluer I'impact du microbiote et de la déficience
en lymphocytes T sur I’'homéostasie des ILC. 3) Transfert adoptif de différentes sous-populations de
lymphocytes T afin d’évaluer leur réle dans la régulation des ILC en périphérie. 4) Mesure de
I’expression de I'lL-33 par gPCR et neutralisation de I'alarmine afin d’évaluer son réle dans I'activation

des ILC2 en absence de lymphocytes T.
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Abstract

Innate lymphoid cells have recently emerged as key regulators of innate and adaptive
immunity in the context of host-microbe interactions, lymphoid organogenesis, tissue
remodeling and metabolism. ILCs and T cells can be complementary or redundant in
each of these processes suggesting that a constant dialogue between these two cell
types is necessary for optimal immune and metabolic fithess. While ILCs were shown
to play important roles in the polarization and selection of effector T cells, it remains
unclear whether adaptive immunity can shape the composition, the activity and the
fithess of ILCs in return. Here we show that T cells regulate ILC homeostasis through
distinct mechanisms depending on the ILC subtype and tissue microenvironment. In
mesenteric lymph nodes, T cells antagonize stroma-derived IL-33 dependent
expansion and cytokine production of tissue-resident ILC2. In the small intestine, T
cells indirectly suppress IL-22 production by ILC3 through the containment of gut
commensal bacteria. These observations confirm that the cross talk between ILCs,
adaptive immune cells and micro-environmental cues is key to maintain ILCs as
guiescent sentinels. Such interactions may also prevent deregulated activation of ILCs
that was shown to promote the development of immune disorders such as
inflammatory diseases and allergies.

Introduction

Emerging research has implicated Innate Lymphoid Cells (ILCs) as critical immune cell
populations that orchestrate host-commensal bacteria relationships and impact
immunity, inflammation and tissue homeostasis 2. ILCs are frequent at mucosal sites
and closely associated with airways and intestinal epithelial barriers. To date three
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main ILC subsets have been described based on developmental and functional
homologies with helper T cells.

- Group 1 ILCs (ILC1) express T-bet, they are not cytotoxic and produce IFNy in the
context of immune responses against intra and extracellular pathogens.

- Group 2 ILCs (ILC2) express GATA-3 and produce IL-5 and IL-13 in response to
epithelial cell derived IL-25 and IL-33 upon infection with intestinal worms and
respiratory viruses. They are also involved in allergy and asthma as well as in adipose
tissue homeostasis.

- Group 3 ILCs (ILC3) express the retinoic acid related orphan receptor gamma t
(RORyt). During embryogenesis, fetal ILC3 named Lymphoid Tissue inducer cells
(LTis) initiate the formation of secondary lymphoid organs (SLOs). After birth, CCR6*
ILC3 also called LTi-like cells and IL-22 producing NKp46* ILC3 participate in the
protection of the epithelial barrier after colonization of the gut by commensals. In
contrast with conventional T cells, ILCs provide rapid reactivity and immune defense
in the early period following pathogen encounter. Moreover, the constitutive production
of certain soluble factors by ILCs induces steady-state stimulation of intestinal and
respiratory epithelia thereby providing a ‘pre-emptive’ immune defense.

Both T cells and ILCs are involved in intestinal homeostasis and immunity. ILCs were
recently shown to be redundant in mice and humans in which T cells are present,
diverse and fully functional>#°. However, there are many situations in life in which this
is not the case, for instance infections, leukemia, infancy and aging. Therefore a
dialogue between T cells and ILCs is necessary to coordinate optimal immune
responses in each of these situations®. It has been shown that ILCs have the capacity
to promote and/or to modulate T cell responses towards microbiota-derived
antigens’8. Whether and how T cells can in turn shape the composition and the activity
of ILCs still needs to be investigated. RAG and T cell deficient mice harbor deregulated
ILC populations in secondary lymphoid organs and in the intestine suggesting that
adaptive immunity plays an essential role in the homeostasis of these populations
91011 However, little is known about the functional requirements for the adaptive
immune system to regulate the number, the composition, the activity and the fitness of
ILCs throughout life. Additionally it is unclear to which extent adaptive immunity
participates in the modulation of these innate effectors and maintains them as
quiescent sentinels.

We closely analyzed the composition and the activity of ILCs in mice that are devoid
of T cells and showed that constitutive T cell deficiency results in strikingly different
functional and homeostatic outcomes for ILCs depending on the tissue in which they
reside. Consistently with previous reports, we show that IL-22 producing NKp46* ILC3
as well as ILC3 residing in cryptopatches and Isolated Lymphoid Follicles (ILFs) are
increased in the lamina propria of the small intestine (SILP) of T cell deficient mice. In
contrast, a major shift towards type 2 innate immunity was observed in the lymph nodes
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draining the intestine. Adoptive transfers of T cells and antibiotic treatment confirmed
that distinct mechanisms and micro-environmental cues account for the differences
observed between lymphoid tissue and gut resident ILCs of T cell deficient mice. In the
mesenteric lymph nodes, T cells could suppress stroma derived IL-33 dependent
expansion of tissue-resident ILC2. In the small intestine, T cells indirectly antagonize
IL-22 production by ILC3 through the containment of gut commensal bacteria. These
observations suggest that the cross talk between adaptive immune cells and tissue
micro-environmental cues is key to prevent deregulated activation of ILCs that may
promote the development of immune disorders such as food allergies and
inflammatory diseases.

Results

Constitutive T cell deficiency results in different functional and homeostatic outcomes
depending on the tissue in which ILCs reside

In order to address whether and how T cells participate in the regulation of ILC
homeostasis, the composition and the activity of ILCs were analyzed in the Small
Intestine Lamina Propria (SILP), mesenteric Lymph Nodes (MLNs) and peripheral
Lymph Nodes (PLNs) of T cell deficient mice (CD3¢”) and compared with control
littermates (CD3¢ **) before and after weaning. In weaned (8 weeks old) T cell deficient
mice, the fraction of NKp46* ILC3 among CD45* cells was significantly increased in
the SILP (Fig.1A and C) as well as the frequency of IL-22 producing ILCs compared to
control littermates (Fig. 1G and I). Consistently with what was previously reported by
Fagarasan et al.!? the number of mature Isolated Lymphoid Follicles was also
significantly increased in the SILP of weaned T cell deficient mice compared to control
littermates (SFig. 1). Changes in the composition of ILCs were also observed in the
mesenteric lymph nodes (MLNs) of weaned T cell deficient mice but they did not
recapitulate those of the SILP. The frequency of type 2 ILCs (Fig.1 A and B) and the
fraction of CD45* Lin- CD127* cells producing IL-5 and IL-13 were significantly
increased in MLNs compared to control littermates (Fig 1G and H). Additionally,
although the fraction of type 3 ILCs was not significantly affected in the absence of T
cells, the proportion of DN (NKp46- CCR6") ILC3 was significantly increased at the
expense of CCR6" ILC3 in the MLNSs of T cell deficient mice (Fig.1D and E). Finally the
frequency of each ILC subset was increased in the peripheral lymph nodes of weaned
T cell deficient mice leaving the composition of ILCs unaffected (SFig. 2). Consistently,
the fraction of Lin- CD127* cells secreting type 2 cytokines was also significantly
increased in the peripheral lymph nodes of T cell deficient mice compared to control
littermates (SFig. 2). The composition of commensal bacteria colonizing the intestinal
tract was shown to undergo drastic changes upon weaning. Moreover, the composition
and the activity of SILP ILCs change around that time with NKp46* ILC3 becoming
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predominant while the fraction of CCR6* ILC3 that includes “LTi-like” cells is reduced
1314 In order to evaluate the effect of weaning on the homeostasis of ILCs in the
absence of T cells, we analyzed the composition of ILCs in the MLNs and SILP of T
cell deficient and control littermates before weaning at 3 weeks of age (Fig. 1B and C,
Fig.1E and F). In the MLNSs, the fraction of CCR6" ILC3 (LTi-like cells) was significantly
increased in T cell deficient mice compared to control littermates (Fig. 1E). In contrast,
the proportion of these cells was significantly reduced in the MLNs of T cell deficient
mice after weaning (Fig. 1E). We observed that T cell deficiency has little impact on
the composition of other ILC subsets in the MLNs and SILP before weaning (Fig. 1B
and C) suggesting that the transition from milk to solid food and the associated
changes in the intestinal microbial community'>1® may play an essential role in the
regulation of ILC homeostasis by adaptive immunity.

Commensal bacteria play a major role in the activation of ILC3 in the absence of T
cells

In order to address whether commensal bacteria are responsible for the activation of
type 3 ILCs in the SILP of weaned T cell deficient mice, a cocktail of wide spectrum
antibiotics (ampicillin, streptomycin, metronidazole and 2% Glucose in drinking water)
was given from birth to T cell deficient mice and their control littermates. The
composition and the activity of ILCs were analyzed 8 weeks after birth in the
mesenteric lymph nodes and in the SILP of antibiotic-treated mice and compared with
those of mice receiving only 2% Glucose in their drinking water. We found that the
fraction of NKp46* ILC3 and IL-22 producing ILCs were significantly reduced in the
SILP of T cell deficient mice treated with antibiotics compared to controls treated with
glucose only (Fig. 2C, 2E and 2G). Importantly, antibiotic treatment from birth resulted
in a significant reduction of the fraction of NKp46* ILC3 and IL-22 producing ILCs in
the SILP of T cell deficient mice to similar levels as those observed in immuno-
competent hosts treated or not with antibiotics. Furthermore, we did not observe
significant changes in the fraction of NKp46* ILC3s and IL-22 producing ILCs in T cell
competent mice upon antibiotics treatment suggesting that commensal bacteria have
little if no effect on these parameters in immuno-competent hosts. Interestingly,
antibiotic treatment from birth resulted in the complete restoration of CCR6* ILC3 (LTi-
like cells) in the MLNs of T cell deficient mice since their abundance among CD45*
cells was similar in antibiotics treated T cell deficient mice and immuno-competent host
treated or not with antibiotics (Fig. 2D). Altogether, these observations show that
commensal bacteria play a dominant role in the regulation of the abundance, the
composition and activity of SILP and MLN resident type 3 ILC in the absence of T cells.
This is in accordance with recent observations showing that T cells participate in the
regulation of ILC3 homeostasis through their ability to promote the containment of
commensal microbial species?’.
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We showed that the fraction of type 2 ILCs was significantly increased in the MLNs of
T cell deficient mice after but not before weaning (Fig. 1B) suggesting that the transition
from milk to solid food and/or the associated changes in the composition of commensal
microbial species may trigger the expansion and the activation of MLNs resident type
2 ILCs in the absence of T cells. Although the fraction of type 2 ILCs and the proportion
IL-13 producers (IL-13* IL-5) among CD45" cells were significantly reduced in the
MLNs of antibiotic-treated T cell deficient mice, they were still significantly increased
compared to those observed in T cell-competent hosts (Fig. 2B and 2F). Antibiotic
treatment from birth failed to significantly reduce the fraction of ILCs producing both IL-
5 and IL-13 in the MLNSs of antibiotic-treated T cell deficient mice after weaning (Fig.
2F). These observations suggest that commensal bacteria do not play a dominant role
in the regulation of MLN resident type 2 ILCs in the absence of T cells. It has been
claimed that the microbiota plays a key role in regulating type 2 immunity via specific
subsets of T cells!®. However, we did not observe a significant shift towards type 2
ILCs among MLN and gut resident ILCs of antibiotics-treated control littermates
suggesting that microbiota has little impact on these populations in immuno-competent
hosts at the steady state. We therefore hypothesized that additional T cell dependent
mechanisms are necessary to ensure the homeostasis of MLNs resident type 2 ILCs.

T cell reconstitution suppresses the expansion and the activity of ILCs in the small
intestine lamina propria and mesenteric lymph nodes of T cell deficient recipients

In order to address whether ILC homeostasis could be restored upon T cell
reconstitution after weaning, thymic lobes from WT neonates were grafted under the
kidney capsule of adult T cell deficient mice in order to mimic progressive and
physiological T cell colonization (SFig. 3A). Although T cell reconstitution was achieved
as soon as four weeks after the graft, significant effects on ILC homeostasis could not
be observed before 12 weeks (SFig. 3B). This time lag between full T cell reconstitution
and significant modifications in ILC composition indicates that T cell mediated
regulation of ILC homeostasis does not only rely on changes in the availability of
essential micro-environmental cues but may also involve the slow renewal of recipient
ILCs and/or the generation of specialized activated T cells subsets.

In order to address which T cell subset was sufficient to restore ILC homeostasis in the
context of T cell reconstitution, T cells isolated from the peripheral LNs and spleen of
WT or Foxp3EGFP mice were sorted according to the expression of CD4, CD8 and
Foxp3. Distinct combinations of T cell subsets were adoptively transferred into CD3¢™-
mice (Fig. 3A) and the composition and the activity of ILCs were analyzed in the MLNs
and SILP of recipient mice 12 weeks later. A significant reduction in the proportion of
type 2 ILCs was observed among recipient CD45.1* cells in the MLNs of mice
reconstituted with a combination of CD4* and CD8*, CD4* or Foxp3* CD4* T cells (Fig.
3B). This was consistent with the decrease in the fraction of ILCs secreting IL-13 and
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IL-15 among recipient CD45.1* cells in the same compartment (Fig. 3F). Consistently
with what has been previously reported in RAG and TCRyd deficient mice, the adoptive
transfer of T cells (CD4* combined with CD8* or CD4* T cells alone) resulted in a
significant reduction in the fraction of type 3 ILCs, NKp46* ILC3 and IL-22 producing
ILC subsets among recipient CD45.1* cells in the small intestine lamina propria.

Strikingly the adoptive transfer of Foxp3* CD4* T cells alone resulted in a significant
reduction of ILC2 in the MLNs and in a reduction of ILC3 in the SILP of recipient mice.
This reduction was similar to the one observed with bulk CD4* T cells or a combination
of both CD4* and CD8* T cells suggesting that the adoptive transfer of Tregs is
sufficient to suppress the expansion of ILCs in the MLNs and SILP of recipient mice.
However, we and others observed that a significant fraction of Foxp3- CD4* T cells
emerge from Foxp3* CD4* T cells when adoptively transferred into lymphopenic
hosts?!® raising the question of the real contribution of Tregs in this process.

Microbiota dependent T cell activation is not necessary to suppress MLNSs type 2 ILCs
in the context of T cell reconstitution

Polyclonal CD4* T cells undergo microbiota-dependant activation and proliferation
when adoptively transferred into lymphopenic hosts?%-?2, In order to determine whether
microbiota dependent activation of T cells is necessary to regulate ILC homeostasis,
T cell deficient mice were treated with antibiotics from birth and CD4* T cells from WT
mice were adoptively transferred at 8 weeks of age. Treatment with antibiotics was
maintained for 12 weeks and the composition and cytokine secretion of ILCs were
analyzed in MLNs. Adoptive transfer of CD4* T cells into antibiotic treated recipients
did not further reduce the secretion of IL-22 or IL-17A by SILP ILCs compared to
antibiotic treatment alone (Fig. 4B). However adoptive transfer of T cells significantly
reduced the frequency of IL-13 and IL-5 producing ILCs in MLNs of antibiotic treated
recipient compared to antibiotic treated T cell deficient mice (Fig. 4C). These
observations confirm that T cells mainly regulate type 3 ILCs through their ability to
promote the containment of commensal bacteria. Moreover, we show that T cells can
suppress the secretion of type 2 cytokines by MLNs resident ILCs in a microbiota-
independent way.

In order to confirm that microbiota-independent CD4* T cell activation achieves
significant regulation of MLNs ILC2 homeostasis, T cells derived from RAG27- OTII
TCR transgenic (tg) mice were adoptively transferred into T cell deficient mice. In
contrast with polyclonal CD4* T cells, OTIl TCR tg T cells fail to up-regulate CD44 and
to significantly expand in the absence of antigen when adoptively transferred into
lymphopenic hosts??. We observed that in these conditions, OTIl TCR tg T cells failed
to significantly reduce the fraction of type 2 ILCs in the MLN. Accordingly, the
production of type 2 cytokines by ILCs was not reduced in the MLNs of recipient mice
(Fig. 4E and F). In contrast, the addition of 1,5% ovalbumin in the drinking water of T
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cell deficient mice adoptively transferred with CD4* OTII cells resulted in a significant
reduction in the fraction of type 2 ILCs in the MLNs (Fig. 4E and F). These observations
confirm that microbiota-independent T cell activation is sufficient to suppress ILCs in
the context of T cell reconstitution.

IL-33 participates in the activation of MLNs ILC2 in the absence of T cells

Alarmins such as IL-25, IL-33 and TSLP have been described to promote type 2
immunity. In order to investigate the link between T cell deficiency and the local
induction of type 2 ILCs, we measured relative mRNA expression of IL-25, IL-33 and
TSLP in the distal part of the small intestine and in the MLNs of T cell deficient mice
and control littermates. Significant reduction in IL-25 mMRNA expression was observed
in the SILP of T cell deficient mice compared to control littermates (Fig. 5A). It has
been reported that IL-25 represses IL-22 production by type 3 ILCs through the
modulation of I1L-23 production by dendritic cells?3. Consistently, reduced expression
of IL-25 may de-repress IL-23 production by myeloid cells and promote IL-22
production by gut resident type 3 ILCs in the absence of adaptive immunity. In addition,
MRNA expression of IL-33 was significantly increased in the MLNs of T cell deficient
mice compared to control littermates (Fig. 5B). In order to address whether IL-33 could
promote the expansion and the activation of type 2 ILCs, IL-33 signaling was blocked
in vivo using an anti-IL-33R monoclonal antibody (mAb). 200 pg of anti-IL-33R (anti-
T1-ST2) mAb or control isotype were injected once IP in 8 weeks old CD3¢” mice and
PLNs and MLNs were collected 24 hours later for flow cytometry analysis (Fig. 5D).
The fraction of type 2 ILCs was significantly reduced in the MLNs but not in the PLNs
of mice treated with anti-IL-33R antibody compared to those injected with control
isotype. Accordingly, the proportion of ILCs secreting IL-13 and IL-5 was reduced in
the MLNs but not in the PLNs of anti-IL-33R treated mice compared to those treated
with control isotype (Fig. 5E and F). Altogether these observations show that the
transient blockade of IL-33R signaling is sufficient to reduce the fraction of group 2
ILCs in the MLNs of T cell deficient mice.

T cells regulate IL-33 mMRNA expression by MLNs CD45- cells

IL-33 is expressed by stressed epithelial cells, adipocytes, and specialized subsets of
stromal cells. Histological analysis of secondary lymphoid tissues isolated from mice
in which LacZ reports endogenous IL-33 expression showed that IL-33 promoter
exhibits constitutive activity in mouse lymphoid organs. Furthermore, immuno-staining
showed that IL-33 is detected in follicular reticular cells of mouse lymph nodes at the
steady state?*. In order to address whether T cells could participate in the regulation of
IL-33 mMRNA expression by MLN stromal cells, CD45" cells were isolated and sorted
from the MLNs of T cell deficient mice grafted with T cells and aged matched T cell
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deficient and control littermates and I1L-33 mMRNA expression was measured in each of
these experimental conditions. Consistently with what was observed in the whole
tissue (Fig. 5B), IL-33 mMRNA expression was significantly increased in MLNs CD45
cells isolated from T cell deficient mice compared to control littermates (Fig. 5E). In
accordance with the significant reduction in the fraction of type 2 ILCs that is observed
in the MLNs of T cell deficient mice grafted with T cell (Fig. 5G), T cell engraftment
resulted in a significant reduction in IL-33 mMRNA expression in MLNs CD45- cells (Fig.
5H). These observations suggest that T cells may directly or indirectly regulate the
expression of IL-33 by MLN stromal cells through mechanisms that remain to be
elucidated.

Discussion

Recent reports have described how ILCs can promote and modulate adaptive T cell
responses and T cell homeostasis®. The deregulation of ILC populations in
lymphopenic hosts such as RAG and T cell deficient mice suggest that adaptive
immunity participates in the homeostasis of ILC at the steady sate?6%19, However the
mechanisms through which such regulation is achieved remain to be elucidated. We
observed that T cell deficiency results in the expansion and activation of type 3 ILCs
in the small intestine lamina propria while type 2 ILCs predominate in mucosal draining
lymph nodes (Fig. 1B and C). The dichotomy between the mucosal barrier and its
associated lymphoid organs strongly suggests that T cell mediated regulation of ILC
homeostasis relies on tissue specific environmental factors. We showed that
antagonizing post-natal colonization by commensal bacteria through antibiotics
treatment from birth strongly reduced the activity of small intestine lamina propria ILCs
of T cell deficient mice with a significant impact on the frequency of NKp46* ILC3 (Fig.
2E). The same reduction was observed upon adoptive transfer of T cells, CD4* T cells
or purified Tregs (Fig. 3E) suggesting that T cells indirectly suppress gut resident ILC
through their capacity to contain and select commensal bacterial communities as
recently reported by Germain and Belkaid'l. However, the observation that adoptively
transferred natural Tregs were able to efficiently reduce the fraction of NKp46* ILC3 in
the gut was somehow puzzling since nTregs are known to be poor producers of IL-17A
and IL-22. One possible explanation is the ability for nTregs to generate Tfh that are
required to induce germinal center reaction in recipient’s Peyer’s Patches. Class switch
recombination and somatic hyper-mutations would thereby increase the diversity and
the affinity of gut microbiota specific IgAs and promote the diversification of commensal
bacterial species as shown by Fagrasan el al?’. This is consistent with the observation
that adoptively transferred Tregs were unable to achieve efficient regulation in RAG
deficient recipients that are lacking both T and B cells'® (our data not shown).

132



We observed that the frequency of each ILC subset is increased in the peripheral
lymph nodes while type 2 ILC are specifically induced at the expanse of CCR6* ILC3
in the mesenteric lymph nodes of T cell deficient mice. Stromal and dendritic cells
derived form the mesenteric lymph nodes of immuno-competent mice were shown to
promote the differentiation of induced Tregs and the induction of CCR9 and o437
expression by activated T cells?®. Moreover, CCR6* ILC3 are located in the inter-
follicular space of mesenteric lymph nodes creating a unique environment for antigen
presentation and T activation®. These observations strongly suggest that tissue
specific interactions are taking place between ILCs and lymph node stromal cells within
mucosal draining lymph nodes. It is unclear to which extent constitutive T cell
deficiency affects the non-hematopoietic microenvironment of ILCs within these
lymphoid tissues. We did not observe significant alterations of the location of type 3
ILCs within MLNs of T cell deficient mice compared to control littermates nor did we
detect significant alterations in the composition of MLNs and PLNs stromal cell subsets
in the absence of T cells (SFig 4 and 5). However when measuring the expression of
IL-33 in whole lymphoid tissues we could detect a specific induction of IL-33 mMRNA
expression in the mesenteric but not in the peripheral lymph nodes of T cell deficient
mice. Neutralizing IL-33 in vivo efficiently reduced the fraction of type 2 ILCs in the
mesenteric but not in the peripheral LNs of T cell deficient mice, confirming a role for
this alarmin in the local induction of these cells. The same could be observed upon
adoptive transfer of T cells regardless of the composition of the inoculum. Finally we
observed that IL-33 gene expression was down-regulated in MLNs CD45- cells upon
T cell reconstitution suggesting that T cells may indirectly control IL-33 gene
expression by MLNs stromal cells.

Finally we showed that interactions between the TCR and its cognate antigen are
necessary to suppress lymphoid tissue resident ILCs. Indeed, adoptively transferred T
cells specific for a peptide derived from Ovalbumin (RAG27 OTII) were able to
efficiently suppress the production of type 2 cytokines in MLNs resident ILCs of T cell
deficient recipients in the presence of antigen (OVA). Furthermore, T cell activation
resulted in a reduction of the fraction of type 2 ILCs in MLNs and in a decrease in the
frequency of Type 3 ILCs in peripheral lymph nodes regardless of the TCR repertoire
diversity. Activated adoptively transferred T cells that were shown to rapidly expand in
conditions of lymphopenia?® may therefore outcompete tissue resident ILCs for limited
amounts of survival factors such as IL-2 and IL-7 3931,

Overall, our investigations are among the first to dissect the diversity of mechanisms
through which adaptive immunity shapes the composition, the abundance and the
function of innate lymphoid cells in lymphoid and non-lymphoid tissues at the steady
state. In doing so, we described a new functional interaction between T cells and
stromal cells controlling ILC homeostasis in mucosal draining lymph nodes. This may
pave the way for future investigations on the mechanisms underlying the cross-talk

133



between T cells and lymphoid tissue stromal cells at the steady state and during
inflammation.

Materials and Methods

Mice

CD45.1 CD3e” mice32 were obtained from Benedita Rocha (INEM institute) and
crossed with Rorc(y)-Gfp™ reporter mice33 in order to generate CD3¢*- and CD3¢™
Rorc(yt)-Gfp™@ littermates. CD45.1 CD3¢” mice were maintained homozygous and
used as recipients for T cell adoptive transfers. BAC-transgenic Rorc(jt)-Gfp™® were
provided by Gerard Eberl (Pasteur Institute). RAG2” OTII were provided by Nadine
Cerf Bensussan (Imagine Institute) and Foxp3EGFP34 mice were provided by David
Gross (INEM Institute). All mice were maintained under specific pathogen free
conditions (SPF) in LEAT (Laboratoire d’expérimentation animale et de transgenése)
of the SFR (Structure Fédérative de Recherche). All experimental procedures using
animals were approved by the “Comité d’éthique en experimentation animale” of the
Paris Descartes University and the French Ministry of Research, Innovation and
Education.

Ex vivo analysis of ILC composition and function

Multi-parametric flow cytometry analysis was performed on cell suspensions obtained
from peripheral, mesenteric lymph nodes and small intestine lamina propria (SILP) as
previously described'3. ILCs were identified as Lin- CD45* CD127* cells among live
lymphocytes with Lin including the following markers (CD3g, TCRp, TCRy3, CD19,
B220, CD11b, CD11c, GR-1, Terl19). Among Lin- CD45* CD127* cells, ILC1 were
defined as NKp46* RORyt GATA3 and ILC2 as NKp46- RORyt GATA3M. ILC3 were
defined as RORyt* GATA3"° and further divided into NKp46*, CCR6* and NKp46
CCR6" (DN) subsets. Quiescence and proliferation were determined by intracellular
staining for Ki6 7 with Ki67* cells considered as actively proliferating cells. Transcription
factors and Ki67 were detected using the Foxp3 detection kit from eBiosciences.
Cytokine production (IL-5, IL-13, IL-17A and IL-22) was assessed after ex-vivo re-
stimulation in complete culture medium for 3h in the presence of 100ng/ml of phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA), 1ug/ml of lonomycin and 10ug/ml of Brefeldine A.
When IL-22 secretion was assessed, re-stimulation was performed in the presence of
40ng/mL rmIL-23 (Immuno Tools). Cells were stained first for cell surface markers and
then fixed with PBS Paraformaldehyde 2% washed and permeabilized in MACS buffer
0,5% saponin for intracellular cytokine staining. Data were acquired using FACS Canto
Il and LSR Fortessa SORP (BD) and analyzed using the FlowJo software (Tristar).

Antibodies for flow cytometry analysis

Live/Dead Fixable Aqua (Invitrogen) was used for live/dead cell discrimination.
Antibodies specific for lineage markers were purchased from eBioscience and Sony
Biotechnology. FITC, PE or Biotin-conjugated antibodies were used for the detection
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of lineage markers: CD3¢ (145-2C11), TCRp (H57-597), TRCyd (GL3), CD19 (6D5),
B220 (RA3-6B2), CD11b (M1/70), CD11c (HL3), Gr-1 (RB6-8C5), Ter-119 (TER-119).
The following antibodies were used for the detection and the identification of ILCs:
APC-eF780 anti CD45.1 (A20), PerCP-Cy5.5 anti CD45.2 (104), PE-Cy7 anti CD127
(A7R34), Biotin anti NKp46 (29A1.4), BV605 anti CCR6 (29A1.4), BV786 anti Ki67
(B56), APC anti ROR[Jt (AFKJS-9), PE anti GATA-3 (TWAJ), APC anti IL-5 (TRFKS5),
PE anti IL-13 (ebio13A), APC anti IL-17A (ebio17B7), PE anti IL-22 (1H8PWSR).

Antibiotics treatment from birth

Pregnant mice were isolated around two weeks post coitum and treated with a cocktalil
of wide spectrum antibiotics (Ampicillin 0,5g/L; Streptomycin 1g/L; Metronidazol
0,5g/L) in the drinking water. After birth, mothers and pups were treated with the same
cocktail of antibiotics in their drinking water. Pups were weaned around four weeks of
age and treated until euthanized for tissue collection at 8 weeks of age. When grafted
with T cells, recipients remained under antibiotic treatment until euthanized for tissue
collection and flow cytometry analysis.

Thymic lobe graft

Thymic lobes were isolated from C57BL/6J or Rorc()-Gfp™ neonates and grafted
under the kidney capsule of 8 weeks old CD45.1 CD3¢” recipient mice as previously
described?®®. Control recipients were injected with PBS. Mice were sacrificed for tissue
collection and multi-parametric flow cytometry analysis 8, 12 and 16 weeks later.

Adoptive transfers of T cells

Donor T cells were isolated from the peripheral lymph nodes and spleen of C57BL/6J
mice and sorted using a FACSAria Il (BD). Bulk CD4* and CD8* T cells were
separated and a combination of 1,5.10° cells of each CD4* and CD8* T cells or 3.10°
CD4* T cells were injected intravenously into CD45.1 CD3¢”- mice. Foxp3* CD4* T
cells were isolated from Foxp3EGFP mice34 and 1,5.10° cells were injected into
CD45.1 CD3¢™ mice. CD4* T cells were isolated from the spleen and lymph nodes of
RAG2”- OTIl TCR transgenic mice and 1,5.10° cells were injected intravenously into
CD45.1 CD3¢” mice. When specified, Ovalbumin (1,5%) and glucose (0,5%) were
given in the drinking water of recipient mice for the whole duration of the procedure.
Control recipients were injected with PBS. Adoptively transferred mice and control
mice injected with PBS were sacrificed for tissue collection and multi-parametric flow
cytometry analysis 12 weeks later.

RT-gPCR analysis

Freshly collected mesenteric lymph nodes, peripheral lymph nodes, and distal ileum
from 8 weeks old CD3¢”- and CD3¢*" mice were snap frozen in RNAlater (Ambion).
Total RNA was extracted using the RNeasy mini Kit from Qiagen. cDNA was
synthetized using the MuLV Reverse transcriptase (Thermofisher) according to the
manufacturer’s instructions. For qPCR analysis, specific primers for IL-33, IL-25,
TSLP, and HPRT were purchased from Qiagen. Gene detection and Gene
guantification were performed using the SYBRGreen master mix from Qiagen and the
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ABI 7900HT real-time PCR system. Lymph node stromal cells were sorted from the
mesenteric lymph nodes after enzymatic digestion and depletion of CD45" cells. Total
RNA was extracted using the RNeasy micro Kit from Qiagen. Linear amplification of
total RNA was performed using the message Booster kit (Ambion). cDNA was
synthesized using SuperScript Reverse Transcriptase (Invitrogen) and gPCR analysis
was performed as described above.

Treatment with neutralizing anti ST2/IL-33R

8 weeks old CD3¢”- mice were injected once intra-peritoneally with 200ug anti-ST2/IL-
33R (clone 245707, R&D systems) or control isotype and sacrificed 24 hours later for
tissue collection and flow cytometry analysis.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Prism software (GraphPad) and statistical
significance was determined using Two-way Anova or unpaired Mann Whitney
statistical tests as indicated in the figure legends.
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Figure 1. T cells regulate ILC homeostasis through distinct mechanisms depending on the ILC
subtype and tissue microenvironment. (A) Flow cytometry analysis of ILCs from the mesenteric
lymph nodes (MLN) and small intestine lamina propria (SILP) of 8 weeks mice old T cell deficient (CD3¢"
) and control littermates (CD3¢*-). (B) Histograms showing the percentage of each ILC subset among
CDA45* cells in the MLNs and SILP (C) of T cell deficient mice and control littermates before (3 weeks
old CD3¢ " n=8 and CD3¢ *- n=6) and after weaning (8 weeks old CD3¢” n=13 and CD3s* n=9). (D)
Group 3 ILCs were subdivided in 3 subsets according to the expression of NKp46 and CCR6: NKp46+*
(orange), CCR6* (purple) and NKp46- CCR6" (DN) black. (E and F) Histograms showing the percentage
of each ILC3 subset among CD45* cells in MLNs and SILP of T cell deficient mice and control littermates
before (3 weeks old CD3¢” n=8 and CD3¢*- n=6) and after weaning (8 weeks old CD30" n=14 and
CD3¢*n=12). (G) Flow cytometry analysis of type 2 cytokine production by ILCs in the MLNs and of IL-
17 and IL-22 production by ILCs in the SILP of 8 weeks old mice T cell deficient mice CD301-- and control
littermates CD3¢*-. (H) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-13 alone or IL-5 in
combination with IL-13 among CD45* cells in the MLNs of 8 weeks old T cell deficient mice CD3¢™
(n=16) and control littermates CD3¢*- (n=15). (I) Histogram showing the percentage of ILCs secreting
IL-22 alone or IL-22 in combination with IL-17 among CD45* cells in the SILP of 8 weeks old T cell
deficient mice (CD3e”-n=14) and control littermates (CD3¢*- n=10). Statistical analysis was performed
using the 2 Way ANOVA method and Bonferroni’'s multiple comparison test, with alpha = 0.05.
****¥P<0.0001, **P<0.001, **P<0.01, *P<0.05. Error Bars show SEM. Data are pooled from at least 3

independent experiments.
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Figure 2: Commensal bacteria play a dominant role in the regulation of ILC3 homeostasis in the
MLNs and SILP of T cell deficient mice. (A) Experimental procedure: T cell deficient mice (CD3¢™)
and control littermates (CD3¢*-) were treated with a cocktail of wide spectrum antibiotics (Abx) from birth
in the drinking water (see material and methods). (B and C) Histograms showing the percentage of each
ILC and ILC3 (D and E) subset among CD45* cells in MLNs and SILP of 8 weeks old T cell deficient
mice and control littermates treated with a cocktail of wide spectrum antibiotics (CD3¢”- Abx n=9 and
CD3e*- Abx n=7) with 2% glucose or with 2% glucose only in the drinking water (CD3¢”- SPF n=8 and
CD3¢*- SPF n=5). (F) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-13 alone or IL-5 in
combination with IL-13 among CD45* cells in the MLNs of 8 weeks old T cell deficient mice and control
littermate treated with a cocktail of wide spectrum antibiotics (CD3¢”- Abx n=9 and CD3¢*~ Abx n=8) or
with glucose in the drinking water (CD3¢” SPF n=8 and CD3¢*- SPF n=6). (G) Histogram showing the
percentage of ILCs secreting IL-22 alone or IL-22 in combination with IL-17 among CD45* cells in the
SILP of 8 weeks old T cell deficient mice and control littermates treated with a cocktail of wide spectrum
antibiotics (CD3¢”- Abx n=8 and CD3¢*~ Abx n=9) or with glucose only in the drinking water (CD3¢"- SPF
n=8 and CD3¢*- SPF n=>5). Statistical analysis was performed using the 2 Way ANOVA method with
alpha = 0.05. ***P<0.0001, **P<0.001, **P<0.01, *P<0.05. Error Bars show SEM. Data are pooled
from at least 3 independent experiments.
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Figure 3: T cell reconstitution suppresses the expansion and the activity of ILCs in small
intestine lamina propria and mesenteric lymph nodes. (A) Experimental procedure: T cell deficient
mice (CD45.1 CD3¢™) received a mix of 1,5. 106 CD4* and 1,5. 106CD8* T cells or 3. 105 CD4* T cells
or 1,5. 108 CD4* Foxp3* T cells isolated from the peripheral lymph nodes and spleen of CD45.2 B6 mice
or CD45.2 Foxp3EGFP reporter mice. Control mice were injected with PBS alone. Mice were sacrificed
12 weeks later at which point flow cytometry analysis was performed. (B and C) Histograms showing
the percentage of each ILC and ILC3 subset (D and E) among CD45* cells in MLNs and SILP of T cell
deficient mice injected with PBS (n=9), CD4* and CD8* T cells (n=6), CD4* T cells (n=7), Foxp3* CD4*
T cells (n=8) 12 weeks after the injection. (F) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-
13 alone or IL-5 in combination with IL-13 among CD45* cells in the MLNs of T cell deficient mice
injected with PBS (n=12), CD4* and CD8* T cells (n=9), CD4* T cells (n=11) or Foxp3* CD4* T cells
(n=7) 12 weeks after the injection. (G) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-22 alone
or IL-22 in combination with IL-17 among CD45* cells in the SILP of T cell deficient mice injected with
PBS (n=11), CD4* and CD8* T cells (n=4) or CD4* T cells (n=4) 12 weeks after the injection. Statistical
analysis was performed using 2 Way ANOVA method with alpha = 0.05. **** P<0.0001, *** P<0.001, **
P<0.01, * P<0.05. Error Bars show SEM. Data are pooled from at least 3 independent experiments.
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Figure 4: Microbiota dependent T cell activation is not required for the suppression of MLNs type
2 ILCs in the context of T cell reconstitution. (A) Experimental procedure: T cell deficient mice
(CD45.1 CD3¢’) were treated with a cocktail of wide spectrum antibiotics (Ampicillin 0,5g/L;
Streptomycin 1g/L; Metronidazol 0,5g/L) in the drinking water and received 1,5 106 CD4* cells or PBS
at 8 weeks of age. Antibiotics treatment was maintained for 12 more weeks at which point flow cytometry
analysis was performed. (B) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-13 alone or IL-5 in
combination with IL-13 among CD45* cells in the MLNSs of antibiotics treated T cell deficient mice injected
with PBS (n=4) or CD4* T cells (n=4). (C) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-22
alone or IL-22 in combination with IL-17 among CD45* cells in the SILP of T cell deficient mice injected
with PBS (n=4) or CD4"* T cells (n=4). (D) Experimental procedure: T cell deficient mice (CD45.1 CD3¢"
M) received 1,5 106 CD4* T cells isolated from the peripheral lymph nodes and the spleen of CD45.2
RAG27 OTII TCR transgenic mice or PBS alone. When specified, Ovalbumin was added at 1,5% in the
drinking water throughout the whole duration of the procedure. All mice were sacrificed 12 weeks later
at which point flow cytometry analysis was performed. (F and G) Histograms showing the percentage
of each ILC subset among CD45* cells in MLNs of T cell deficient mice injected with PBS (n=3) or OTII
CDA4* T cells and treated with (CD4* OTII + OVA, n=3) or without ovalbumin (CD4* OTII, n=6). Statistical
analysis was performed using 2 Way ANOVA method with alpha = 0.05. **** P<0.0001, *** P<0.001, **
P<0.01, * P<0.05. Error bars show SEM. Data are from one representative experiment out of two.
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Figure 5: IL-33 participates in the regulation of MLN resident ILC2 by T cells. (A) Histograms
showing the relative expression of genes coding for IL-25, IL-33 and TSLP in the MLNs and SILP of 8
weeks old T cell deficient mice (n=4) and control litermates (n=4). Error Bars show SEM. Statistical
analysis was performed using the T-test method and Mann-Withney comparison test, with alpha = 0.05.
*% P<0.0001, *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05. (B) Experimental procedure: CD3¢” mice were treated
with (200 pg) of anti ST2/IL-33R monoclonal antibody or control isotype and sacrificed 24h later for flow
cytometry analysis. (C and D) Histograms showing the percentage of each ILC subset and the fraction
of ILCs producing IL-13 alone or IL-5 in combination with IL-13 in the MLNs of T cell deficient mice
treated with anti ST2/IL-33R (n=4) and control isotype (n=4). Error bars show SEM. Data are from one
representative experiment out of two. (E) Experimental procedure: thymic lobes from CD45.2 B6
neonates were grafted under the kidney capsule of 8 weeks old CD45.1 CD3<” mice and recipients
were sacrificed 16 weeks later. Flow cytometry analysis was performed on MLNs CD45* cells (F) and
CD45- cells were isolated and sorted for gPCR analysis (G). (F) Histogram showing the percentage of
each ILC subset among CD45* cells in the MLNs of T cell deficient mice grafted with neonatal thymic
lobes from CD45.2 B6 mice (n=8), aged matched T cell deficient mice (n=8) and control littermates
(n=7). Statistical analysis was performed using 2 Way ANOVA method with alpha = 0.05. Data are
pooled from 3 independent experiments. (G) Relative I1L-33 mMRNA expression in CD45- cells isolated
and sorted from the mLNs of T cell deficient mice grafted with neonatal thymic lobes (n=4) and aged
matched T cell deficient mice (n=8) and control littermates (n=8). Statistical analysis was performed
using the T-test method and Mann-Withney comparison test, with alpha = 0.05. **** P<0.0001, ***
P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05.

Il faut augmenter la taille des lettres dans cette figure, le faire dans Prism si nécessaire.
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Supplementary Figure 1: The number of mature isolated lymphoid follicles is increased in the
distal ileum of T cell deficient mice. Tissue sections from the distal part of the small intestine of 8
weeks old CD3e*- (n=10) (A and C) and CD3¢” mice (n=10) (B and D) stained with DAPI (Blue), anti-
B220 (Red), anti-RORyt (Green) and showing how cryptopatches (CP), immature isolated lymphoid
follicles (iLFs) and mature isolated lymphoid follicles (mILFs) were identified for counting (E) using the
Hamamatsu Nanozoomer 2.0. Objective 20x. Statistical analysis was performed using the 2 Way
ANOVA method with alpha = 0.05. ***P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05. Error Bars show SEM.
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Supplementary Figure 2: Regulation of ILCs by T cells and commensal bacteria in the peripheral
lymph nodes. Histograms showing the percentage of each ILC subset (A) and each ILC3 subset (B)
among CD45* cells in the peripheral lymph nodes (PLNs) of T cell deficient mice and control littermates
before (3 weeks old CD3¢” n=7 and CD3¢*- n=8) and after weaning (8 weeks old CD3¢” n=19 and
CD3¢*- n=14). (C) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-13 alone or IL-5 in
combination with IL-13 among CD45* cells in the PLNs of 8 weeks old T cell deficient mice CD3g"
(n=17) and control littermates CD3¢*- (n=15). (D and E) Histograms showing the percentage of each
ILC and each ILC3 subset among CD45* cells in PLNs of 8 weeks old T cell deficient mice and control
littermate treated with a cocktail of wide spectrum antibiotics (CD3¢”- Abx n=9 and CD3¢*- Abx n=7) or
with glucose in the drinking water (CD3¢”- SPF n=8 and CD3¢*- SPF n=5). (F) Histogram showing the
percentage of ILCs secreting IL-13 alone or IL-5 in combination with IL-13 among CD45* cells in the
PLNs of 8 weeks old T cell deficient mice and control littermate treated with a cocktail of wide spectrum
antibiotics (CD3¢” Abx n=9 and CD3¢*- Abx n=7) or with glucose in the drinking water (CD3¢” SPF n=8
and CD3¢*- SPF n=5). (G and H) Histograms showing the percentage of each ILC and each ILC3 subset
among CD45" cells in PLNs of T cell deficient mice injected with PBS (n=9), CD4* and CD8* T cells
(n=6), CD4* T cells (n=7), Foxp3* CD4* T cells (n=8), OTIl CD4* T cells (n=9) or OTII CD4 T* cells in
combination with OVA 1% in the drinking water (n=3), all mice were analyzed 12 weeks after the
injection. (1) Histogram showing the percentage of ILCs secreting IL-13 alone or IL-5 in combination with
IL-13 among CD45* cells in the PLNs of T cell deficient mice in each experimental condition described
above. Statistical analysis was performed using the 2 Way ANOVA method with alpha = 0.05. ****
P<0.0001, *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05. Error Bars show SEM. Data are pooled from at least 3
independent experiments.
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Supplementary Figure 3: Effect of T cell reconstitution on the composition of ILCs in the mLNs
and SILP over time. Thymic lobes from B6 CD45.2 neonates were grafted under the kidney capsule of
CD45.1 CD3¢™ recipient mice and the frequency of each ILC subset (B and C) and of each ILC3 subset
(D and E) among recipient CD45* Lin- CD127* cells was analyzed in the mesenteric lymph nodes
(mLNs) (B and D) and small intestine lamina propria (SILP) (C and E) 8 (n=2), 12 (n=2) and 16 (n=2)
weeks after the graft. Statistical analysis was performed using the 2 Way ANOVA method with CD3¢™
mice as reference. Alpha = 0.05. **** P<0.0001, *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05. Error Bars show SEM.
Data are pooled from at least 3 independent experiments.
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Supplementary Figure 4: T cell deficiency does not impact ILC3 localization in mesenteric lymph
nodes. Tissue sections from the mesenteric lymph nodes of 8 weeks old CD3¢*- (A) and CD3¢™ (B)

mice stained with anti-CD3 (Blue), anti-B220 (Red), anti-RORyt (Green). ZEISS ApoTome 2 Structured
lllumination Microscope, objective 20x.
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Supplementary Figure 5: T cell deficiency does not impact the association of ILC3 with lymph
nodes stromal cells. Tissue sections from the mesenteric lymph nodes of 8 weeks old CD3¢*- (A) and
CD3¢™ mice (B) stained with anti-gp38 (blue), anti-MadCAM (red), anti-RORyt (green). MRC (Marginal
Reticular cells). ZEISS ApoTome 2 Structured Illumination Microscope, objective 20x. (C) Gating
strategy for the detection and the identification of mesenteric lymph nodes stromal cells by flow
cytometry. (D, E) Histrograms showing the frequency of stromal cell subsets among live CD45 Ter119-
cells in the mesenteric and the peripheral lymph nodes of CD3¢”- (n=3) and CD3¢*- mice (n=3). High
Endothelial Veinule (HEV), Fibroblastic Reticular Cells (FRC), Lymphatic Endothelial Cells (LEC), Blood
Endothelial Cells (BEC), DN (Double Negative). Statistical analysis was performed using the 2 Way
ANOVA method with alpha = 0.05. Error Bars show SEM.
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VI.  DISCUSSION
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a. La déficience en lymphocytes T induit une altération de la composition
et de la fonction des ILC en fonction de leur localisation tissulaire.

i. Résultats et conclusions

Nos résultats révelent que la composition et I'activité des ILC sont affectées apres le
sevrage de fagon tissu-spécifique en absence de lymphocytes T (Figure 1 de l'article en
préparation). Une augmentation significative de la fréquence d’ILC2 et de la production de
cytokines de type 2 (IL-5 et IL-13) sont observées dans les mLN au dépend des LTi (ILC3 CCR6Y).
En parallele, la fréquence des ILC3 NKp46* et la fraction des ILC productrices d’IL-22 sont
augmentées dans la lamina propria de l'intestin. Ces observations suggerent que les
lymphocytes T participent a la régulation de la composition et de la fonction des ILC dans les

mLN et la lamina propria de 'intestin (Figure 35).

CD3¢ /-

Lamina Propria
de l'intestin

Ganglions
mésentériques
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Figure 35: Description de l'altération de la composition des ILC dans un héte déficient en
lymphocytes T (CD3e”") : (Haut) La déficience en lymphocytes T induit une augmentation de la
proportion des ILC3 NKp46* et des ILC productrices d’IL-22 dans la lamina propria de I'intestin. (Bas)
Dans les ganglions mésentériques, une augmentation significative de la fréquence des ILC2 et de la
fraction d’ILC productrices d’IL-13 et d’IL-5 est observée, alors que la fréquence des LTi est fortement
réduite.

ii. Discussion

L’ensemble des altérations observées au sein des souris CD3¢”" interviennent aprés le
sevrage suggérant que les modifications dans la composition du microbiote associées au
changement d’alimentation conditionneraient ce déséquilibre. L'augmentation du nombre
d’ILF matures dans la lamina propria de I'intestin des souris CD3&”" par rapport aux contrdles
immunocompétents serait également synonyme d’une activation accrue des populations
immunes présentes dans ces structures (D, ILC et lymphocytes B) par le microbiote intestinal
(cf figure suppl de l'article et chapitre Ill). Ainsi la « pression immune » exercée par le
microbiote sur les ILC résidentes de la lamina propria se trouverait renforcée par un défaut de

la réponse adaptative aprés le sevrage.

L'équipe de S. Fagarasan a précédemment observé que la diversité et I'affinité des IgA
sécrétées dans la lumiére intestinale jouent un réle essentiel dans la variété et I'abondance
de certaines especes bactériennes commensales du microbiote intestinal (Kawamoto et al.,
2014). Ainsi en absence de centres germinatifs (dépendants des cellules T) dans les plaques
de Peyer, le répertoire restreint et I’affinité réduite des IgA produites dans les ILF appauvrit la
diversité des espéces qui colonisent le tractus intestinal. Nous pouvons donc émettre
I’hypothese que I'absence de lymphocytes T impacte I'activité des ILC3 résidentes de I'intestin
du fait de modifications importantes dans la composition et la diversité des especes
bactériennes commensales. Cependant, cette hypothése n'est pas entiérement transposable
aux tissus lymphoides. En effet, I'augmentation de la fréquence de I'ensemble des ILC (ILC1,
ILC2 et ILC3) au sein des ganglions périphériques suggere plutot une disponibilité accrue des

cytokines homéostatiques (IL-2, IL-7 et IL-15) en absence de cellules T.

L’augmentation de la proportion des ILC2 dans les mLN aprés le sevrage suggere également

un role du microbiote. Cependant le lien entre microbiote et ILC2 reste peu abordé et peu
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décrit dans la littérature. Bien que nous ne puissions pas I'exclure, il est possible que ce lien

soit tres indirect ou qu’il repose sur des régulations métaboliques encore inconnues.

b. Le microbiote intestinal régule ’lhnoméostasie des ILC3 dans les mLN et
dans la lamina propria de I'intestin en absence de lymphocytes T

i. Résultats et conclusions

Le traitement par les antibiotiques de souris CD3&*" et CD3g”/" a été effectué afin
d’évaluer le réle du microbiote intestinal dans la régulation de I’'homéostasie des ILC dans les
ganglions mésentériques et la lamina propria de I'intestin. La réduction drastique de la charge
microbienne suite au traitement par des antibiotiques dés la naissance induit une diminution
de la fréquence des ILC3 NKp46* dans la lamina propria de I'intestin et 'augmentation de celle
des LTi-like dans les mLN, atteignant des niveaux similaires a ceux des souris
immunocompétentes traitées ou non aux antibiotiques (Figure 2 de I'article en préparation).
D’autre part, le traitement aux antibiotiques n’a permis de réguler que partiellement
I'abondance et I'activité des ILC2. En effet, la fréquence des ILC2 et des ILC sécrétrices de
cytokines de type 2 issues des souris CD3g”" traitées aux antibiotiques restent
significativement plus élevées que celles des souris immunocompétentes traitées ou non aux
antibiotiques. En outre, ces diminutions sont spécifiques des mLN car elles ne sont pas
observées dans la lamina propria de I'intestin ni dans les ganglions périphériques. Par ailleurs
nous n’observons que peu d’effet du traitement sur les ILC chez les hdtes immunocompétents.
Cela suggére d’une part que le confinement du microbiote intestinal (probablement induit par
les lymphocytes T) contribue significativement a la régulation de ’homéostasie des ILC3 de
I'intestin et d’autre part que des mécanismes additionnels et distincts sont nécessaires a la

régulation des ILC2 par les lymphocytes T dans les mLN.

ii. Discussion
Nous avons choisi de traiter les souris CD3g” et CD3&*/- dés la naissance afin de réduire
au maximum la charge bactérienne et d’englober la période de développement des ILC et du

sevrage. Nous avons donc mimé de maniere drastique le confinement du microbiote intestinal
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induit par les cellules T. La diminution de la charge microbienne et le changement de la

composition du microbiote qui en découle pourraient:

- Diminuer I'activation des cellules épithéliales et myéloides par les motifs moléculaires
associés aux pathogénes (PAMP) et la production de cytokines telles que I‘IL-1j3, I'IL-6
et I'lL-23 (Buonocore et al., 2010; Cella et al., 2009; Longman et al., 2014; Monticelli et
al., 2011; Powell et al., 2015; Satoh-Takayama et al., 2008b)

- Modifier I'abondance de certains métabolites impliqués dans la régulation des ILC
(vitamine A, flavinoides, polyphénols, indoles, acides gras a chaine courte) (Goverse et

al., 2016; Monticelli et al., 2016)

- Induire la production d’IL-25 par les « tuft cells » et la suppression de la production

d’IL-23 par les cellules dendritiques qui en découle (Sawa et al., 2011)

Par ailleurs, le traitement par des antibiotiques induit une diminution partielle de la fraction
des ILC2 dans les mLN des souris déficientes en lymphocytes T mais pas chez les controles
immunocompétents. Cela suggére que la régulation exercée par les lymphocytes T sur
I’'homéostasie des ILC2 pourrait en partie reposer sur leur capacité a participer au confinement
du microbiote et/ou a la régulation de sa composition. Cependant, cette régulation partielle
suggere que des mécanismes additionnels et distincts contribuent a la régulation des ILC2 par

les lymphocytes T dans les mLN.

c. L'activation des lymphocytes T dépendante du microbiote intestinal
n’est pas nécessaire a la régulation de I'homéostasie des ILC2 dans les
ganglions mésentériques (mLN)
i. Résultats et conclusions
L’effet de la reconstitution du compartiment T sur la composition et I'activité des ILC a
été évalué grace a des greffes de lobe thymique de souris néonatales sauvages sous la capsule
rénale de souris adultes CD3g”". Ces expériences ont permis de mettre en évidence une
régulation partielle des ILC dans les mLN mais pas dans la lamina propria de |'intestin (Figure

supplémentaire 3 de I'article en préparation). Le role des différentes sous-populations de
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lymphocytes T a été abordé a I'aide de transferts adoptifs de populations triées (CD4* et CD8",
CD4*, CD4* Foxp3*). Dans chacune de ces conditions, nous avons observé une diminution
significative de la fraction des ILC3 NKp46* dans la lamina propria de I'intestin et des ILC2 dans

les mLN (Figure 3 de I'article en préparation).

D’autre part, le role de I'activation des lymphocytes T dans la régulation de I’'homéostasie des
ILC a été évalué en utilisant une lignée porteuse d’un seul TCR spécifique d’un peptide
spécifique de I'ovalbumine dans le contexte des molécules du CMH de classe Il (Rag”" OTII)
(Figure 4 de l'article en préparation). Le rationnel étant que le transfert adoptif des
lymphocytes T CD4* issus de ces souris n’induirait pas leur activation au sein des souris
receveuses en absence d’antigene. Le traitement des souris par I'ovalbumine a permis de
diminuer la fréquence des ILC2 et la sécrétion de cytokines de type 2 par les ILC dans les mLN
par comparaison aux souris contrbles injectées mais non traitées par l'ovalbumine.
Cependant, le traitement des souris par I'ovalbumine n’a pas d’effet sur la fréquence des ILC3
par comparaison aux souris controles injectées mais non traitées. D’autre part, les souris non
traitées par I'ovalvumine montrent une légére diminution dans I'activation des ILC2 et la
fréquence des ILC3 par comparaison aux souris contrdles CD3&”-, synonyme d’une activation
et prolifération homéostasique des lymphocytes T dépendante de I'IL-7. En somme, le
transfert adoptif de lymphocytes T polyclonaux et I'activation qui en découle sembleraient

nécessaires dans la régulation de la composition et I'activité des ILC dans les mLN.

Par ailleurs, nous avons tenté d’évaluer le role du microbiote intestinal dans I’activation des
lymphocytes T, elle-méme nécessaire a la régulation des ILC dans les ganglions mésentériques
et les intestins (Figure 4 de I'article en préparation). Nous avons analysé |’activité des ILC des
mLN et des intestins de souris CD3¢”" reconstitué avec des lymphocytes T CD4* et traitées dés
la naissance par des antibiotiques. Nos résultats préliminaires montrent que le transfert
adoptif de lymphocytes T n’a pas d’effet additionnel sur la sécrétion d’IL-22 par les ILC3 ni la
fréquence des ILC3 NKp46* par rapport au traitement antibiotique. Ceci confirme donc que
I’essentiel du réle joué par les T sur 'abondance et I'activité des ILC3 intestinales passe par le
confinement des bactéries commensales. En revanche, dans les ganglions mésentériques, le
transfert adoptif a un effet régulateur qui compléte celui des antibiotiques sur la fréquence

des ILC2. Ces observations suggerent donc que l'activation des lymphocytes T par les
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antigénes du microbiote n’est pas nécessaire a la régulation de ’lhoméostaise des ILC2 dans

les ganglions mésentériques.

ii. Discussion

L'IL-7 est une cytokine homéostatique dont I'abondance régule le nombre de
lymphocytes dans les tissus lymphoides et non lymphoides (Fry and Mackall, 2001). En
situation de lymphopénie constitutive ou induite, la disponibilité de I'IL-7 se trouve
augmentée favorisant ainsi la prolifération lente des lymphocytes T suite a un transfert adoptif
(Martin et al., 2017). Cette prolifération homéostatique progressive et dépendante de I'IL-7
est néanmoins minoritaire dans le cas de transferts adoptifs de populations T polyclonales
chez des hotes hébergés en condition conventionnelles ou SPF (Specific Pathogen Free) (Bell
et al., 1987; Ernst et al., 1999; Feng et al., 2010; Rocha et al., 1989). Dans ce cas, les antigenes
du microbiote induisent une prolifération spontanée indépendante de I'lL-7 (Min et al., 2004;

Tan et al., 2001) (Feng et al., 2010).

Ainsi, au cours des transferts adoptifs effectués lors de nos expériences, les lymphocytes T
CD4* polyclonaux s’activent et proliféerent rapidement de facon dépendante du microbiote
conduisant a la régulation de 'homéostasie des ILC dans les mLN et les intestins. En revanche,
les lymphocytes T issus des souris donneuses Rag”” OTII restent en grande partie quiescents,
ne proliférent que tres lentement de facon dépendante de I'lL-7 et n"ont qu’un léger effet sur
la régulation de ’homéostasie des ILC. Cependant, le traitement par I'ovalbumine conduit a
une diminution de |'abondance et de I'activité des ILC2 résidentes des ganglions
mésentériques suggérant que la régulation de I'homéostasie des ILC dépendante de
I'activation des lymphocytes par le microbiote intestinal ne constitue pas le seul mécanisme
de régulation. De plus, malgré I'absence d’effet du traitement par I'ovalbumine sur la
fréquence des ILC3 dans les intestins, aucune différence significative n’est observée entre les
souris reconstituées par les lymphocytes T CD4* polyclonaux et les lymphocytes T CD4* OTll et
traitées par I'ovalbumine (données non communiquées) remettant en cause le réle unique du
microbiote intestinal dans la régulation de ces cellules. En effet, le traitement des souris CD3¢

/- par les antibiotiques régule significativement la fréquence et I'activité des ILC3 NKp46* dans

162



la lamina propria de I'intestin de maniére comparable aux souris CD3g7" SPF reconstituées
avec des lymphocytes T CD4*. Aussi, le transfert adoptif de lymphocytes T CD4* au sein de
souris CD3g”" traitées aux antibiotiques n’a pas d’effet additionnel sur la régulation de
I’'abondance et de l'activité des ILC3 NKp46™* localisées dans la lamina propria de l'intesin,
tandis que la fréquence et I'activité des ILC2 par les lymphocytes T est régulée méme en
absence de microbiote intstinal. Ces différences en terme d’activation et de prolifération sont
de ce fait corrélées a des effets tres différents sur les ILC résidentes des tissus lymphoides et
de la lamina propria des souris receveuses. Nous faisons donc I’"hypothése que I’activation des
lymphocytes T CD4* polyclonaux par le microbiote intestinal dans le contexte d’une
reconstitution participe majoritairement au confinement du microbiote intestinal. Ce dernier

étant suffisant a la régulation des ILC3 des mLN et de la lamina propria de I'intestin.

d. Larégulation de I'expression de I'lL-33 par les lymphocytes T conditionne

I’homéostasie des ILC2 dans les mLN

i. Résultats et conclusions

Le traitement des souris CD3&”" par des antibiotiques dés la naissance ne suffit pas a
restaurer I’homéostasie des ILC2 dans les mLN (Figure 2 de l'article en préparation) et
I'activation indépendante des lymphocytes T par le microbiote intestinal est suffisant a réguler
I'activité des ILC2 dans les mLN (Figure 4 de l'article en préparation). Cette régulation partielle
suggere que des mécanismes complémentaires strictement dépendants des lymphocytes T
sont en jeu. Les ILC2 répondent a un environnement inflammatoire riche en alarmine via la
sécrétion de cytokines de type 2. L'analyse par gPCR de I'expression des alarmines IL-25, IL-33
et TSLP dans les mLN de souris CD3¢”" et CD3&*" suggére que I'expression de I'IL-33 est
fortement augmentée en absence de lymphocytes T. Nous avons observé que la neutralisation
systémique de I'IL-33 par un anticorps monoclonal résulte en une réduction significative de la
fraction d’ILC2 et de la fréquence des ILC sécrétrices de cytokines de type 2 dans les mLN des
souris traitées. Ces résultats indiquent que I'lL-33 participe a 'accumulation des ILC2 dans ce
tissu en absence de cellules T. Par ailleurs, la collaboration avec I'équipe de Lucie Peduto

spécialiste des cellules stromales a I'Institut Pasteur de Paris a permis de constater d’une part
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que les cellules stromales sont la source de I'hypersécrétion d’IL-33 et d’autre part qu’une
greffe de lobe thymique permet de réguler la sécrétion de I'lL-33 par ces cellules. En somme,
ces résultats suggerent que les lymphocytes T régulent directement ou indirectement
I’expression de I'lL-33 par les cellules stromales et par conséquent I’'abondance des ILC2 dans

les mLN.

ii. Discussion

A I'état d’équilibre et dans un hote immunocompétent les ILC2 sont en proportion
minoritaire dans les mLN. En revanche ces cellules s’accumulent dans les mLN des souris
déficientes en cellules T apres le sevrage. Cette accumulation pourrait s’expliquer par un
environnement inflammatoire dans ces ganglions se traduisant par une expression excessive
d’IL-33 par les cellules stromales. Outre I'IL-33, il pourrait également y avoir une augmentation
de la disponibilité de facteurs de survie tels que I'lL-2 (cf Figure 40 des résultats résultats
complémentaires et perspectives) et I'lL-7 normalement consommés par les lymphocytes T
(Martin et al., 2017). Par ailleurs, les lymphocytes Tregs exprimant le récepteur a I'lL-33 ST2
pourraient également entrer en compétition avec les ILC2 pour la consommation de
I'alarmine. D’autre part, les Tregs peuvent supprimer l'activité des ILC2 de maniere
dépendante de la voie ICOS-ICSOL (Rigas et al., 2017). Nous avons observé que le transfert
adoptif de lymphocytes T CD4* Foxp3* résulte en une réduction significative de la fréquence
des ILC2 dans les mLN des receveuses posant la question de leur réle dans la régulation des
ILC2. Enfin, bien que nos expériences aient permis de faire un lien entre les lymphocytes T et
I’expression de I'alarmine IL-33 dans les mLN, nous n’avons pas décrit le mécanisme (direct ou
indirect) par lequel ils interagissent avec les cellules stromales pour réguler la production d’IL-

33 dans cet organe.
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VIl. RESULTATS COMPLEMENTAIRES ET PERSPECTIVES

a. Etude de l'impact des lymphocytes T sur la migration des ILC

Il a récemment été rapporté que la capacité des ILC1 et des ILC3 a migrer vers les
intestins reposerait sur la perte de I'expression de CCR7 et sur I'acquisition de I'expression
CCR9 dans les mLN et ce, de fagon dépendante de |’acide rétinoique (Kim et al. 2015). Des
modifications dans le profil d’expression de ces deux recepteurs de chimiokines pourraient
rendre compte des altérations observées dans la composition des ILC au sein des mLN et de
la lamina propria 'intestin des souris déficientes en cellules T (Figure 36). Ainsi, nous avons
tenté de détecter et de mesurer I'expression de ces récepteurs de chimiokines par cytométrie
en flux afin de les corréler avec les modifications dans la composition des ILC au sein des mLN
et de la lamina propria des souris déficientes en cellules T (Figure 36). Nous n’avons pas
détecté I'expression de CCR7 par les ILC quel que soit le compartiment ou le phénotype des
animaux analysés. Par ailleurs I'expression de CCR9 n’a été détectée qu’au sein des ILC NKp46°
RORyt” (composées a 90% d’ILC2 KLRG1* et KLRG1) des mLN des souris déficientes en
lymphocytes T. Cependant, une seconde analyse de I'expression de CCR9 au sein des ILC2
KLRG1* a été effectuée dans les mLN des souris CD3¢”" et CD3¢* et n’a démontrée aucune
différence dans I'expression de ce récepteur (données non transmises dans ce mémoire de
thése). Par conséquent, ces observations suggérent que les modifications dans la composition
des ILC observées chez les souris immunodéficientes sembleraient reposer sur des

mécanismes indépendants de I'expression de CCR7 et CCRO.

Par ailleurs, lors de linitiation du développement des organes lymphoides (au stade
embryonnaire), les cellules stromales résidentes des ébauches ganglionnaires sécrétent les
chimiokines CCL19/CCL21 et CXCL13 induisant le recrutement des LTi CCR7* CXCR5* (cf
chapitre 3) (Ohl et al., 2003). D’autre part, il existe également chez I'adulte plusieurs
populations trés hétérogenes de cellules stromales résidentes des ganglions lymphatiques
telles que les TRC (T cell zone Reticular Cells) et les MRC (Marginal Reticular Cells)) exprimant
les chimiokines CCL19/CCL21 et CXCL13, respectivement. Cest pourquoi, I'étude de
I’expression relative des genes codants pour ces chimiokines par les cellules stromales des

mLN de souris lymphopéniques CD3¢”" ou Rag2”/" permettrait de mettre en évidence le role
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indirect des cellules du systeme immunitaire adaptatif dans le recrutement et la rétention des

ILC au sein des mLN.
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Figure 36 : La déficience en lymphocytes T n'impacte pas I'expression des récepteurs CCR7 et CCR9
par les ILC résidentes des ganglions mésentériques et de la lamina propria de I'intestin. Analyse de
I’expression des récepteurs aux chimiokines CCL19/CCL21 (CCR7) et CCL25 (CCR9) par les ILC totales
résidentes de la lamina propria de I'intestin (haut) et des ganglions mésentériques (bas) de souris CD3¢
/- et CD3g*". Bleu isotype contrdle pour I’expression de CCR7 ou CCR9.

b. Analyse du role du compartiment stromal dans la régulation indirecte de
I"homéostasie des ILC par les lymphocytes T

D’aprés I'étude de Mackley et al, les cellules lymphoides innées sont localisées au sein

de la zone interfolliculaire B des ganglions mésentériques et inguinaux de souris sauvages
adultes, plus précisément a proximité des cellules stromales MRC (Marginal Reticular Cells)
(Mackley et al., 2015). Nous avons émis I’hyopothése que ces dernieres pourraient participer
au recrutement et au maintient des ILC dans les ganglions mésentériques. Nous nous sommes
alors questionné sur I'impacte de la déficience en lymphocytes sur la localisation des ILC3 dans
les ganglions mésentériques. L'analyse histologique des ganglions mésentériques issus de
souris CD3g”- et CD3&*- montre que la localisation des ILC3 et leur association avec les MRC
sont maintenues en absence de cellules T (Figures supplémentaires 4 et 5 de I'article en
préparation). D’autre part, I'analyse de la composition des cellules stromales par cytométrie

en flux n’a révélé aucune différence significative dans la fréquence des différentes sous
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populations de cellules stromales résidentes des ganglions (Figure supplémentaire 5 de

I'article en préparation).

Cependant, un déficit constitutif en lymphocytes T pourrait avoir d’autres conséquences
fonctionnelles sur les cellules stromales des ganglions. Les données obtenues en collaboration
avec I'équipe de Lucie Peduto a I'Institut Pasteur montrent que I'expression du géne codant
pour l'alarmine IL-33 est augmentée dans les cellules stromales issues des ganglions
mésentériques des souris CD3g”" par comparaison aux souris hétérozygotes contrdles (cf
article en préparation). Ces observations suggérent que les cellules stromales pourraient jouer
le role de relais dans la régulation des ILC par les lymphocytes T. L’analyse de I'expression
d’autres génes impliqués dans la fonction et I'activation des cellules stromales des tissus
lymhoides en présence ou en absence de lymphocytes T (RNAseq ou gPCRArray en multiplex)
permettraient d’identifier d’autres facteurs impliqués dans la régulation directe ou indirecte
du compartiment stromal par les lymphocytes T. Ces analyses devront cependant étre
confirmées par des approches expérimentales complémentaires visant a invalider

genetiquement ou a neutraliser temporairement certains de ces facteurs.

c. Evaluation du réle du microbiote intestinal dans la régulation de
I"homéostasie des ILC

i. Perspective sur le réle des lymphocytes T dans la diversification du
microbiote intestinal et la régulation de ’'homéostasie des ILC3
Nous avons montré que le sevrage joue un rdle prépondérant dans l'induction de
certaines populations d’ILC chez les souris déficientes en lymphocytes T et nous avons mis en
évidence le role du microbiote intestinal dans la régulation de I'abondance et de I'activité des
ILC3 grace a des traitements antibiotiques effectués des la naissance. Par ailleurs les roles
joués par les lymphocytes T sur la composition du microbiote et le métabiloisme de I’h6te
impactent significativement I’activité des ILC3 des les premieres semaines aprés la naissance
(Mao et al., 2018). Ainsi, le transfert adoptif de lymphocytes T CD4* au sein de souriceaux

CD3¢” permettrait de déterminer si la reconstitution du compartiment T avant le sevrage
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impacte ’homéostasie des ILC de la méme maniere que lorsque les transferts sont effectués

chez I'adulte (cf schémas expérimental, figure 39).

De plus, dans I'objectif d’évaluer le role de la diversité du microbiote intestinal sur la
régulation des ILC3 dans la lamina propria de 'intestin (Kawamoto et al., 2014), I’'analyse de
la composition et de la fonction des ILC dans les mLN et les intestins de souris CD3g”"
axéniques « gavées » avec le microbiote intestinal de souris CD3g”, CD3g*" ou CD3g”
reconstituées avec des lymphocytes T CD4* polyclonaux ou Tregs CD4* Foxp3* pourrait étre

effectuée (cf schémas expérimental, figure 39).

ii. Perspectives sur le role des cellules dendritiques (DC) dans la régulation
des ILC3 NKp46*

L’équipe de Gérard Eberl a proposé que la sécrétion d’IL-25 par les cellules épithéliales de
I'intestin stimulées par la flore microbienne pourrait induire I'inhibition de la production d’IL-
23 par les DC qui controlent indirectement I'activation des ILC3 NKp46* en réponse aux
bactéries commensales ou entéro-pathogenes (Sawa et al., 2011). Une analyse préliminaire
menée par notre équipe révele une diminution significative de I'expression du géne codant
I'IL-25 dans l'iléon distal des intestins de souris déficientes en lymphocytes T par comparaison
aux hoétes immuno-compétents. Cette diminution pourrait correspondre a une levée de
I'inhibition des DC par I'lL-25 et a une augmentation significative de I'expression de I'IL-23. Le
traitement des hotes immuno-déficientes par des antibiotiques dés la naissance ou le
transfert adoptif de cellules T CD4* pourraient a l'inverse induire une suppression de la
production de cette cytokine par les DC. L’analyse par gPCR des transcrits codants I'lL-23 par
les cellules dendritiques résidentes de la lamina propria de I'intestin de souris CD3¢”" et
CD3¢&*" traitées ou non par les antibiotiques et de souris CD3&”" reconstituées avec des
lymphocytes T CD4*polyclonaux ou CD4* OTII (cf schémas expérimental, figure 37) permettrait

de tester ces hypothéses.
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Figure 37 : Stratégie expérimentale des perspectives de recherches axées sur le réle du microbiote
intestinal dans la régulation de I’homéostasie des ILC : 1) Transfert adoptif de lymphocytes T
polyclonaux, CD4* OTIl au sein de souriceaux de 1-2 jours afin d’évaluer leur role sur I’homéostasie
des ILC a ce stade de développement de la souris. 2) Gavage de souris CD3g”" axéniques avec le
microbiote intestinal de souris CD3g*", CD3g”, ou CD3¢”" reconstituées par les lymphocytes T afin
d’évaluer le role de la diversité du microbiote intestinal dans la régulation de ’'homéostasie des ILC. 3)
Analyse par gPCR de I'expression relative du gene codant pour I'IL-23 au sein des cellules dendritiques
(DC) résidentes de la lamina propria de I'intestin de souris CD3¢*" et CD3¢”" non traitées ou traitées
par les antibiotiques ainsi que les souris CD3g”" reconstituées par les lymphocytes T dans I'objectif
d’évaluer le réle de ces cellules dans I'activation des ILC3 NKp46®.
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d. Etude du rdle des lymphocytes B dans la régulation de ’lhoméostasie des
ILC

En vue de I'altération de I'activité et de la composition des ILC au sein des souris Rag2” et
CD3e”" nous avons entrepris d’étudier le role de la coopération entre les lymphocytes B et T
dans la régulation de ’lhoméostasie des ILC dans les mLN et la lamina propria de I'intestin. Le
transfert adoptif de 6 millions de lymphocytes T au sein de souris Rag2”" induit une diminution
significative de la fréquence d’ILC sécrétrices d’IL-22 dans la lamina propria de l'intestin.
Cependant, ces derniéres ne suffisent pas a réguler la sécrétion de cytokines de type 2 par les
ILC résidentes des mLN (Figure 38). Ces résultats suggerent que la régulation des ILC3 par les
lymphocytes T CD4* s’effectue indépendamment des lymphocytes B. En revanche, les
lymphocytes B pourraient contribuer a la régulation des ILC2 des mLN.
Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées concernant les mécanismes par lesquels les

lymphocytes B participent a la régulation de I’homéostasie des ILC des tissus lymphoides :

- Une diminution de la disponibilité des facteurs de survie (IL-7)
- Confinement du microbiote intestinal et induction de la tolérance orale via la

production d’IgA (voir Introduction).

D’autre part, le transfert adoptif d’1 million de lymphocytes T regulateurs au sein de souris
Rag2”/ ne permet pas de diminuer la sécrétion de cytokines de type 2 par les ILC2 localisées
dans les mLN ou d’IL-22 par les ILC3 résidentes de la lamina propria de l'intestin. Ces
observations pourraient se traduire par la faible stabilité du phénotype de ces cellules (trans-
différenciation en T effectrices ou Tfh). Ainsi, les investigations suivantes pourraient étre
effectuées afin de caractériser le role des cellules B dans la régulation de ’lhoméostasie des

ILC.

- Lanalyse du phénotype des ILC dans les mLN et les intestins de souris pMT7,
déficientes en lymphocytes B

- Letransfert adoptif de splénocytes totaux, de lymphocytes B sauvages, issues de souris
sauvages ou Aicda” au sein de souris Rag2’ et comparés a leur contrdles

hétérozygotes Rag2*/ (Wei et al., 2011).
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Figure 38 : cooprération B-T pourrait particper a la régulation de I’homéostasie des ILC2 résidentes
des ganglions mésentériques. A) Procédure expérimentale : Les souris immunodéficientes Rag2”, ont
été injectées avec du PBS (n=4) avec 1.10° (n=3) ou 6.10° (n=4) lymphocytes T CD4* ou 1.10°
lymphocytes T CD4* Foxp3* (Tregs) (n=6) isolés a partir des ganglions périphériques et de la rate des
souris CD45-2 Foxp3EGFP. Les souris contrdles et reconstituées ont été analysées 12 semaines aprés
injection. B,C) Histogrammes montrant le pourcentage d’ILC sécrétrices d’IL-13 et/ou d’IL-5 dans les
ganglions mésentériques (MLN) ou d’ILC sécrétrices d’'IL-22 et/ou d’IL-17 dans la lamina propria de
I'intestin (SILP). L’analyse statistique a été effectuée en utilisant la méthode de I’Anova a deux voies,
avec alpha = 0.05. ****p<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05.

e. Etude du rdle des Tregs dans la régulation de I'homéostasie des ILC2
Le deuxieme volet de I'article traite des mécanismes de régulation de la fréquence et
de I'activité des ILC2 par les lymphocytes T. Le transfert adoptif de Tregs a permis de réguler
la fréquence et I'activité des ILC2 dans les mLN, au méme titre que les lymphocytes T CD4*,

Toutefois, une partie des Tregs perd I'expression du facteur de transcription Foxp3 et certains

peuvent se différencier en Tfh ou en T effecteurs (Fagarasan).

Afin de distinguer le role joué par les Treg sur ’homéostasie des ILC de celle des Tfh,

nous pourrions stabiliser le phénotype Foxp3* des Treg injectées avec un complexe anti-IL-2-

IL-2 (Mao et al., 2018).
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Afin de mettre en évidence un role direct des Tregs dans la suppression des ILC2, des ILC2
isolés & partir des mLN de souris CD3g” ont été mis en présence de Tregs a un ratio 2/1 en
présence d’IL-2 et de I'lL-7 pendant 48h (Figure 39) (Rigas et al., 2017). L’analyse par
cytométrie en flux aprés 48 heures a révélé que la co-culture des ILC2 avec les Tregs augmente
significativement la mortalité des ILC2, rendant difficile 'analyse de la sécrétion de cytokines
de type 2 par les ILC totales. Cette diminution de la survie des ILC2 pourrait étre attribuée a la
consommation de I'lL-2 d’origine endogeéne et exogéne par les Tregs ou a une compétition

pour les nutriments du millieu.
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Figure 39 : Etude de I'activité suppressive des iTregs sur les ILC2 in vitro. Les ILC2 ont été isolées et
triés & partir des ganglions mésentériques de souris CD3g” CD45.1 puis mises en culture avec des
lymphocytes T CD4* Foxp3™ issus de la rate et des ganglions de souris Foxp3EGFP. 20000 Tregs ont été
mises en cultures avec 10000 ILC2. L’analyse de la sécrétion des cytokines de type 2 par les ILC2 CD127*
Lin"KLRG1" a été effectuée par cytométrie en flux 48 heures aprés co-culture. L’analyse du pourcentage
de cellules vivantes CD45.1 et CD45.2 a également été effectuée en paralléle en utilisant un marqueur
de viabilité.

f. Larégulation de I'homéostasie des ILC2 des mLN par les lymphocytes T

i. Perspectives sur le réle des lymphocytes T dans la régulation de Ia
sécrétion d’IL-2 par les ILC
Les ILC répondent fortement au microenvironnement tissulaire local et partagent la

consommation de divers facteurs de survie tels que I'IL-2, I'lL-33 et I'lL-7 avec les lymphocytes
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T occupant une place dominante au sein des ganglions lymphatiques (Figure 8 du mémoire).
Nous avons tenté d’expliquer I'augmentation de la fréquence des ILC2 dans les ganglions
mésentériques (Figure 1 de I'article en préparation) par une augmentation de la disponibilité
de I'lL-2 due a la déficience en lymphocytes T. En effet, les ILC2 expriment la chaine de haute
affinité pour I'lL-2 (CD25), elles seraient donc sensibles aux fluctuations de la disponibilité de
I'lL-2 dans leur microenvironnement. Ainsi, nous avons analysé la fraction d’ILC sécrétrices
d’IL-2 & I'état d’équilibre dans les mLN et les pLN des souris CD3&*/- et CD3¢” ainsi que dans le
contexte d’un transfet adoptif de lymphocytes T. Nos résultats montrent que la fréquence
d’ILC sécrétrices d’IL-2 augmente dans les mLN et non dans les pLN des souris déficientes en
lymphocytes T, alors que la reconstitution du compartiment lymphocytaire T a tendance a la
diminuer dans les deux compartiments (Figure 40). En somme, ces observations suggerent
qgue les lymphocytes T contréleraient directement ou indirectement I'abondance des ILC
résidentes des ganglions lymphatiques via la consommation d’IL-2. S’ajoute a ces résultats le
réle des lymphocytes T dans la régulation directe ou indirecte de la sécrétion d’IL-33 par les

cellules stromales des mLN (Figure 5 de I'article en préparation).

Dans I'objectif de déterminer si ces facteurs praticipent et/ou coopérent dans I’activation des
ILC2 en absence de lymphocytes T, la neutralisation in vivo de I'lL-2 et /ou de I'lL-33 au sein
des souris CD3¢”" serait a effectuer. De plus, il reste a identifier le/les mécanisme(s) (direct ou
indirect) par le(s)quel(s) les lymphocytes T agissent sur la régulation des ILC via I'expression
de ces facteurs.

Enfin, il a été montré que dans le contexte d’une infection par NB, la sécrétion autocrine d’IL-
9 par les ILC2 pulmonaires promeut I'accumulation et la survie de ces cellules en induisant
I’expression de molécules anti-apoptotiques (Turner et al., 2013). Afin d’identifier un éventuel
role de I'lL-9 dans I'accumulation des ILC2 en absence de lymphocytes T, I’analyse de la
sécrétion de I'IL-9 par les ILC2 résidentes des mLN au sein des souris CD3&”- ou reconstituées

pourrait étre effectuée.
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Figure 40 : La déficience en lymphocytes T conduit a une augmentation de la sécrétion d’IL-2 par les
ILC résidentes des ganglions mésentériques. A, B) Histogrammes montrant le pourcentage d’ILC
sécrétrices d’IL-2 parmi les cellules CD45* dans les ganglions mésentériques (mLN) et périphériques
(PLN). C, D) Les souris CD3&” ont été reconstituées avec 1,5.10° cellules d’'un mélange de lymphocytes
T CD4* et CD8* (n=4), des lymphocytes T CD4* seuls (n=5) ou des lymphocytes T CD4" isolés a partir de
souris RAG”- OTII (n=5) ou injectées avec du PBS (n=>5). L’analyse du pourcentage d’ILC sécrétrices d’IL-
2 a été effectuée dans les ganglions mésentériques (mLN) et périphériques (pLN) des souris receveuses

12 semaines apreés injection. L’analyse statistique a été effectuée en utilisant la méthode de I’Anova a
une voie, avec alpha = 0.05. ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05.

ii. Perpective sur le réle des Intéractions lymphocytes T- cellules

stromales dans la régulation de I'homéostasie des ILC2 localisées dans
les mLN

Nos résultats montrent que I'augmentation de I'expression de I'lL-33 par les cellules
stromales des mLN des souris CD3g”" serait en partie responsable de I"augmenation de
I’'abondance et de I'activité des ILC2 dans les mLN. De plus, la reconstitution du compartiment

T chez ces souris CD3g” réduit I'expression de cette alarmine par les cellules stromales,
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confirmant le role direct ou indirect dans la régulation de I'homéostasie des ILC2 des mLN
(Figure 5). Nous émettons I’hypothése que la coopération entre les lymphocytes T activés
exprimant la lymphotoxine of3 avec les cellules stromales exprimant le récepteur a la
lymphotoxine pourrait constituer un mécanisme de régulation négative de la sécrétion de
I’alarmine IL-33 par ces derniéres. L’analyse de la composition et de la fonction des ILC dans
les mLN des souris CD3¢” reconstituées avec des lymphocytes T provenant de souris LTap 7

pourrait alors étre effectuée.
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VIIl. CONCLUSION GENERALE

176



L’altération de la composition et de la fonction des ILC résidentes des mLN et des
intestins observée chez les souris RAG”- a conduit a nous interroger sur le réle des cellules du
systéme immunitaire adaptatif dans la régulation de I'homéostasie des ILC, cet aspect étant
tres peu abordé dans la littérature (Korn et al., 2014; Mackley et al., 2015). Nous avons montré
qgue les lymphocytes T participent a la régulation des ILC2 et des ILC3 CCR6* dans les mLN et
des ILC3 NKp46* dans la lamina propria de I'intestin spécifiquement apres le sevrage.

Puis, nous avons pu démontrer grace au traitement par les antibiotiques de souris sauvages
et déficientes en lymphocytes T que le confinement du microbiote intestinal induit par les
lymphocytes T est suffisant pour réguler la composition, la fréquence et I'activité des ILC3
NKp46* dans la lamina propria de I'intestin et des LTi-Like des mLN. Ces résultats concordent
avec |'étude récemment publiée de Mao et al., rapportant que les lymphocytes T CD4* jouent
un role dans la régulation de l'activité des ILC3 en induisant le confinement de certaines
especes bactériennes telles que SFB (Mao et al., 2018). Par ailleurs, ce traitement a permis de
réduire I'activité des ILC2 résidentes des mLN, bien que celle-ci demeure significativement
plus élevée que chez des souris immunocompétentes.

De surcroit, nous avons également observé que, dans le contexte d’un transfert adoptif,
I'activation des lymphocytes T est nécessaire pour induire la régulation des ILC dans les mLN
et les intestins des souris CD3¢”". Cependant, bien que ces résultats soient transposables au
souris Rag” dans le cas des ILC3 de la lamina propria, la fréquence des ILC2 reste
anormalement élevée dans les mLN de ces souris apres transfert adoptif de lymphocytes T

CDh4",

Nous avons mis en évidence que I'expression relative du géne codant pour I'alarmine IL-33 est
augmentée dans les ganglions mésentériques des souris déficientes en lymphocytes T par
rapport aux hoétes immunocompétents. Puis, nous avons confirmé que I'IL-33 participe a
I’accumulation et a I'activation des ILC2 dans les mLN des souris CD3&”" en neutralisant cette
alarmine in vivo. Ainsi, I'alarmine IL-33 pourrait faire partie des facteurs qui sont régulés
directement ou indirectement par les lymphocytes T. Par ailleurs, la collaboration avec
I’équipe de Lucie Peduto a I'lInstitut Pasteur de Paris a permis de déterminer que les cellules
stromales des ganglions pourraient constituer une source d’IL-33. Ces observations

concordent avec celles qui ont été faites dans le mésentere et les ganglions lymphatiques chez
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la souris (Koga et al., 2018; Pichery et al., 2012). En effet, I'expression relative du géne codant
pour I'lL-33 par les cellules stromales des mLN varie de la méme maniere que dans le tissu en
absence de cellules T et diminue significativement aprés reconstitution des souris CD3¢™".
Ainsi, nous avons mis en évidence une régulation par les lymphocytes T de I'expression des

transcrits codant I'lL-33 et exprimés par les cellules stromales.

En somme, ce travail de thése a permis de mettre en évidence certains mécanismes n’ayant

jamais été décrits dans la littérature (Figure 41):

- Le déficit en lymphocyte T impact I’'abondance et I'activité des ILC résidentes des mLN
et de la lamina propria de I'intestin aprés le sevrage.

- Larégulation des ILC2 et des ILC3 par les lymphocytes T s’effectue par des mécanismes
spécifiques de I'environnement tissulaire

- Al'étatd’équilibre, le microbiote intestinal participe partiellement a ’'homéostasie des
ILC2 résidentes des mLN

- La diversité du répertoire des TCR et/ou l'activation des lymphocytes T sont
nécessaires a la régulation des ILC dans le contexte de la reconstitution du
compartiment T chez I'adulte.

- Les lymphocytes T régulent I’'homéostasie des ILC2 résidentes des mLN en limitant la

production d’IL-33 par les cellules stromales
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Figure 41 : Conclusion générale et perspectives. Schéma détaillant les mécanismes mis en évidence
lors de ce travail de thése (fleches vertes), les perspectives de recherches (points d’interrogation
rouges) et une partie des éléments connus dans la littérature (fleches noires). SILP = lamina propria
de l'intestin, mLN= ganglions mésentériques, T= lymphocytes T, B= lymphocytes B, Treg= lymphocytes
T régulateurs, DC= cellules dendritiques, ILC= cellules lymphoides innées.
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