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Résumé

Les lymphocytes T CD4" naifs (CD4 Tx) sont générés et éduqués dans le thymus. Cette
¢ducation est basée sur leur capacité a reconnaitre le Soi via I’interaction TCR-pCMH (peptide
du Soi-CMHII) avec une affinité variable. En périphérie, les cellules CD4 Ty circulent entre les
organes lymphoides secondaires, ou elles continuent a interagir avec le Soi via des contacts
fréquents et transitoires avec les cellules présentatrices d’antigénes (APCs). Plusieurs études
montrent que ces contacts influencent 1’homéostasie et la fonction des lymphocytes CD4 Tx.
En se basant sur 1’expression de la protéine Ly-6C, mon équipe a démontré que les cellules
CD4 Tn Ly-6C interagissent plus fortement avec le Soi que leurs homologues Ly-6C", et
regoivent ainsi un « Tonic Signaling » plus fort. De plus, ils ont montré que les interactions
TCR-pCMH, en plus d’améliorer quantitativement leur réactivité¢ lors d’une stimulation
antigénique, augmentaient la capacité des lymphocytes CD4 Tn Ly-6C" a se différencier en

cellules T régulatrices périphériques (pTregs).

En utilisant un modéle de conversion in vitro des cellules CD4 Tx Ly-6C" en Ly-6C", notre
¢tude principale démontre que le Tonic Signaling influence, via la composante calcique de la
signalisation TCR, le phénotype et la fonction des lymphocytes T CD4" naifs. De fagon
intéressante, nous avons observé que la signalisation calcique, dépendante de la calcineurine,
est en partie responsable de 1’acquisition du phénotype des cellules CD4 Tn les plus auto-
réactives (Ly-6C"). Une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium permet non
seulement de convertir une cellule CD4 Tx Ly-6C" en Ly-6C°, mais augmente aussi sa
sensibilité aux signaux de différenciation en pTregs in vitro et in vivo. De plus, en utilisant un
modeéle de transfert adoptif de cellules T CD4" TCR transgénique (AND), nous avons reproduit
in vivo notre modele de conversion. Le transfert de ces cellules dans une souris sauvage
augmente leur possibilit¢ d’interaction avec les APCs en diminuant la compétition pour le
complexe pCMH. Ainsi nous observons une conversion phénotype et fonctionnelle des cellules

AND similaire a celle observée lors de nos cultures in vitro.

Dans une seconde étude, nous avons comparé les cellules CD4 Ty Ly-6C™ aux CD4 Tn CD5'.
CDS5 est un autre marqueur reflétant I’auto-réactivité¢ des lymphocytes T dont 1I’expression est
corrélée a la force du signal TCR regu. Nous avons observé que malgré quelques différences
phénotypiques et fonctionnelles, ces populations de CD4 Tn Ly-6C™ ou CD5" sont plus
sensibles aux signaux de polarisation en pTregs que leurs homologues respectifs Ly-6C" et

CD5MY. Grace a la comparaison des données de RNASeq issues de ces différentes sous



populations de CD4 T, nous avons identifi¢ les facteurs de transcription associés aux
phénotypes de celles-ci. Parmi ces facteurs, Foxol qui est régulé par la signalisation TCR est
connu pour jouer un role dans la différenciation Treg. Nos expériences semblent prouver que
le Tonic Signaling régule via Foxol la capacité des lymphocytes CD4 T a se différencier en

pTregs.

Ainsi, au cours de ma thése, nous avons pu approfondir nos connaissances sur les voies
moléculaires induites par le Tonic Signaling ainsi que son influence sur le phénotype et la

fonction des lymphocytes T CD4 " naifs.



Abstract

Naive CD4 T cells (CD4 Tn) are generated and educated in the thymus. This education is based
on their ability to recognize the Self via the TCR-pMHC (Self peptide-MHCII) interaction with
a variable affinity. In the periphery, CD4 Tn cells circulate between the secondary lymphoid
organs, where they still interact with the Self via frequent and transient contact with antigen
presenting cells (APCs). Several studies have shown that these contacts influence homeostasis
and function of CD4 Tx cells. Based on the expression of the Ly-6C protein, my team has shown
that CD4 Tn Ly-6C cells interact more strongly with the Self than their Ly-6C* cells
counterparts, and that they receive a stronger "Tonic Signaling". In addition, they showed that
TCR-pMHC interactions, increase quantitatively the responsiveness during antigenic
stimulation, and the ability to differentiate into peripheral regulatory T cells (pTregs) of CD4
Tn Ly-6C cells.

Using an in vitro conversion model of CD4 Ty Ly-6C" cells into Ly-6C cells, our main study
has shown that the Tonic Signaling, via the calcium pathway of TCR signaling, influences the
phenotype and function of naive CD4 T cells. Interestingly, we have observed that calcineurin-
dependent calcium signaling, is partly responsible for the phenotype acquisition of the most
self-reactive CD4 Tn cells (Ly-6C"). An increase in the intracellular calcium concentration
enables both the conversion of CD4 Tx Ly-6C" cells into Ly-6C cell, and increases their
sensitivity to pTregs differentiation signals in vitro and in vivo. In addition, using an adoptive
transfer model of transgenic TCR CD4" T cells (AND), we reproduced in vivo our conversion
model. The transfer of these cells into a wildtype mouse increases their potential to interact with
APCs by decreasing competition for the pMHC complex. Thus we observe a phenotype and

functional conversion of AND cells similar to those observed during our in vitro cultures.

In a second study, we have compared CD4 Tx Ly-6C cells to CD4 Tx CD5™ cells. CD5 is
another marker reflecting self-reactivity and its expression is correlated with the strength of the
TCR signal received. We have observed, despite some phenotypic and functional differences,
that these populations of CD4 Tn Ly-6C” or CD5™ are more sensitive to pTegs polarization
signals than their Ly-6C* and CD5"Y respective counterparts. Through comparison of RNASeq
data, from these different CD4 T cells populations, we have identified the transcription factors

associated with their phenotypes. Among these factors, Foxol- which is regulated by TCR



signaling- is known to play a role in Treg differentiation. Our experiments have proven that the
Tonic Signaling regulates via Foxol the ability of CD4 Tn lymphocytes to differentiate into
pTregs.

The work done during my Phd thesis has therefore allowed a deeper understanding of the
molecular pathways induced by the Tonic Signaling as well as its influence on the phenotype

and function of naive CD4" T cells.
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Akt : protein kinase B
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GSK3 : Glycogene Syntase Kinase 3
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IKK : IxB Kinase
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ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
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JNK : JuN kinase

LAT : Linker for Activation T cells

Lck : Leukocyte-specific tyrosine Kinase

LIP : Lymphopenia-Induced Proliferation
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MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase
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mTOR : mechanistic Target Of Rapamycin
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PI3K : Phospholnositide 3-Kinase
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PKC : Protéine Kinase C
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RAG : Recombinason Activating Genes
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Runx : Runt-related transcription factor
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Préambule

La fonction du systéme immunitaire est de protéger 1’organisme contre une grande variété
d’¢léments étrangers. Pour cela, de nombreuses stratégies défensives se sont développées au
cours de I’évolution pour atteindre un niveau trés complexe, en particulier chez les mammiferes.
L’une des particularités du systéme immunitaire est sa capacité a distinguer les antigénes
provenant de 1’organisme, « le Soi », ou de micro-organisme étrangers, « le non-soi ». Le Dr
F.M. Burnet (Burnet, 1969) a ét¢ I’un des premiers immunologistes a définir ces termes a travers
la théorie selon laquelle le systeme immunitaire réagit contre tout organisme étranger (le non-
soi) mais ne déclenche pas de réponse contre toute entité qui lui est propre (le Soi). Cette théorie
s’avere cependant incompléte puisqu’elle ne permet pas d’expliquer certains phénomeénes
immunitaires tels que I’auto-immunité ou encore la tolérance face aux bactéries commensales
et feeto-maternelles. En 1994, Polly Matzinger (Matzinger, 1994) soumet une théorie basée sur
la notion de danger. Elle propose que toute réponse immunitaire soit due a une réponse face
aux signaux de danger émis par les cellules ou les tissus endommagés. Cette théorie semble
plus en adéquation avec le systéme immunitaire mais reste également incomplete, sa définition
du danger n’étant pas adaptée aux réponses contre les tumeurs par exemple. Ainsi, au cours du
temps, plusieurs théories ont été élaborées pour définir les mécanismes mises en place lors
d’une réponse immunitaire. Une meilleure compréhension des acteurs de cette réponse a permis

de rendre ces théories de plus en plus précises.

Le systeme immunitaire comprend de nombreux acteurs qui, suivant leurs fonctions, font partie
de ’'immunité innée ou adaptative. L’ immunité innée représente la premiere ligne de défense
de I’organisme. Ces principaux acteurs, les cellules phagocytaires ou encore les cellules NK
(Natural Killer), permettent de mettre en place une réponse rapide et efficace. L’ immunité
adaptative quant a elle intervient plus tardivement avec les lymphocytes B et T qui mettent en
place une réponse immunitaire spécialisée. Ces cellules sont capables de reconnaitre
spécifiquement un antigene grace a leurs récepteurs. Les lymphocytes B expriment le BCR (B
Cell Receptor) tandis que les lymphocytes T expriment le TCR (T Cell Receptor). En plus de
reconnaitre un antigene spécifique, les lymphocytes T sont également éduqués a reconnaitre le
Soi au cours de leur développement dans le thymus. Cette reconnaissance se fait via
I’interaction entre leur TCR et le complexe peptide du Soi-CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) exprimé par les cellules épithéliales thymiques et les cellules
présentatrices d’antigeénes. Ainsi au cours du développement thymique, les sélections positives

et négatives permettent de générer des lymphocytes T matures auto-réactifs possédant une
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affinité réelle pour le Soi mais située sous le seuil entrainant leur activation. Une fois en
périphérie, ces cellules T circulent entre les différents organes lymphoides secondaires ou elles
vont recevoir des signaux provenant également de cette reconnaissance du Soi. C’est ce que
I’on appelle le « Tonic Signaling ». Ce dernier est maintenant connu pour jouer un role dans la
survie et la fonction des lymphocytes T. Depuis plusieurs années, les travaux de recherche
menés sur ce sujet s’efforcent de disséquer les voies moléculaires induites par le Tonic
Signaling afin de mieux comprendre les différences observées entre les cellules T les plus et
moins auto-réactives. Ainsi, je commencerai ce manuscrit en présentant la signalisation TCR.
Je parlerai ensuite de 1’éducation thymique des lymphocytes T et de leur homéostasie en
périphérie. Pour finir, je reviendrai sur les connaissances actuelles du Tonic Signaling et ses

effets avant d’exposer mes travaux.
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I. LeTCR

Le récepteur aux lymphocytes T (TCR) fut découvert et isolé pour la premiere fois en 1983
(Haskins et al., 1983). Il permet aux lymphocytes T (LTs) de reconnaitre le complexe formé
par un peptide associé a une molécule du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), qui
est exprimé par les cellules présentatrices d’antigénes (APC). Cette interaction joue un role
central au cours du développement thymique des LTs et est essentielle pour I’homéostasie et
’activation de ces cellules en périphérie. Du fait de la variabilité des chaines a/p ou y/6 qui
composent le TCR, 1’organisme posséde un répertoire lymphocytaire tres diverse. La diversité
TCRasp est estimée a 2.10° clones chez la souris (Casrouge et al., 2000) et & 2.10 chez I’homme
(Naylor et al., 2005), ce qui permet la reconnaissance d’une multitude d’antigenes. Chaque
clone est représenté par 20 a 200 LTs qui expriment plusieurs milliers de copies du méme TCR
a leur surface (Moon et al., 2007). Les TCRs d’un clone sont spécifiques du méme antigene et
cette spécificité est assurée par la structure 3D du récepteur qui est due aux parties variables du

TCR.

1. Structure du TCR

Le TCR est un hétérodimere composé d’une chaine a et B pour 95% des cellules T ou d’une
chaine y et & pour les 5% restants. Ces chaines appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines (Ig). Elles posseédent un domaine extracellulaire, avec une partie variable
responsable en grande partie de la spécificité antigénique du récepteur et une partie constante,
un domaine transmembranaire et enfin une portion cytoplasmique. La partie variable des
chaines a et d est codée par des genes associant des segments V (Variable) et J (Joining) tandis
que celle des chaines B et y y associe un segment D (Diversity) supplémentaire. Lors de la
recombinaison V(D)J, qui a lieu durant le développement thymique des LTs, I’arrangement des
segments ainsi que 1’addition ou délétion aléatoires de nucléotides au niveau des jonctions va
engendrer une grande diversité de séquences a 1’origine de I’extréme diversité du répertoire

TCR.

Chaque chaine possede également 3 boucles hypervariables appelées CDR (Complementarity
Determining Region) qui sont nécessaires pour I’interaction entre le TCR et le complexe
peptide/CMH. Les CDR 1 et 2 sont impliqués dans la reconnaissance du CMH tandis que le
CDR3, qui est le plus variable, est essentiel pour la reconnaissance du peptide présenté par le

CMH.
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Enfin, ’extrémité cytoplasmique du récepteur, étant tres courte, elle ne peut a elle seule relayer
la transduction du signal. C’est pourquoi le TCR forme un complexe avec le CD3 (Cluster de

Différenciation 3) afin d’apporter ce signal au reste de la cellule.
2. Le complexe TCR/CD3/CD4

Le complexe TCR/CD3 est un complexe protéique octamérique composé du TCR, avec ses
deux chaines, et de trois dimeres formés par les chaines du CD3, CD36/e, CD3y/e et CD3{/(
(ou CD247). Ces chaines, qui font également partie de la superfamille des Igs, ont un domaine
extracellulaire, une région transmembranaire chargée négativement s’associant au TCR dont la
partie transmembranaire est chargé positivement et un domaine intracellulaire possédant un ou
plusieurs motifs particuliers appelés ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motif). Ces motifs sont essentiels pour la transduction du signal, les chaines €, J, et y
contiennent un motif ITAM tandis que les chaines { en ont trois. En plus de ce complexe les
LTs expriment également un corécepteur CD4 ou CD8 qui se lie au CMH de classe II ou |
respectivement. Ces corécepteurs participent a la transduction du signal, le renforcent et

prolongent I’interaction entre lymphocyte T et APC (Zamoyska, 1998) (Figure 1).

Figure 1: Le complexe TCR/CD3 (pour un lymphocyte T CD4%).

Le complexe du récepteur aux cellules T (TCR) est composé du TCR, un hétérodimére o/p ; deux chaine
€ du CD3, une qui dimérise avec une chaine vy, une autre avec une chaine d ; et un homodimeére CD3(/C.
La région transmembranaire des CD3 chargée négativement s’associe avec la partie transmembranaire
du TCR qui est chargée positivement. Les motifs ITAMs des parties cytoplasmiques des CD3 assurent
la transduction du signal lors de I’activation du TCR. Le corécepteur CD4 lui assure la liaison avec le
CMHII et participe aussi a la transduction du signal.
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3. Signalisation sous le TCR
a. Les premiers signaux

Lors d’une interaction entre une APC et un lymphocyte T, la reconnaissance du complexe
peptide/CMH par le TCR va activer ce dernier. Cette activation va engendrer un changement
de conformation du complexe TCR/CD3 pour faciliter la phosphorylation des chaines du CD3
et le recrutement de protéines (Alarcén et al., 2003). Chaque motif ITAM contient 2 tyrosines
qui sont phosphorylées par la protéine kinase Lck (Leukocyte-specific tyrosine Kinase). Cette
protéine fait partie de la famille des tyrosines kinases Src et est associée au corécepteur CD4.
Ainsi lors de I’interaction, le CD4 interagit avec le CMHII et permet le recrutement de Lck au
niveau du complexe TCR/CD3. Les ITAMs phosphorylés vont a leur tour pouvoir recruter la
protéine kinase Zap70 (Zeta-Activated Protein of 70 kDa), qui fait partie de la famille des
kinases Syk, via son domaine SH2 (Src-Homology-2) (Kane et al., 2000). Une fois recrutée,
Zap70 est activée par Lck et phosphoryle LAT (Linker for Activation T cells), une protéine
adaptatrice associée a la membrane que 1’on qualifie souvent de plateforme, car elle est a

’origine de plusieurs voies moléculaires (Malissen et al., 2014).

En effet, apres activation LAT recrute des protéines adaptatrices comme GADs (Grb2-related
ADapter protein2) et Grb2 (Growth-factor-receptor-bound protein 2) qui a leur tour permettent
la liaison de SLP-76 (SH2-domain-contining Leukocyte Protein of 76 kDa) et SOS (exchange
factor Son Of Sevenless) respectivement. La phospholipase C gamma 1 (PLCy1) peut ainsi lier
directement LAT/SLP-76 et hydrolyser le PIP2 (Phosphatidyllnositol BisPhosphate), un
phospholipide associé a la membrane, pour produire du diacylglycerol (DAG), un lipide qui
demeure inclut dans la membrane, et de 1’inositol triphosphate (IP3), un second messager
diffusible. IP3 active par la suite la voie calcique tandis que DAG intervient dans la voie des
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) via Ras et la voie NF«b (figure 2). Ras peut aussi
étre activée via SOS, qui est recrutée grace au complexe LAT/Grb2. De plus SLP76 lie
directement ITK (Interleukin-2-inducible T-cell Kinase), de la famille des kinases Tec, qui est
essentiel dans la phosphorylation et ’activation de PLCyl. Enfin SLP76 peut recruter Vav, un
facteur d’échange nucléotidique de guanine (GEF), qui active les GTPases Rac et Cdc42
(Samelson, 2002).
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Figure 2: Les premiers signaux de la signalisation TCR.

Suite a I’activation du TCR, les motifs ITAMs des chaines du CD3 sont phosphorylés par Lck, une
kinase recrutée par le CD4. Zap70 se lie alors aux ITAMs, est phosphorylée et active la protéine
adaptatrice LAT qui est le point de départ de plusieurs voies moléculaires. Une autre protéine
adaptatrice, SLP-76, et le facteur d’échange SOS sont ensuite recrutés via GADs et Grb2
respectivement. La phospholipase PLCy1 peut ainsi se lier au complexe LAT/SLP-76 pour hydrolyser
le PIP2. ITK, une kinase essentielle a la phosphorylation et 1’action de la PLCy1, est aussi recruté via
SLP-76. L’hydrolyse de PIP2 produit I’IP3, un second messager activant la voie calcique, et le DAG,
un lipide membranaire impliqué dans la voie NF«xb et la voie des MAPK. Les GTPases Ras et Rac
impliquées aussi dans la voie des MAPK sont activées via SOS et Vav respectivement. Cdc42, activé
par Vav, est impliqué dans plusieurs processus tel que le cycle cellulaire.

b. La voie calcique

Le calcium (Ca") est un signal ubiquitaire contrélant de nombreux processus dans tous les
types cellulaires. De maniere générale la signalisation calcique peut €tre divisée en quatre
étapes. Tout d’abord un stimulus va générer des signaux afin de mobiliser le Ca**. Dans un
second temps, on observe une entrée massive de calcium dans le cytoplasme provenant des
stocks ou du milieu extracellulaire. La concentration calcique augmente alors jusqu’au seuil
d’activation. Puis le Ca®* agit en tant que second messager pour activer plusieurs processus
sensibles aux variations de concentration calcique. Pour finir le systéme revient a 1’état basal
grace aux pompes et échangeurs présents sur les différentes membranes de la cellule, qui vont

rétablir le niveau de calcium cytoplasmique basal (figure 3).
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Figure 3: Les quatre étapes du réseau de la signalisation calcique.

Les stimuli agissent en générant des signaux mobilisateurs de Ca**. Ces signaux agissent 2 leur tour sur
divers mécanismes ON pour déclencher une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca**.
L'augmentation du niveau de Ca** stimule divers processus sensibles au Ca** pour déclencher de
nombreuses voies cellulaires différentes. La réponse est terminée par des mécanismes OFF qui
rétablissent le niveau de repos de Ca**. Issue de (Berridge et al., 2000).

Le calcium peut avoir plusieurs actions et étre a I’origine de plusieurs voies moléculaires en
fonction du type cellulaire que 1’on étudie. Par exemple les cellules musculaires utilisent le
calcium pour la contraction ou la glycolyse, qui permet la génération d’ATP. Les neurones
I’utilisent pour I’exocytose, la transcription de geénes ou la potentialisation et la dépression a
long terme, des processus impliqués dans I’apprentissage et la mémoire. Le pancréas aussi ol
le Ca®* participe 2 la sécrétion de fluides et d’enzymes (Berridge et al., 2000). Pour les cellules
du systtme immunitaire également, le calcium tient un r6le tres important dans le
développement, la différenciation, la mobilité ou la fonction. Le tableau 1 ci-dessous récapitule

le role de la signalisation calcique dans les cellules du systeme immunitaire.

Du fait de son importance, le calcium est un second messager dont la concentration
intracellulaire ([Ca®*]i) est constamment régulée dans les lymphocytes T. Cette régulation se
fait a plusieurs niveaux par des échanges a la fois entre les stocks intracellulaires (réticulum
endoplasmique et mitochondries) et le cytoplasme et entre le milieu extracellulaire et le
cytoplasme. A 1’état basal la cellule a une [Ca®*]i de 50-100 nM. Cette concentration est
maintenue grice a plusieurs pompes calciques telles que PMCA (Plasma Membrane Ca>*
ATPase), NCX (electrogenic NA*-Ca?* eXchangers) et SERCA (Sarco-Endoplasmic

Reticulum Ca’*-ATPase). Lors de 1’activation des lymphocytes ce niveau peut augmenter

jusqu’a 500 nM provoquant une cascade de signalisation.
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Type cellulaire Fonctions

Lymphocyte T, Treg | Développement, différenciation, activation, anergie, motilité, formation de la synapse
et cellules NKT immunologique, cytotoxicité

Lymphocytes B Maturation, activation
Mastocytes Dégranulation, sécrétion d'histamine
Cellules NK Activité cytolytique en réponse a la reconnaissance de la cellule cible

Cellules Dendritiques | Maturation des DCs a partir de progéniteurs myéloides, expression du CMH de classe
II et des molécules de co-stimulation, migration des DCs immature dans les organes
lymphoides secondaires

Macrophages Expression de cytokines pro-inflammatoire, expression du TNF et d’iNOS,
phagocytose
Neutrophiles Phagocytose

Tableau 1 : Réle du calcium dans les cellules du systéeme immunitaire.
Adapté de (Feske, 2007)

Suite aux premiers signaux d’activation du TCR, I’IP3 produit par la phospholipase Cy1 va lier
son récepteur IP3R situé au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE). IP3R
est constitué de quatre sous-unités formant un tétramére qui, apres liaison de 1’'IP3, change de
conformation et provoque le relargage des stocks de Ca*>* du RE dans le cytoplasme (Berridge,
2016) augmentant ainsi la [Ca®']i. Cependant cette augmentation n’est pas suffisante et
soutenue pour activer completement les L'Ts, pour cela un apport depuis I’extérieur de la cellule
est nécessaire. Les protéines STIM 1 et 2 que I’on trouve sur la membrane du RE sont les
senseurs du Ca®* intra-réticulum (Liou et al., 2005). Lorsque les stocks du RE se vident, les
protéines STIM forment des oligomeres qui vont se déplacer sur la membrane jusqu’au site le
plus proche de la membrane plasmique. Ici elles ouvrent les canaux CRAC (Calcium Release-
Activated Calcium) composés de 4 protéines transmembranaires ORAI et qui permettent
I’entrée du calcium depuis le milieu extracellulaire (Zhang et al., 2005). Cette fois-ci
l’augmentation de [Ca**]i qui en résulte active le senseur du calcium cytoplasmique, la
calmoduline (CaM) (Chin and Means, 2000) qui a son tour active la calcineurine (CN). Cette

phosphatase va alors dé-phosphoryler ces cibles dont le facteur de transcription (TF) NFAT.

NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells), d’abord identifier pour son réle dans 1’expression
de ’IL-2 (Shaw et al., 1988), est un TF clé dans la régulation des lymphocytes. La famille
NFAT est composée de cinqg membres. NFAT1 (ou NFATc2), NFAT2 (ou NFATc1), NFAT3
(ou NFATc4) et NFAT4 (ou NFATc3) sont localisés dans le cytoplasme a 1’état basal et leur
translocation nucléaire est régulée par le calcium via leur déphosphorylation par la calcineurine
(Macian, 2005). NFATS quant a lui peut €tre détecté a la fois dans le cytoplasme et le dans le

noyau en condition isotonique et son transport nucléocytoplasmique est régulé par les
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changements de tonicité extracellulaire (Tong et al., 2006). Une fois dans le noyau NFAT régule
I’expression de nombreux génes. En effet, alors que 75% des geénes exprimés ou réprimés lors
de I’activation du TCR sont dépend du calcium, I’utilisation d’inhibiteur de la calcineurine
comme la cyclosporine A (CsA) et le FK506, empéchant la translocation de NFAT (Kiani et
al., 2000; Timmerman et al., 1996), a permis de mettre en évidence la régulation d’une grande
partie de ces genes par NFAT (Feske et al., 2001). Cependant il n’assure pas seul cette
régulation et a de nombreux partenaires dans le noyau. Sa liaison et coopération avec d’autres
facteurs de transcription permettent 1’intégration de différentes voies de signalisation afin
d’activer des programmes spécifiques. Par exemple lors de la différenciation des lymphocytes
T en effecteurs, NFAT interagit avec plusieurs TFs pour permettre 1’expression de cytokines
spécifiques (tableau 2). Les échanges de NFAT entre le noyau et le cytoplasme sont des
processus régulés de facon trés dynamique. L’arrét du signal calcique engendre rapidement la
phosphorylation de NFAT, par des kinases telles que GSK3 (Glycogene Syntase Kinase 3) ou
CK1 (Casein Kinase 1), qui passe alors sous sa forme inactive et entraine sa translocation vers
le cytoplasme. Ainsi un signal calcique prolongé est nécessaire pour maintenir NFAT dans le

noyau sous sa forme active.

gzzt:;ﬁggo(f Site d'interaction Effet

?51;11) (FOS, Promoteurs de plusieurs de génes de cytokines Synergie positive

C/EBP Promoteur de PPAR-y Synergie positive

MAF Promoteur de 1'T1-4 Synergie positive

EGRI1 et EGR4 | Promoteur du Tnf Synergie positive

GATA3 Enhancer 3' de 11-4 Synergie positive

ICER Promoteurs de plusieurs de génes de cytokines Inhibition de l'activité de NFAT
IRF4 Promoteur de 1T1-4 Synergie positive

MEF2 Promoteur de NUR77 Synergie positive

OCT Enhancer de I'Tl-3 Synergie positive

p21SNFT Promoteur de 1T1-2 Inhibition de l'activité de NFAT
PPAR-y Promoteur de I'Tl-2 Inhibition de l'activité de NFAT
T-bet Enhancer 5' de 1'Ifn-y Synergie positive

Tableau 2 : Les partenaires de transcription de NFAT.

AP-1, activator protein 1; C/EBP, CCAAT/enhancer-binding protein; EGR, early growth response;
GATA3, GATA-binding protein 3; ICER, inducible cyclic AMP early repressor; Ifn-y, interferon-y ; I,
interleukin; IRF4, IFN-regulatory factor 4; MEF2, myocyte-enhancer factor 2; NFAT, nuclear factor of
activated T cells; NUR77, orphan nuclear receptor 77; OCT, octamer-binding transcription factor;
p215NFT 21-kDa small nuclear factor isolated from T cells; PPAR-y, peroxisome- proliferator-activated
receptor-y; Tnf, tumour-necrosis factor. Adapté de (Macian, 2005).
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L’effet de la calcineurine n’est cependant pas restreint a I’activation de NFAT. D’autres études
ont montré son implication dans la voie NF-kb, ou elle synergise avec la protéine kinase C pour
activer le complexe IKK permettant la translocation nucléaire de NF-«xb (Trushin et al., 1999).
En plus de la CN, le complexe Ca?*/calmoduline a d’autres cibles telles que les protéines
kinases Ca®*/calmoduline-dépendante CaMKII et CaMKIV. Elles permettent la
phosphorylation et I’activation de facteurs de transcription tels que CREB (Cyclic-AMP-
Responsive-Element-Binding protein) et MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) (Figure 4). Pour
finir d’autres études ont montré que le calcium a un réle important sur I’activité de Ras, une
GTPase impliqué dans la signalisation des MAP kinases comme Erk ou JNK (Cullen and
Lockyer, 2002).

Toutes ces voies sont donc sensibles aux changements de concentration intracellulaire du Ca?*
De plus, leur I’activation est également dépendante de I’intensité¢ et de la durée des flux
calciques percus par les lymphocytes T. En effet, alors que ’activité de NFAT nécessite un flux
calcique prolongé avec de faibles pics calciques répétés, celle de NF-kb ou JNK requiert un

flux calcique court mais fort (Dolmetsch et al., 1997, 1998).
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Figure 4: La voie calcique.

Suite a I’activation du TCR la PLC y1 hydrolyse le PIP2 pour produire du DAG et de I’inositol
triphosphate (IP3). IP3 permet le relargage du calcium intra-réticulum (RE) en se liant a son récepteur
IP3R. Lorsque les stocks calciques du RE diminuent, les protéines senseurs STIM 1 et 2 forment des
oligomeres, se déplacent sur la membrane du RE pour activer les canaux CRACs situés sur la membrane
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plasmique. Cela engendre une entrée de Ca2+ dans le cytosol depuis le milieu extracellulaire. La
concentration intracellulaire de calcium augmente alors entrainant I’activation de protéines sensibles au
Ca* comme la calmoduline (CaM). CaM active a son tour la calcineurine (CN) qui va déphosphoryler
NFAT et permettre sa translocation nucléaire. La CN joue également un rdle dans la voie NF-xb par
Pactivation du complexe IKK. Le complexe Ca®*/CaM active également les protéines CaMKs
(Ca**/calmoduline-dépendante Kinase), qui activent les facteurs de transcription CREB, MEF2. A Iétat
basal la concentration calcique est régulée constamment par des échanges entre le milieu extracellulaire,
le cytosol et les stocks grice a plusieurs pompes : PMCA (Plasma Membrane Ca’* ATPase), NCX
(electrogenic NA*-Ca** eXchangers) et SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca**-ATPase). Le
FK506 et la cyclosporine A (CsA) permettent d’inhiber la calcineurine. La thapsigargine (TG) inhibe la
pompe SERCA induisant une augmentation du calcium intracellulaire.

c. La voie des MAPKs

Le second produit de la PLCy1, le diacylglycerol, est en grande partie a I’origine de 1’activation
la voie des MAPKs qui sont impliquées dans plusieurs processus biologiques comme la
prolifération, la différentiation ou la mort cellulaire. DAG recrute a la membrane les protéines

kinases C-0 (PKCB0) et RasGRP (RAS Guanyl nucleotide-Releasing Protein).

PKCO active un complexe protéique formé de CARMAI1 (Caspase Recruitment domain-
containing Membrane-Associated guanylate kinase protein 1), Bcl10 (B-Cell Lymphoma 10)
et MALT1 (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue lymphoma translocation gene 1). Ce
complexe avec I’aide de MEKK 1 (MEK Kinasel) active un autre complexe, IKK (IxB Kinase).
IKK ubiquitile ensuite IkB, ce qui conduit a sa dégradation par le protéasome. IkB séquestrant
NF-«B dans le cytoplasme a 1’état basal, I’activation de cette cascade de signalisation permet

la libération de NF-kB et sa translocation dans le noyau.

La protéine RasGRP quant a elle active Ras, une petite GTPase au centre de trois voies de
signalisation MAPK. Une fois activée, Ras s’associe a des MAPK kinase kinases comme Raf
pour I'une des voies ou MEKKI1 pour les deux autres voies. L’association avec MEKK1
nécessite 1’addition de Rac, une autre GTPase activée par Vav. Ces complexes protéiques
activent ensuite des MAPK kinases ; ERK kinase (MEK) pour Raf, JNK kinase (JNKK) et
MAPK kinase 3/6 (MKK3/6) pour MEKKI1. Pour finir ces MAPK kinases vont activer les
MAPK effectrices Erk (Extracellular signal-Regulated Kinase), JNK (JuN Kinase) et p38
(Protein kinase of 38 kDa) respectivement. Toutes les trois conduisent entre autre a 1’activation
par phosphorylation des TFs Fos et Jun qui par leur association forment le facteur de

transcription AP-1 (Rincén et al., 2001) (figure 5).
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Figure 5: La voie des MAPKs.

Suite a I’activation du TCR la PLC y1 hydrolyse le PIP2 pour produire I’IP3 et le diacylglycerol (DAG).
DAG recrute la PKCO (Protein Kinace C-0) a la membrane plasmique qui active un complexe formé de
trois protéines : CARMA1/Bcl10/MALT1. Ce complexe et la protéine kinase MEKK1 (MEK Kinasel)
activent un autre complexe, IKK (IxkB Kinase) qui permet la dégradation par le protéasome d’IxB. Une
fois IkB dégradé le facteur de transcription NF-kB va pouvoir transloquer dans le noyau. DAG recrute

=

%%

également RasGRP (RAS Guanyl nucleotide-Releasing Protein) qui active la GTPase Ras. Ras est le
point de départ de trois cascades de signalisation qui font intervenir les MAP kinases. L’association avec
Raf active MEK puis Erk (Extracellular signal-Regulated Kinase). L’association avec MEKK1, qui
nécessite Rac, actives les kinases JNKK et MKK3/6 qui aboutissent a I’activation de JNK (JuN Kinase)
et p38 (Protein kinase of 38kDa) respectivement. Les MAPK effectrices Erk, JNK et p38 phosphorylent
et activent les TFs Fos et Jun qui en s’associant forme AP-1. Le Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)
permet 1’activation des voies NF-xB et Erk.

d. La voie PI3K/Akt

Je terminerai cette description des voies de signalisation sous le TCR en évoquant la voie PI3K
(Phospholnositide 3-Kinase) / Akt (protein kinase B) qui régule également plusieurs processus
cellulaires important. La PI3K peut €tre activée via le TCR par la protéine Ras ou par les
récepteurs a tyrosine kinase comme les corécepteurs ou les récepteurs a interleukines (IL). Elle
permet la production d’un second messager, le PIP3 (Phosphatidyllnositol-3,4,5-triPhosphate),
qui recrute la kinase Akt aux abords de la membrane plasmique ol elle peut étre phosphorylée

et activée par PDKI1 (phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1). Akt peut alors activer ou
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inhiber différentes cibles par phosphorylation. Je ne détaillerai que les principales, en rapport

avec mes travaux.

La premicre cible est le complexe TSC1/2 (Tuberous Sclerosis Proteins 1/2), le répresseur
principal de mTORCI1. Akt inhibe ce complexe provoquant I’activation de la voie mTOR
(mechanistic Target Of Rapamycin) qui se divise en deux complexes : mMTORCI1 ot mTOR est
associée a3 RAPTOR (Regulatory-Associated Protein of mTOR) et mTORC2 ou elle est
associée a RICTOR (Rapamycin-Insensitive Companion of mTOR). IIs finissent par activer les
protéines 4E-BP1 (eIF4E Binding Protein) / S6K (p70S6-Kinase) et PKC respectivement (Hay,
2004). De plus le complexe mTORC?2 a également été décrit comme phosphorylant Akt sur la

sérine 473, permettant son 1’activation compléte (Dan et al., 2016).

La seconde cible est GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), une kinase clé dans la production
de cytokines pro et anti-inflammatoire. Elle peut phosphoryler et activer plusieurs facteurs de
transcription comme CREB, JUN, NF-kB ou encore les STATSs 1,3 et 5 (Signaling Transducer
and Activator of Transcription 1, 3 and 5) (Wang et al., 2011). Un autre de ses roles est la
phosphorylation de NFAT provoquant ainsi son export nucléaire. Ainsi en phosphorylant

GSK3, Akt I’inhibe et favorise indirectement une activation plus soutenue de NFAT.

La derniere cible d’Akt que je présenterai est Foxo (Forkhead box de classe O), un facteur de
transcription important dans I’activation des lymphocytes T (je reviendrai en détail sur ce TF
dans la partie « Différenciation des lymphocytes T CD4* naifs en effecteurs »). De la méme
maniere que les cibles précédentes Foxo est phosphorylé et inhibé par Akt. En effet, sous sa
forme phosphorylé Foxo est exclu du noyau puis dégradé par le protéasome (Peng, 2008)

(figure 6).
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Figure 6: Voie PI3K/Akt.

La PI3K, activée via Ras ou les récepteurs a tyrosine kinase comme le CD28, permet la production de
PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). Ce dernier recrute Akt vers la membrane plasmique
pour étre phosphorylée et activée par PDK1. Akt active alors la voie mTor en inhibant le complexe
Tsc1/2, un répresseur de mMTORCI1. Akt inhibe aussi GSK3, qui induit la phosphorylation de NFAT et
sa sortie du noyau. Enfin Akt phosphoryle le TF Foxo, ce qui induit sa translocation vers le cytoplasme.

La signalisation TCR comme je 1’ai décrite dans ce manuscrit aboutit donc principalement a
I’activation ou a la répression des facteurs de transcriptions NFAT, NF-kb, Fos/Jun (AP-1) et
Foxo. D’autres TFs peuvent également étre régulés via le TCR comme CREB et MEF2, que
J’al mentionné précédemment, mais aussi SP1 (Specificity Protein 1) ou encore la famille des
TFs Runx (Runt-related transcription factor). Bien siir tous ces facteurs ne sont pas les seuls a
étre régulés par le TCR mais j’ai focalis€ mon attention sur ceux-ci durant ma these car ils sont
impliqués dans I’expression de Foxp3, un point sur lequel je reviendrai un peu plus loin dans le

manuscrit.

Pour finir sur cette partie TCR et signalisation, je parlerai des récepteurs corépresseurs et co-
activateurs comme ceux de la famille de CD28 qui délivre un second signal. En effet lors de
leur activation, les lymphocytes T ont besoin d’un second signal afin de recevoir une
stimulation optimale, mais également de signaux pour atténuer cette signalisation et éviter une

activation inadéquate.
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4. Les corécepteurs

Dans les lymphocytes T CD4*, le CD4 joue un rdle important dans la liaison du TCR avec le
CMH de classe II en renforcant et prolongeant cette interaction. Il permet aussi le recrutement
de la protéine Lck au niveau du complexe TCR/CD3. Je ne reviendrais pas plus en détails sur

le CD4, celui-ci étant développé dans la partie 3a.

Les co-stimulateurs de la famille des CD28 sont des récepteurs a tyrosine kinase exprimés par
les LTs formant un dimeére lorsqu’ils reconnaissent leur(s) ligand(s) exprimé(s) par les APCs.
CD28 est le membre principal et ses ligands sont CD80 et CD86. L’interaction de CD28 avec
ces ligands induit la phosphorylation des tyrosines situées sur la portion cytoplasmique du
récepteur, ce qui permet le recrutement des protéines PI3K, Grb2, Vav et ITK. Comme nous
I’avons vu ces protéines font également partie de la signalisation TCR, c¢’est pourquoi le signal
CD28 est considéré comme permettant d’augmenter quantitativement cette signalisation (Acuto
and Michel, 2003). Un autre co-stimulateur, ICOS (et son ligand ICOSL) permet aussi
d’augmenter le signal TCR en recrutant la PI3K. Ces co-stimulateurs apportent donc un second
signal positif qui contribue a I’activation, la différenciation et aux fonctions effectrices des

lymphocytes T, mais seul CD28 joue un role dans leur prolifération.

PDI1 (ligand : PDL-1) et CTLA4 (ligands : CD80/86) quant a eux régulent négativement la voie
TCR. Chacun inhibe entre autre la voie Akt via des mécanismes distincts. CTLA4 active PP2A
(Protein Phosphatase 2A) qui cible directement ’activation d’Akt, alors que PD1 bloque
I’activation de la PI3K via CD28 (Chemnitz et al., 2004). PD1, qui a la particularité d’étre
monomeérique, doit co-localiser avec le TCR/CD28 pour son inhibition. CTLA4 qui partage les
mémes ligands que CD28, mais avec une affinité plus forte, peut inhiber la signalisation TCR
par compétition pour CD80/86. Pour finir ces corépresseurs ne sont pas présents sur les LTs
naifs mais sont exprimés rapidement apres leur activation. Ils sont ainsi fréquemment utilisés

comme cible lors d’immunothérapies visant a contrdler les réponses immunitaires des

lymphocytes T (Sharpe and Pauken, 2017; Walker and Sansom, 2011).

Pour finir, un autre récepteur qui permet de moduler la signalisation TCR est le CDS5. Son
expression augmente suite a 1’activation du TCR et est corrélée a la force du signal recu, point
sur lequel je reviendrai dans la suite de ce manuscrit. Il est admis que CD5 exerce un role négatif
sur la signalisation initié par le TCR. SHP-1 (SH2-containing phosphotyrosine phosphatase)
qui se lie a la partie cytoplasmique de CDS5 (Perez-Villar et al., 1999) semble diminuer la

phosphorylation de protéines telles que PLCyl1, la chaine { du TCR et Vav. Un article récent
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montre cependant que CDS5 peut inhiber la signalisation TCR de facon efficace méme en
absence SHP-1 (Dong et al., 2016). D’autres études indiquent que CDS5 recrute des protéines,
impliquées dans la régulation négative du TCR comme c-Cbl qui joue un réle dans
I’ubiquitination induite par le TCR (Voisinne et al., 2016) ou encore RasGAP impliqué dans la
voie Ras (Burguefio-Bucio et al., 2019).
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I1. Développement thymique des lymphocytes T

Comme la grande majorité des cellules du systéme immunitaire, les lymphocytes T dérivent
des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. Ces précurseurs des LTs (aussi
appelés cellules lymphoides progénitrices) migrent dans le thymus pour se développer et passer
la sélection thymique afin d’étre éduqués en lymphocytes T matures qui reconnaissent un
antigene étranger spécifique. Cependant cette éducation est basée sur la capacité des cellules a
reconnaitre le Soi. En effet, les sélections positive et négative, permettent de sélectionner les
cellules capables de reconnaitre un peptide du Soi associé au complexe majeur
d’histocompatibilité (complexe pPCMH). Mais cette reconnaissance ne doit pas étre trop forte
afin d’éviter I’activation des cellules en périphérie. Cette reconnaissance du Soi aussi appelée
auto-réactivité est au centre du développement thymique des lymphocytes T et dépend de
I’interaction TCR-pCMH. Le TCR est exprimé par les LTs comme nous avons pu le voir tandis
que le complexe pCMH est exprimé par les cellules épithéliales thymiques (TECs), les cellules
dendritiques (DCs) et les fibroblastes mésenchymateux qui composent le thymus. Via cette
interaction les cellules recevront des signaux (survie, expression de récepteurs, prolifération,
engagement dans une voie de différenciation, engagement dans I’apoptose) qui permettra leur

sélection et leur maturation.
1. Les premieres étapes du développement thymique

Les précurseurs des lymphocytes T entrent dans le thymus par la jonction cortico-médullaire et
migrent dans le cortex. Arrivées dans la zone corticale, ces cellules sont appelées thymocytes
(ou lymphocytes immatures) et sont au stade double négatif (DN), c’est-a-dire qu’ils
n’expriment pas encore les corécepteurs CD4 et CD8. Au cours de leur progression jusqu’a la
zone sous capsulaire les thymocytes vont passer par quatre stades de maturation, DN1 a DN4,

pour aboutir a un stade appelé double positif (DP).

Brievement, le passage au stade DN 1, via la voie de signalisation Notch, signifie que les cellules
s’engagent dans la différenciation en lymphocyte T (Maillard et al., 2005). Au stade DN2 les
thymocytes commencent la recombinaison V(D)J au niveau des locus vy, 6 ou f du TCR. Ce
processus est assuré par les protéines RAGs (Recombinason Activating Genes) composées de
RAGI et RAG2 (Krangel, 2009). Une fois la recombinaison terminée, les cellules sont passées
au stade DN3 et expriment a leur surface un TCR préliminaire formé d’un dimeére y/6 ou d’un

dimere B/pré-Ta (une chaine o invariante de substitution). Cela dictera le choix du lignage o3
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ou 0. La sélection B qui entre en jeu a ce stade permet de sélectionner les thymocytes oy qui
présentent un pré-TCR avec une chaine 3 fonctionnelle. Elle permet également aux thymocytes
v6 de quitter la voie conventionnelle de développement (Carpenter and Bosselut, 2010). Les
thymocytes aff vont alors proliférer et se différencier en DN4. Ils commencent ensuite la
recombinaison V(D)J du locus o du TCR. Une fois la chalne a exprimée, elle s’associe a la
sous-unité B pour former un TCRap, les thymocytes passent alors au stade double positif ou ils
expriment les corécepteurs CD4 et CD8. Ainsi ils vont pouvoir continuer leur maturation au
niveau du cortex thymique et passer la premiere étape de sélection thymique : la sélection

positive.
2. Premiere éducation thymique : la sélection positive

La sélection positive est la premicre sélection basée sur I’auto-réactivité des lymphocytes T,
c’est-a-dire leur capacité a reconnaitre via leur TCR le complexe pCMH. En effet a ce stade les
thymocytes DP expriment bien le TCR a leur surface mais ce dernier n’est pas nécessairement
fonctionnel. Seules les cellules capables de reconnaitre le Soi sont sélectionnées positivement
au cours de cette étape. Cette interaction avec le Soi qui engage la signalisation TCR permet
aux thymocytes de survivre, via entre autres I’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-XL,
et de poursuivre leur développement au stade simple positif (SP). En revanche les cellules qui
ne peuvent interagir ou qui reconnaissent le complexe pCMH avec une affinité trop faible ne
recoivent pas de signaux de survie et meurent par apoptose, ce que I’on appelle la mort par
négligence. Les cellules épithéliales corticales thymiques (CTECs) qui expriment le complexe
pCMH assure cette sélection. Le peptide du Soi qu’elles présentent a leur surface peut étre
associé a une molécule du CMH de classe I ou de classe II. Cela permet aux thymocytes
sélectionnés de se diriger vers la lignée CD4 ou CDS en fonction de leur affinité respective pour
le CMH de classe II ou I. Suite a cette sélection environ 10% seulement des thymocytes
parviennent au stade simple positif CD4* ou CD8*. Ces lymphocytes T encore immatures vont
poursuivre leur maturation et passer dans la zone médullaire du thymus, appelée médulla, afin

de subir la seconde étape de sélection thymique : la sélection négative (figure 7).
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Figure 7 : Schéma général du développement des lymphocytes T dans le thymus.

Les progéniteurs lymphoides apparaissent dans la moelle osseuse et migrent vers le thymus. Les
lymphocytes T engagés précocement n’expriment pas le récepteur des lymphocytes T (TCR), le CD4 et
le CD8, et sont qualifiés de thymocytes doubles négatifs (DN; pas de CD4 ni de CDS). Les thymocytes
DN peuvent étre subdivisés en quatre étapes de différenciation (DN1, CD44* CD257; DN2, CD44*
CD25*%; DN3, CD44  CD25*; et DN4, CD44 CD25). Au fur et a mesure que les cellules progressent
dans les stades DN2 a DN4, elles expriment le TCR, qui est composé de la chaine pré-Ta non réarrangée
et d'une chaine B TCR réarrangée. La bonne expression du pré-TCR conduit a une prolifération cellulaire
substantielle au cours de la transition DN4 a double positive (DP) et le remplacement de la chaine a pré-
TCR par une nouvelle chaine a TCR réarrangée, ce qui donne un TCR aff complet. Les thymocytes aff
TCR* CD4* CDS8* (DP) interagissent ensuite avec les cellules épithéliales corticales qui expriment une
haute densité de molécules du CMH de classe I et de classe II associées avec un peptide du soi. Le
lignage des thymocytes DP dépend de la signalisation qui est médiée par l'interaction du TCR avec ces
ligands peptide du soi-CMH. Trop peu de signalisation entraine l’apoptose retardée (mort par
négligence). Trop de signalisation peut favoriser I'apoptose aigué (sélection négative); ceci est plus
commun dans la médulla lors de la rencontre avec des ligands du soi fortement activateurs sur des
cellules hématopoiétiques, en particulier des cellules dendritiques. Un niveau approprié, c’est-a-dire
intermédiaire de la signalisation TCR initie la maturation effective (sélection positive). Les thymocytes
qui expriment les TCRs qui se lient aux CMH de classe I deviennent des cellules T CD8*, alors que ceux
qui expriment des TCRs se lient CMH de classe II deviennent des cellules T CD4*; ces cellules sont
alors prétes a étre exportées de la médulla vers les sites lymphoides périphériques. SP, simple positif.
Issue de (Germain, 2002).
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3. Deuxieme éducation thymique : la sélection négative

La sélection négative, aussi appelée délétion clonale, dépend de 1’auto-réactivité des
lymphocytes T et de leur affinité pour le Soi a travers I’interaction TCR-pCMH. Les thymocytes
SP issus de la sélection positive sont tous capables de reconnaitre le Soi, mais posseédent une
affinité variable pour celui-ci. Ainsi, cette étape permet de tester cette affinité et d’éliminer les
cellules exprimant un TCR avec une trop forte affinité pour le Soi. En effet des lymphocytes T
fortement auto-réactifs sont susceptibles de déclencher des maladies auto-immunes et s’averent
néfastes pour 1’organisme. Ils sont donc sont éliminés au cours de cette sélection par apoptose.
Les autres cellules possédant une affinité suffisante pour le complexe pCMH pourront terminer

leur développement et rejoindre la périphérie (figure 8).

Mort Sélection Sélection  Sélection
par négligence Positive Agoniste  Neégative
: z L. L Y
o 9 i | =5 3
. -
o 3 - 3 2o
Eo ! ' = @
0 0O N 0O q
Z 0 c

Figure 8 : Sélection thymique en fonction du signal TCR percue par la cellule.

Dans la médulla cette sélection est assurée par les cellules épithéliales médullaires thymiques
(mTEC:sS) et les cellules dendritiques. Ces cellules présentent, via une molécule du CMH, des
antigenes du Soi qui sont également exprimés dans les tissus en périphérie. L’expression et la
présentation de ces antigenes tissulaires périphériques, ou TRA (Tissue Restricted Antigens),
permettent d’induire une tolérance (Derbinski et al., 2001). Le facteur de transcription AIRE
(AutoImmune REgulator) exprimé dans les mTECs contrdle I’expression d’environ 40% de ces
TRAsS (St-Pierre et al., 2015). De plus il régule aussi le développement et 1a fonction des mTECs
comme leur maturation (Nishikawa et al., 2014) ou I’expression de XCL1 qui permet
I’accumulation de DCs dans la médulla (Lei et al., 2011). AIRE est donc indispensable pour
induire une bonne tolérance. En effet, les souris déficientes pour Aire présentent une diminution
d’expression de nombreux TRAs ainsi qu’un phénotype auto-immun, comme la production
d’auto-anticorps et une infiltration de cellules inflammatoires dans plusieurs tissus (Anderson,

2002; Hubert et al., 2009). De plus chez ’homme la mutation de ce geéne entraine le
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développement de ’APECED (Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidosis Ectodermal
Distrophy), une maladie auto-immune multi-organe. Les patients présentent, dans la plupart des
cas, une candidose au niveau de la peau et des muqueuses, des endocrinopathies auto-immune
comme 1’hypoparathyroidie ou I’insuffisance surrénale, mais aussi des anomalies dentaires et
une dystrophie ectodermique. Chaque patient posseéde également un répertoire unique de
réactivité d’auto-anticorps (Capalbo et al., 2012; Meyer et al., 2016; Nagamine et al., 1997).
Ces symptdmes suggérent qu’une déficience en Aire entraine une sélection anormale des
lymphocytes T dans le thymus, qui vont ainsi réagir au Soi en périphérie, ainsi qu’une perte de

la tolérance des cellules B induite par les cellules T.

D’autres cellules participent a la sélection négative en présentant des TRAs qu’elles ont capté,
ce sont les cellules dendritiques. Plusieurs types de DCs colonisent le thymus : les DCs
plasmacytoides (pDC) et les DCs conventionnelles (cDC) issue de la périphérie ou du thymus
(Bonasio et al., 2006; Donskoy and Goldschneider, 2003; Li et al., 2009). Le r6le des pDCs
dans cette sélection négative n’est pas encore totalement établi. Cependant certaines études
montrent qu’elles sont capables de capter des antigénes en périphérie et de les transporter dans
le thymus de maniere dépendante du CCR9 (Hadeiba et al., 2012). De plus les pDCs CCR9*
semblent promouvoir la différenciation des lymphocytes T CD4 naifs en cellule régulatrice a la
périphérie (Hadeiba et al., 2008). Cette sous population de pDC pourrait ainsi jouer un réle dans
la tolérance apres leur recrutement dans le thymus. Les cDCs issues du thymus, qui résident
dans la médulla, présentent a leur surface des antigenes capturés dans le microenvironnement
thymique. En revanche, les cDCs migratrices issues de la périphérie, qui peuvent se localiser
dans la médulla et le cortex, présentent essentiellement des antigenes captés a la périphérie ou
véhiculés par le sang (Klein et al., 2014). La présence des cDCs au niveau du cortex suggere
que la sélection négative n’est pas restreinte a la médulla. En effet, des études montres qu’une
délétion clonale des thymocytes au stade DN se produit dans le cortex (Daley et al., 2013a).
Cette sélection négative étant principalement controlée par les DCs corticales (McCaughtry et

al., 2008).

Enfin la présence de cellules B dans le thymus a également été démontrée. Comparées aux
cellules B conventionnelles retrouvées en périphérie, les cellules B thymiques expriment plus
de CMHII et de molécules co-stimulatrices (Perera et al., 2013). Une partie de ces cellules
expriment également le facteur de transcription AIRE (Yamano et al., 2015). Les cellules B

thymiques semblent donc aptes a induire une tolérance. En effet, de récentes études ont montré
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I’implication des cellules B dans la génération de cellules T régulatrices (Treg) dans le thymus

(Walters et al., 2014).

Ainsi plusieurs populations cellulaires participent a I’éducation des lymphocytes T au cours de
la différenciation thymique (figure 9). Cela permet de générer des lymphocytes T naifs matures
possédant une affinité suffisante pour le Soi, les plus auto-réactifs étant éliminés. Un fort signal
TCR conduit généralement a la sélection négative. Cependant, sous certaines conditions ce
signal conduit au développement de lignées de lymphocytes T non conventionnelles (Stritesky

et al., 2012). Cette autre voie est appelée sélection agoniste.
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Figure 9: Les cellules stromales au cours du développement thymique des lymphocytes T.

Dans le cortex les cellules épithéliales corticales thymiques (cTEC) assurent le développement des
lymphocytes T. Ce sont les partenaires des LTs durant la sélection positive. On retrouve également des
cellules dendritiques conventionnelles (cDC) migratrices qui ont un role dans la sélection négative des
thymocytes double négatif (DN). Une fois passé au stade simple positif (SP) les thymocytes migrent
vers la médulla pour passer 1’étape de sélection négative avant de se diriger dans la périphérie. Cette
sélection négative a plusieurs actrices : les cellules épithéliales médullaires thymiques (mTEC), les DCs

plasmacytoides (pDC), les DCs conventionnelles résidantes ou migratrices ainsi que les cellules B. Issue
de (Klein et al., 2014).
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4. La sélection agoniste

Certains thymocytes qui expriment un TCR de forte affinité pour le Soi, plutot que de se voir
éliminés lors de I’étape de sélection négative, s’orientent vers la sélection agoniste. Voici une
liste des différents types cellulaires générés par cette voie (je ne détaillerai ici que le

développement des lymphocytes T régulateurs) :

o Les cellules nIEL (natural CD8*" IntraEpithelial Lymphocytes), qui résident
principalement dans I’intestin, participent a I’immunité et la tolérance (Leishman et al.,
2002).

o Lescellules nTh17 (natural T helper 17) qui luttent contre les bactéries extracellulaires
(Marks et al., 2009).

o Les cellules iNKT (invariant Natural Killer T) qui peuvent a la fois augmenter ou
inhiber la réponse immunitaire, en fonction des cytokines produites et de I’endroit ou
elles sont recrutées (Moran et al., 2011).

o Enfin les lymphocytes T CD4" régulateurs thymiques (tTreg) exprimant le facteur de
transcription Foxp3 (Forkhead box p3). Ces cellules sont dites régulatrices car elles
jouent un réle important dans le maintien de la tolérance immunitaire. Je reviendrai
plus en détail sur leur fonction dans la partie « Homéostasie et fonctions des

lymphocytes T CD4* »
a. Découverte des lymphocytes T régulateurs

Depuis les années 70 il est établi que certains lymphocytes T dit suppresseurs sont capables de
réguler la réponse immunitaire. En effet, les chercheurs Gershon et Kondo ont démontré que le
transfert de cellules thymiques prévient I’immunisation, par des globules rouges de mouton,
d’une souris thymectomisée, irradiée et reconstituée en moelle osseuse (Gershon and Kondo,
1970, 1971). En 1985 ces lymphocytes T suppresseurs sont d’abord caractérisés comme étant
des LTs CD4* CD5M (Sakaguchi et al., 1985). Puis en 1995, S. Sakaguchi identifie le CD25, la
chaine a du récepteur a I’IL-2, comme étant le premier marqueur de ces lymphocytes T CD4
régulateurs (Tregs) (Sakaguchi et al., 1995). Par la suite, au début des années 2000, une
similitude est observée entre les souris Scurfy, qui développent une maladie auto-immune due
a une prolifération incontrolée des lymphocytes T, et les patients atteints de 'IPEX (pour
Immunodeficiency, Polyendocrinopathy, and Enteropathy, X-linked syndrome). Tous les deux

présentent des mutations au niveau du gene de Foxp3 qui entrainent une dérégulation dans
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I’homéostasie des cellules T (Bennett et al., 2001; Brunkow et al., 2001). C’est alors que Foxp3
est décrit comme étant le facteur de transcription spécifique des lymphocytes T CD4*

régulateurs (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003).
b. Développement des cellules T régulatrices thymiques

La sélection agoniste, comme mentionnée précédemment, résulte d’une forte affinité pour le
Soi. L’utilisation de souris transgénique déficientes pour la protéine RAG1 (RAG1X°), mais
exprimant un TCR spécifique de la myéline, a permis de mettre en évidence 1I’importance de
cette affinité pour la génération de tTregs. Ces souris développent des 1ésions inflammatoires
au niveau du cerveau, ou encéphalites auto-immune (modele de souris EAE : Experimental
Autoimmune Encephalomyelitis) car elles ne possédent pas de Treg. Les souris RAGX® ne
peuvent en effet pas effectuer les réarrangements V(D)J nécessaires pour générer des TCRs de
hautes affinités. Ainsi les souris TCR transgénique pour la myéline et exprimant RAGI ne
développent pas d’EAE car elles sont capables de produire des cellules T régulatrices (Olivares-
Villagémez et al., 1998). En plus de cette forte affinité, les tTregs recoivent un signal TCR fort
lors de leur différenciation. En effet, grice au modele de souris transgénique Nur77eGFP, ou
I’expression de la GFP (Green Fluorescent Protein) est couplée a celle de Nur77 (un TF dont
I’expression est corrélée a la force du signal TCR), une €équipe a montré que les thymocytes
Foxp3* ont une expression plus forte de Nur77 (Moran et al., 2011). Une forte affinité pour le

Soi couplé a un signal TCR fort est donc nécessaire pour la génération de tTregs.

Les signaux engendrés par les molécules de co-stimulations, comme le CD28 exprimé par les
lymphocytes T, ont également un role important. Les souris déficientes pour 1’expression de
CD28 ont une tres forte diminution des Tregs thymiques et périphériques (Salomon et al.,
2000). Le CD28 permet d’augmenter le développement des thymocytes précurseurs des tTregs
et joue un rdle dans la survie des Tregs (Lio et al., 2010; Tang et al., 2003). D’autres molécules
de co-stimulations sont impliquées dans le développement des tTreg comme CD154, impliqué
dans leur expansion au niveau de la médulla (Spence and Green, 2008), et CD27, impliqué dans
leur survie en inhibant les voies apoptotiques mitochondriales (Coquet et al., 2013). Les voies
de co-stimulations participent ainsi a différents niveaux a la génération des lymphocytes T

CD4* régulateurs.

Enfin les derniers signaux essentiels au développement des tTregs sont apportés par les
cytokines telles que I’interleukine 2 (IL-2) essentiellement mais aussi I’'IL-7 et I’'IL-15. Le

récepteur de I’IL-2 est composé de trois chaines : a, B, et yc respectivement nommées CD25,
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CD122 et CDI132. Le CD132 étant commun aux récepteurs des trois cytokines, les souris
déficientes pour I’expression de cette protéine (CD132X°) ne possedent plus de Tregs. Il semble
cependant exister un réle compensatoire entre ces cytokines. En effet, les souris déficientes
pour I'IL-2 (IL-2X9) ou le CD25 (CD25%°) ont une diminution de 50% des tTregs, tandis que
chez les souris IL-7%° et IL-15%° aucune perturbation dans la génération des tTregs n’est
observée (Burchill et al., 2007; Fontenot et al., 2005; Vang et al., 2008). Ces résultats suggerent

un role prédominant de I’IL-2 dans la différenciation thymique des Tregs.

Pour résumer, la différenciation des lymphocytes T CD4" régulateurs thymiques peut étre
décomposée en deux étapes comme le montrent plusieurs études. La premiére étape résulte d’un
signal TCR fort, couplé a des signaux de co-stimulations, qui induisent I’expression de la chaine
o du récepteur de haute affinité a I’IL-2, le CD25. Les thymocytes, ou précurseurs des tTregs,
ainsi générés sont caractérisés comme étant CD25 Foxp3~ et deviennent sensibles a I’IL-2. La
seconde étape permettant la génération des tTreg CD25 Foxp3™* est induite par les cytokines,
essentiellement 1I’IL-2 qui via STATS permet I’expression de Foxp3 (Hsieh et al., 2012; Lio
and Hsieh, 2008) (figure 10).

TCR dependent _ TCR independent

Self antigen
MHC class il

Figure 10 : Le développement des lymphocytes T CD4* régulateurs thymiques en deux étapes.
Lorsque les thymocytes reconnaissent le complexe peptide du Soi-CMH de classe II en présence de
molécules co-stimulatrice (telles que CD80 ouCD86) et avec une avidité suffisamment élevée pour la
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sélection agoniste des cellules T régulatrices thymiques (tTreg), certaines de ces cellules sont
sélectionnées en tant que précurseurs des Tregs Foxp3- CD25". Le signal recu via le TCR conduit a
I’activation de plusieurs voies moléculaires en aval, y compris la voie NF-kB, qui conduit au remodelage
du locus de Foxp3, le rendant ainsi permissif a I’induction de son expression par la signalisation de I’IL-
2. A ce stade, les précurseurs ne nécessitent pas de stimulation supplémentaire du TCR pour I’expression
de Foxp3. Ils sont cependant sensibles aux cytokines telles que 1’IL-2 essentiellement (et [L.-15 dans une
moindre mesure) qui facilitent ’expression de Foxp3 via STATS qui se fixe a son promoteur. APC,
cellules présentatrice d’antigénes ; SP, simple positif. Issue de (Hsieh et al., 2012).

5. Intensité du signal TCR et développement thymique des lymphocytes T

Comme nous avons pu le voir précédemment, 1’affinit¢ du TCR pour le complexe peptide du
So0i-CMH joue un role essentiel dans le développement des lymphocytes T. En effet, la force
du signal TCR, qui résulte de I’interaction TCR-pCMH, dicte le devenir des thymocytes au
cours des différentes sélections thymiques. De nombreuses études ont été menées pour étudier
la capacité d’un peptide donné a induire une sélection positive ou négative. La plupart de ces
travaux utilisent la culture d’organe thymique de feetus (FTOC : Fetal Thymic Organ Culture)
issu de souris TCR transgénique restreint au CMH de classe I et déficient pour la protéine Tap1
(Antigen Peptide Transporter 1), Tap2 ou 32- microglobuline. Chez ces souris le développement
des thymocytes est arrété au stade de la sélection positive. L’addition d’un mix de peptides, ou
de peptides spécifiques, durant la FTOC permet d’induire une sélection positive ou négative.
L’utilisation de ce modele a permis de montrer que des ligands de faible affinité pour le TCR
induisent une sélection positive, tandis que des ligands de forte affinité peuvent engendrer deux
situations suivant leur concentration : a forte concentration ils induisent la sélection négative,
alors qu’a faible concentration ils causent une sélection agoniste (Gascoigne et al., 2016). Ces
travaux prouvent que la force du signal TCR percue par les thymocytes oriente leur devenir.
Bien que ce signal ait la méme origine quelques soit la sélection, la signalisation TCR qui en
suit engendre des changements biologiques différents. Les équipes d’E. Pamler et d’A.
Hogquist ont étudié ces différences, se focalisant sur la voie Ras-Erk des MAP Kinases, en
utilisant le modele de FTOC. IIs ont montré qu’au cours de la sélection positive le signal TCR
induit une phosphorylation transitoire de Erk, dans le cytoplasme et le noyau, suivie par une
augmentation graduelle de ce signal. Au contraire lors de la sélection négative, le signal TCR
induit une forte phosphorylation de Erk proche de la membrane plasmique mais qui n’est pas
prolongé dans le temps (Daniels et al., 2006; McNeil et al., 2005). Ces travaux suggerent
également que les flux calciques suivent une cinétique similaire lors des sélections. Cependant
le travail de HJ. Melichar, basé sur une technique de microscopie sur tranche de thymus, montre

quelques différences. La sélection positive semble induire une série de faibles flux calciques,
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tandis que la sélection négative induit un flux calcique fort et long (Melichar et al., 2013). Cette
différence met en avant la relation qui existe entre la force du signal TCR et la motilité des
thymocytes, un signal TCR fort étant reli€ a un arrét de migration des thymocytes. En effet, la
sélection positive provoque une augmentation progressive de la concentration intracellulaire de
calcium di a de courtes pauses de migration couplé a des flux calciques transitoires (Ross et
al., 2014). La sélection négative provoque, quant a elle, un arrét de migration et un fort flux

calcique suivie de la mort des thymocytes quelques heures apres (Dzhagalov et al., 2013).

Pour résumer, au cours du développement thymique on observe une corrélation entre I’affinité
des thymocytes pour le Soi, leur motilité ainsi que la force du signal TCR recu et la signalisation
qui est induite. Lors de la sélection positive, les thymocytes capables de reconnaitre le Soi vont
avoir de courtes interactions avec les cTECs. Ces interactions de faibles affinités vont
provoquer de faibles flux calciques, qui augmentent progressivement la concentration
intracellulaire de calcium, ainsi que des activations transitoires de la voie Erk. Cela entraine un
une activation 1égere et prolongé de la voie du TCR permettant la maturation des thymocytes
au stade SP. Au cours de la sélection négative, dans les thymocytes qui ont une trop forte affinité
pour le Soi, et donc une interaction forte avec les mTECs ou les DCs, on observe un arrét de la
migration. Cette forte interaction engendre un flux calcique important et une phosphorylation

de Erk plus forte également qui dirigent les thymocytes dans la voie apoptotique.

Les lymphocytes T matures sortant du thymus, apres avoir passés avec succes les étapes de
sélection, conservent cette capacité d’interagir avec le Soi. Ainsi, en périphérie ils recevront un
signal plus ou moins fort en fonction de leur affinité pour le Soi que I’on appelle « Tonic

Signaling ». Ce signal influence, comme nous allons le voir, leur homéostasie et leurs fonctions.
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ITI. Homéostasie et fonctions des lymphocytes T CD4*

Apres avoir passé avec succes les étapes de sélections, les thymocytes simples positifs doivent
encore subir quelques étapes de maturation avant de pouvoir sortir du thymus. Leur sortie
dépend en partie de leur expression de S1PR1 (Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1), un
récepteur couplé aux protéines G dont le ligand est S1P. Suite aux signaux TCR recus lors de
leur développement, les thymocytes SP immatures expriment la protéine de surface CD69, un
marqueur rapidement exprimé suite a une stimulation TCR. CD69 a la capacité de lier et
d’inhiber S1PR1, via un processus d’internalisation et de dégradation. Au cours des dernieres
¢tapes de maturation des thymocytes, 1’arrét de 1’interaction TCR-pCMH induit une perte
d’expression de CD69. Les thymocytes SP matures expriment alors a leur surface le récepteur
S1PR1. Cela leur permet de suivre le gradient de S1P formé en partie par les péricytes et cellules
dendritiques qui entourent les vaisseaux sanguins. Ainsi les cellules rejoignent la périphérie

(James et al., 2018).

Une fois en périphérie les lymphocytes T matures circulent entre les différents organes
lymphoides secondaires (SLOs) via le sang et le systeme lymphatique. Le passage dans les
SLOs leur permet de scanner les APCs a la recherche de I’antigéne dont ils sont spécifiques et
qui est nécessaire a leur activation. Cependant, en absence d’infection, ces rencontres avec les
APCs leur permettent également de recevoir des signaux provenant de I’interaction avec le Soi,
capacité qu’ils ont acquis lors de la différenciation thymique. Ainsi en périphérie les
lymphocytes T regoivent ce que I’on appelle un « Tonic Signaling » d@ a la reconnaissance du
Soi. Ce Tonic Signaling joue un rdle dans la survie et la fonction des LTs, en particulier des
cellules naives comme nous allons le voir. Je me focaliserai dans cette partie sur I’homéostasie
et la fonction des lymphocytes T CD4*, en particulier les cellules naives et régulatrices, je serai

tres succinct sur les cellules mémoires.

Les LTs CD4" dit conventionnels peuvent étre subdivisés en trois populations principales que
I’on distingue via I’expression de marqueurs spécifiques : les lymphocytes T CD4* naives (CD4

Tn), les lymphocytes T CD4* mémoires (CD4 Tmem) et les Tregs (Figure 11).
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Figure 11 : Populations de lymphocytes T CD4" conventionnels en périphérie.

CD4 Ty : lymphocytes T CD4* naifs ; Treg : lymphocytes T CD4* régulateurs ; CD4 Tmem :
Iymphocytes T CD4* mémoires ; TEM : cellules T mémoires effectrices ; TCM : cellules T mémoires
centrales.

1. Les lymphocytes T CD4" naifs
a. Fonction des lymphocytes CD4 Tn

Chez une souris élevée en condition EOPS (Exempt d'Organisme Pathogeéne Spécifique), les
lymphocytes T CD4* naifs représentent 80% de la population T CD4" en périphérie. Ils
expriment faiblement CD44, fortement CD62L et sont Foxp3-et CD25" (figure 11). Ces cellules
multipotentes sont dites naives car elles n’ont encore jamais rencontré 1’antigene dont elles sont
spécifiques, celui entrainant leur activation. Dés lors qu’elles rencontrent cet antigene, ces
cellules ont la capacité de se différencier en effecteurs appelés lymphocytes T auxiliaires (T
helper ou Th) ou cellules mémoires et de s’expandre afin de lutter contre les infections. Il existe
plusieurs types de cellules effectrices dont les plus connues sont : Th1, Th2, Th9, Th17, Th22,
Tth et pTreg. Le choix du lignage est tres largement dicté par I’environnement cytokinique dans
lequel se trouvent les lymphocytes T au moment de leur activation. Je reviendrais plus en détails
dans la suite de ce manuscrit sur la biologie, le mode de différenciation et la fonction de ces

effecteurs.
b. Homéostasie des cellules CD4 Tn

Comme nous avons pu le voir, les processus de sélection thymique permettent de générer des
lymphocytes T matures possédant une faible affinité pour le Soi. Cette capacité a reconnaitre le

Soi, ou auto-réactivité, n’est généralement pas suffisante pour induire une auto-immunité mais
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est essentielle a la survie des cellules CD4 Tn. Plusieurs études ont montré qu’en absence
d’infection les lymphocytes T CD4* naifs meurent progressivement si on les prive d’interaction
avec le complexe pCMH. Parmi ces études, deux équipes ont montré, par des approches
génétiques, qu’inhiber I’expression du TCR (Labrecque et al., 2001) ou d’une partie du TCR
(Polic et al., 2001) dans les lymphocytes T matures entraine une réduction de leur durée de vie.
De plus mon équipe a montré I’importance du CMH de classe II en utilisant des souris
transgéniques déficientes pour les chaines a et § des molécules I-A et I-E du CMH de classe 11
(souris CMHII*®). Ces souris n’expriment pas le CMHII et ont une diminution trés importante
des thymocytes simples positifs CD4" dans le thymus et des cellules T CD4" en périphérie
(Madsen et al., 1999). Lors d’un transfert adoptif de cellules T CD4" naives dans une souris
CMHII** on observe une diminution de leur survie (Martin et al., 2006) (figure 12). Ainsi en

périphérie I’interaction TCR-pCMH est essentielle a la survie des LTs CD4™ naifs.

D’autres signaux apportés par les cytokines comme I’'IL-7 essentiellement et 1’IL-15 sont
nécessaires a cette survie. Ces cytokines sont produites par les cellules stromales situées dans
les zones T des SLOs (Link et al., 2007). Les cellules CD4 Tx privées de signalisation IL-7, par
blocage du récepteur ou par transfert dans une souris déficiente pour I’IL-7 (IL-7%°), voient
leur survie diminuer (figure 12). Les cytokines telles que I’IL-7 et I'IL-15 favorisent la survie
cellulaire en induisant 1I’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1 qui inhibent

la voie mitochondriale de I’apoptose (Surh and Sprent, 2008).
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Figure 12: La survie des lymphocytes T nécessite a la fois une interaction TCR-pCMH et I'IL-7.
Panel de gauche : Des cellules T CD4* (5 x 10°), issues de ganglions de souris C57BL/6 CD45.1,
marquées au CFSE ont été injectées par intraveineuse dans des souris C57BL/6 CMHIIY* CD45.2. Le
nombre absolu de cellules CD4* CD45.1* CFSE* récupérées dans les ganglions et la rate des souris
CMHII** (carré blanc) et C57BL/6 (cercle noir) est représenté en fonction du temps apres transfert.
Issue de (Martin et al., 2006).

Panel de droite : Des cellules T CD4* ou CD8" (15 x 10°), issues de ganglions de souris C57BL/6 Ly5.1,
marquées au CFSE ont été injectées par intraveineuse dans des souris C57BL/6 (blanc) ou C57BL/6 IL-
7%© (noir). Le nombre absolu de cellules CD4* (cercle) ou CD8* (carré) Ly5.1* CFSE* récupérées dans
les ganglions et la rate des souris hotes est représenté en fonction du temps apres transfert. Issue de (Tan
et al., 2001).

Sous certaines conditions, les signaux nécessaires a la survie des lymphocytes CD4 Tn peuvent
entrainer leur prolifération. Ce phénomene appelé prolifération homéostatique ou encore LIP
(Lymphopenia-Induced Proliferation) peut étre observé lors d’un transfert de cellules CD4 Tn
dans une souris lymphopénique. Ces souris, telles que les souris déficientes pour la protéine
RAG ou le CD3, sont dépourvues de lymphocytes T. Ainsi lors du transfert de CD4 Tn dans
ces souris, I’augmentation de la disponibilité de I’IL-7 et des complexes pCMH permet a une
fraction des cellules de s’engager dans le processus de LIP (Fry and Mackall, 2005; Moses et
al., 2003). Ces cellules vont alors proliférer et acquérir les caractéristiques des cellules T
mémoires. Enfin la LIP, tout comme la survie, des cellules CD4 Tn est abolie en absence du

CMHII (Martin et al., 2003) ou de I’'IL-7 (Tan et al., 2001).

Pour conclure nous avons vu que I’homéostasie des lymphocytes T CD4" naifs nécessite des

signaux provenant d’une interaction réguliere avec le complexe pCMH ainsi que I'lL-7, et a
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plus faible degré I’IL-15. Ces signaux permettent de maintenir les cellules dans un état de

quiescence.
2. Les lymphocytes T CD4* mémoires

a. Fonction des lymphocytes CD4 Tmem

Lors d’une infection, par un virus ou une bactérie, d’un cancer, d’une maladie auto-immune ou
d’une allergie par exemple, les lymphocytes T CD4" naifs sont connus pour se différencier en
effecteurs apres avoir rencontré I’antigéne dont elles sont spécifiques. Une fois le pathogéne
éliminé, la plupart des cellules effectrices meurent par apoptose au cours de la phase de
contraction. Cependant, un pool de ces cellules survit et se différencie en cellules mémoires a
longue durée de vie. Ces lymphocytes T CD4" mémoires sont aussi Foxp3-, CD25 mais
expriment fortement le CD44 (CD44") comparé aux cellules naives. Chez la souris EOPS, ces
cellules représentent 5 a 10% de la population de T CD4*. Chez I’homme d’age moyen, qui est
soumis a une exposition antigénique permanente au cours de sa vie, on trouve environ 80% de

cellules mémoire parmi les lymphocytes T CD4™.

Les lymphocytes CD4 Tmem permettent d’augmenter qualitativement et quantitativement la
réponse immunitaire en cas de nouvelle rencontre avec le pathogene et sont divisés en deux

populations (figure 11) :

— Les cellules T mémoires effectrices (TEMs) CD62L- CCR7". On les retrouve dans le
sang et les tissus non lymphoides. Elles sont a I’origine d’une réponse effectrice
immédiate et produisent rapidement des cytokines, ¢’est la mémoire protectrice.

— Les cellules T mémoires centrales (TCMs) CD62L* CCR7*. L’expression de ces
récepteurs leur permet de circuler entre les différents SLOs. Ces cellules sont de bonne
productrice d’IL-2 et ont la capacité de proliférer rapidement et de se différencier en

cellules effectrices (Sallusto et al., 2004).
b. Homéostasie des cellules CD4 Tmem

L’homéostasie des lymphocytes CD4 Tmem est maintenue par un mécanisme de turnover faible
mais continu. Pour cela un signal TCR semble nécessaire pour maintenir les cellules dans un
état apte a répondre aux cytokines (Bushar et al., 2010). Les cytokines telles I’IL-7 et I’IL-15,
deux cytokines de la famille des yc, permettent de maintenir ces cellules CD4 Tmem dans un

état de prolifération faible mais continue (Surh and Sprent, 2008). C. Riou a démontré que les

44



voies de signalisation du TCR et des cytokines induisent une phosphorylation inhibitrice du
facteur de transcription Foxo3a dans les CD4 Tmem. Foxo3a est alors exporté du noyau et ne

peut activer la transcription de Bim et FasL, des molécules pro-apoptotiques (Riou et al., 2007).
3. Les lymphocytes T CD4* régulateurs

En périphérie on distingue deux types de lymphocytes T CD4* régulateurs en fonction de leur
origine : les Tregs thymiques (tTregs) qui proviennent du thymus et les Tregs périphériques
(pTregs) provenant de la différenciation des lymphocytes CD4 Tn. Nous avons vu
précédemment (partie I1.4.a et b) I’ontogénie des tTregs. Je ne détaillerai ici que I’homéostasie
et la fonction des lymphocytes T CD4* régulateurs en général et je reviendrai plus tard sur

I’ontogénie des pTregs.
a. Fonctions des Tregs

Les lymphocytes T CD4" régulateurs jouent un rdle prépondérant dans la régulation des
réponses immunitaires. Pour cela ils utilisent plusieurs modes d’action comme la sécrétion de
cytokines immunosuppressives, ils peuvent agir directement sur leurs cibles en activant ou
inhibant plusieurs voies moléculaires, ou indirectement via les cellules présentatrices
d’antigeénes afin d’empécher 1’activation d’autres cellules effectrices (figure 13). Je détaillerai

ici les fonctions de I’ensemble des Tregs (tTregs et pTregs).
» Les mécanismes de suppression des Tregs

L’IL-10, une molécule anti-inflammatoire sécrétée par plusieurs types cellulaires du systeme
immunitaire, est la premiere cytokine découverte comme étant impliquée dans les fonctions
suppressives des Tregs. En effet, I’'IBD (Inflammatory Bowel Disease) induite par le transfert
adoptif de cellules CD4 Tn dans un hote immuno-déficient peut étre controlé par un transfert
de Tregs issue de souris sauvage. Le transfert de Tregs provenant de souris IL-10%° quant 2 lui
ne permet pas ce contrdle de la pathologie (Asseman et al., 1999). De plus les souris ou les
Tregs sont déficientes pour I’IL-10 développent une IBD, une hyper-sensibilité cutanée et une
inflammation pulmonaire (Rubtsov et al., 2008). Ces souris ne développement cependant pas

de maladie auto-immune aussi sévére que les souris Foxp3%©

, ce qui démontre 1’implication
d’autres mécanismes suppresseurs. Le TGF (Transforming Growth Factor beta) et I’IL-35 sont
également importants pour la fonction des Tregs. En plus d’étre impliqué dans I’induction de

pTreg et le maintien de I’expression de Foxp3 (Chen et al., 2003; Li et al., 2006), le TGFf joue
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un role important dans la suppression de la prolifération des Tconvs (Marie et al., 2006;
Nakamura et al., 2001). Les Tregs qui produisent de 1’IL-35 agissent par contact avec leurs
cibles, les transformant en cellules régulatrices qui n’expriment pas Foxp3 et que I’on appelle
Tr35, qui possedent des fonctions suppressives et sont de bonnes productrices d’IL-35 (Collison

et al., 2009, 2010).

Les Tregs produisent également d’autres molécules suppressives pour entrainer la mort de leurs
cibles. Le granzyme B (GrzmB) permet au Tregs, via la voie perforine/granzyme, de lyser les
cellules cibles (Cao et al., 2007). Les protéines TRAIL (Tumor necrosis factor Related
Apoptosis Inducing Ligand), Fas-L (Fas Ligand) et la galectine-1 (Gal-1) induisent 1I’apoptose
chez les cibles des Tregs (Garin et al., 2007; Ren et al., 2007; Strauss et al., 2009).

L’altération métabolique est un autre mécanisme suppresseur des Tregs qui inhibe ’activation
et la prolifération des Tconvs. CD39 et CD73, exprimées a la surface des Tregs, transforment
I’ATP en adénosine, qui a des propriétés inhibitrices sur les Tconvs (Deaglio et al., 2007).
L’AMPc (Adénosine Mono-Phosphate cyclique), présente en grande quantité dans les Tregs,
peut étre transféré aux Tconvs par les jonctions GAP réduisant ainsi leur prolifération et
synthese d’IL-2 (Bopp et al., 2007). Les Tregs expriment fortement le CD25, comme vu
précédemment, et sont donc de grandes consommatrices d’IL-2 pour assurer leur homéostasie.
Cette consommation va priver les Tconvs de I’IL-2 environnante, les poussant a rentrer dans

un programme d’apoptose (Pandiyan et al., 2007).

Pour finir avec les mécanismes de suppression, les Tregs peuvent agir sur d’autres cellules. Par
exemple, ils inhibent le recrutement et la différenciation des monocytes Ly-6C* (Pommier et
al., 2013), ou encore induisent I’apoptose dans les cellules dendritiques (Boissonnas et al.,
2010). De plus les Tregs peuvent moduler I’activit¢ des DCs pour les empécher d’activer
d’autres effecteurs, en diminuant leurs capacités de co-stimulation (Wing et al., 2008). La
protéine CTLA-4 qui est fortement exprimée dans les Tregs se a lie CD80 et CD86. Ainsi les
Tregs sont capables d’arracher CD80 et CD86 par trans-endocytose, diminuant ainsi leur
expression a la surface des DCs. Les capacités de co-stimulation des DCs sont alors diminuées
(Qureshi et al., 2011). De plus, une fois activée les Tregs expriment les molécules LAG-3
(Lymphocyte-Activation Gene-3) et la neuropiline-1 (Nrp-1). LAG-3, un homologue du co-
récepteur CD4, se fixe aux molécules du CMHII avec une forte affinité. Nrp-1 lui se fixe au
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et aux sémaphorines de classe 3. Ainsi, LAG-3 et
Nrp-1 permettent d’augmenter le temps d’interaction entre DC et Tregs, inhibant de ce fait la
capacité des cellules dendritiques a présenter 1’antigéne (Liang et al., 2008; Sarris et al., 2008).
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Figure 13 : Mécanismes de suppression des Tregs.

Ce diagramme décrit les quatre modes de suppression des Tregs. Un mode principal de suppression des
Tregs est induit par les cytokines inhibitrices IL-10, IL-35 et TGFf. Les Tregs induisent également une
cytolyse par la granzyme A/B et la perforine. Ils peuvent perturber la fonction métabolique en se privant
d'IL-2, ce qui entraine une apoptose, via I'AMPc ou par une immunosuppression induite par A239, qui
est généré par CD39/CD73. Les Tregs peuvent également moduler la maturation ou la fonction des DCs
via une interaction CD80/86 et CTLA-4 ou via une interaction LAG-3 et CMH de classe II. En outre,
ils peuvent induire une augmentation de I’expression d'IDO dans les DCs. Tconv : Cellule T
conventionnelle, GrzB/A : granzyme B ou A, Pfr : perforine, AMPc : adénosine monophosphate
cyclique, A2A : récepteur d'adénosine adénine purinergique, IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase, DC :
cellule dendritique. Issue de (Workman et al., 2009).
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» Les cibles des Tregs

Les lymphocytes T régulateurs sont capables d’inhiber différentes populations du systéme

immunitaire (tableau 3).

Cibles cellulaires Mécanismes d’action Références
Lymphocytes Tconvs Tous mécanismes (Walker and Abbas, 2002)
Lymphocytes B Perforine/granzyme (Zhao et al., 2006)

TGFp (Ghiringhelli et al., 2005)
Cellules NKs Consommation d’IL-2 (Gasteiger et al., 2013)
Cellules NKTs Contact cellulaire (Azuma et al., 2003)
Macrophages TGFp (Tonkin and Haskins, 2009)
Cellules dendritiques D}mmut} on de la co- (Workman et al., 2009)
stimulation
Monocytes IL-10 (Pommier et al., 2013)

Tableau 3 : Cibles des Tregs et mécanismes d’action.

De maniere intéressante les Tregs ont la capacité d’inhiber plusieurs types de réponses immunes
en s’y adaptant. En effet, les lymphocytes CD4 Tn peuvent se différencier en différents
effecteurs suivant I’environnement cytokinique dans lequel ils se trouvent. Ce méme
environnement permet aux Tregs de se spécialiser afin d’adapter au mieux leur réponse dans
les organes lymphoides et les tissus. Ils peuvent ainsi exprimer Bcl6, GATA3, IRF4, STAT3
ou T-bet qui vont collaborer avec Foxp3 pour inhiber les réponses Thl, Th2, Th17 ou Tth
(figure 14). Cela a été mis en évidence grace a I’utilisation de modele de souris transgéniques
ou les cellules T CD4" régulatrices sont déficientes pour 1’un des facteurs de transcription. Par
exemple, 1’ablation d’IRF4 dans les Tregs conduit a une augmentation de la production de
cytokines par les cellules Th2 (Zheng et al., 2009). De la méme facon les Tregs déficientes pour
GATA3 ne peuvent régulées les réponse Th2 (Wohlfert et al., 2011). L’expression de T-bet par
les Tregs leur permet de migrer au site inflammatoire et de controler les réponses Th1 (Koch et
al., 2009). De la méme manicre, I’absence de STAT3 dans les Tregs induit une colite auto-
immune, dii a une réponse Th17 incontrolée (Chaudhry et al., 2009). Enfin les Tregs ont besoin
d’exprimer Bcl6 afin de contrdler les réponses T et B des centres germinatifs (Chung et al.,

2011).

48



center responses  * 17eg homeastasis
at tissue sites

£ Foxpat, /" Foxp3t '\ :

F A v u { 1 )

Environmental | | Garaz* | !
response factors: ‘-\ IRF4+ /f' !
 CXCRS* + Suppression of Th2 = Suppression of « CXCR3* i +Endow Treg cells i

- Suppression of respanses under Th17 responses +Homeostasis | with tissue-specific |

antigen-rion- homieostatic under Thi + survival and ;

specific germinal conditions inflammation function .

Figure 14 : Hétérogénéité des cellules T régulatrices (Treg) et suppression de classes distinctes de
la réponse immunitaire.

Les cellules Tregs générées dans le thymus ou de maniere extrathymique peuvent se spécialiser
davantage par le biais d'une régulation a la hausse ou de l'activation de facteurs de transcription en
réponse a différents stimuli environnementaux. Ces facteurs de réponse environnementaux peuvent
coopérer avec Foxp3 pour conférer aux cellules Tregs un état cellulaire transitoire ou durable, leur
permettant ainsi de fonctionner sur mesure dans des conditions environnementales ou inflammatoires
particulieres ; par exemple, l'activation de STAT3 en réponse a I'IL-10 entraine la génération de cellules
Tregs pSTAT3* capables de supprimer les réponses Th17. L'activation de STATI en réponse a I'lFN-y
ou d'autres cytokines de la signalisation STAT1 conduit a la génération de cellules Tregs T-bet*. Dans
un tissu donné, les cellules Tregs induisent, sur instruction de I'environnement tissulaire, 1'expression de
facteurs de transcription spécifiques au tissu dont la coopération avec Foxp3 permet d'obtenir une
signature et une fonction de transcription distinctes des cellules Tregs, et soutient également
I'homéostasie du sous-ensemble de cellules Tregs. Issue de (Josefowicz et al., 2012).

Les lymphocytes T régulateurs sont donc des cellules spécialisées dans la régulation des
réponses immunes et agissent sur plusieurs populations cellulaires du systeme immunitaire. Ils
jouent ainsi un role important dans 1’organisme et sont impliqué dans de nombreuses
pathologies. En fonction du contexte, ces cellules peuvent étre bénéfique, comme lors d’une
réponse auto-immune ou elles contrélent I’inflammation, ou néfaste, comme lors d’un cancer
ou elles empéchent la mise en place d’une réponse anti-tumorale efficace. Une bonne

connaissance de leur régulation est donc un enjeu pour les thérapies cellulaires.
b. L’hom¢éostasie des Tregs

L’homéostasie des lymphocytes T CD4* régulateurs est en partie influencée, via leur TCR, par
une interaction réguliere avec le complexe pCMH. Les cellules Tregs possédant une auto-
réactivité plus élevé que les CD4 T, le signal TCR percu via leur interaction TCR-pCMH est
plus fort. En effet, les travaux cités précédemment, sur la souris Nur77eGFP et le signal TCR

fort recu par les tTreg au cours de leur développement dans le thymus, montrent également qu’a
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la périphérie les Tregs recoivent un signal, dépendant du CMHII, plus fort que les CD4 Tx
(Moran et al., 2011). Le maintien de cette interaction réguliere avec le complexe pPCMH est en
grande partie d( aux cellules dendritiques. Il existe une boucle de rétrocontrole entre les cellules
Tregs et les DCs. La diminution du nombre de DCs conduit a la perte des cellules T CD4*
régulatrices et les cellules Tregs restantes ont une expression plus faible de Foxp3 (Darrasse-
Jeze et al., 2009). De plus notre équipe a récemment démontré que les interactions TCR-pCMH,
conferent un « Tonic Signaling » au Tregs, qui est nécessaire pour leur survie et le maintien de

leurs capacités suppressive (Delpoux et al., 2014).

Comme mentionné précédemment, les lymphocytes T CD4* régulateurs sont caractérisés par
’expression de la chaine o du récepteur a I’'IL-2, le CD25. Les souris IL-2%° ou CD25%° ont
une forte diminution de la population Tregs. Chez la souris, 1’injection d’un anticorps anti-IL-
2 entraine également une élimination de ces cellules en périphérie (Setoguchi et al., 2005). Les
Tregs ne produisent pas d’IL-2, le facteur de transcription Foxp3 coopérant avec Runxl et
NFAT se lie au promoteur de 1’T1-2 et arréte sa transcription. L’IL-2 est donc produite par les
autres cellules activées (Ono et al., 2007; Wu et al., 2006). A 1’état basal, la survie des cellules
T CD4* régulatrices est donc dépendante a la fois du taux de production et de consommation
de I’IL-2. Cette cytokine permet en autres via la voie JAK3/STATS d’induire I’expression de
Bcl-2 nécessaire a la survie des cellules. Les souris déficiente pour JAK3 ou STATS présentent
un tres faible nombre de Tregs thymiques et périphériques (Yao et al., 2007), tout comme les
souris CD132%0. Ces résultats comparés aux nombres de Tregs retrouvés chez les souris IL-
2K0 ou CD25%° suggérent I’implication d’autres cytokines. L’IL-7 ainsi que 1’IL-15 semblent

pourvoir compensé en partie la perte de I’IL-2 (Smigiel et al., 2014).

Pour finir un role des co-stimulateurs tels que le CD28 ou ICOS a été mis en évidence dans
I’homéostasie des lymphocytes T CD4* régulateurs. Les lymphocytes T CD4* conventionnels
dépourvue de co-stimulation CD28 ne peuvent pas produire I’IL-2 nécessaire a la survie des
Tregs (Tang et al.,, 2003). De plus, la perte du CD28 a la surface des Tregs limite leur
prolifération in vitro (Zhang et al., 2013). Enfin, chez les souris déficientes pour ICOS, on
observe une diminution des Tregs due a un défaut de leur homéostasie en périphérie (Burmeister

et al., 2008).
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4. La circulation des lymphocytes T CD4* en périphérie
a. Entrée des LTs par les HEVs

En périphérie les lymphocytes T circulent entre les différents organes lymphoides secondaires :
les ganglions périphériques, les ganglions mésentériques, la rate et les tissus lymphoides
associés aux muqueuses (MALT) comme les Plaques de Peyer. L entrée des LTs au sein de ces
organes se fait via des structures capillaires de type HEVs (High Endothelial Venules), qui sont
spécialisées dans le homing les lymphocytes T. Le phénotype et la fonction des HEVs sont
régulés par les cellules dendritiques CD11c*. En leur absence les HEVs sont immatures et ne
peuvent recruter les LTs (Girard et al., 2012). La migration des lymphocytes T dans les

ganglions se déroule en quatre étapes (figure 15) :

- «Rolling » : les interactions entre les molécules d’adhésions exprimées par les LTs, la
L-selectin (CD62L) et les motifs Lewis X des glycoprotéines exprimées par
I’endothélium permettent aux LTs de ralentir leur course.

-« Sticking » : les HEVs expriment constitutivement CCL21, une chimiokine, qui est
captée par le récepteur CCR7 a la surface des lymphocytes T. Cette interaction permet
d’activer I’intégrine LFA-1 (Leukocyte Function-Associated antigen 1) exprimé par les
LTs. La liaison de LFA-1 aux molécules d’adhésion des HEVs, ICAM1/2 (InterCellular
Adhesion Molecule 1/2), induit I’arrét des lymphocytes.

-« Crawling » : au cours de cette étape les LTs rampent a la surface des cellules
endothéliales.

-« Transmigration » : les lymphocytes T passent entre deux cellules endothéliales pour
entrer dans le ganglion. Cette €tape est facilitée par les cellules fibroblastiques
réticulaires (FRCs), qui s’écartent les unes des autres pour former des « rampes de

sorties ».
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Figure 15: Entré d'un lymphocyte T dans un ganglion. Issue de (Girard et al., 2012).

Une fois I’endothélium traversé, les lymphocytes CD4 Tn vont se localiser principalement dans
la zone T du ganglion. Ici ils vont pouvoir scanner les cellules dendritiques et autres APCs
(cellules B, macrophages) a la recherche de I’antigene dont ils sont spécifiques et de signaux
de survie. Si les cellules ne rencontrent pas cet antigéne, elles ne s’activeront pas et retourneront
dans la circulation via les vaisseaux lymphatiques efférents et le canal thoracique (von Andrian
and Mempel, 2003). L’équipe de RN. Germain a pu quantifier et estimer a 12h le temps de
transit des LTs CD4" dans un ganglion. De plus, par une technique de microscopie intra-vitale,
ils ont également visualisé et quantifié le temps d’interaction entre les LTs et les DCs. Cette
rencontre dure en moyenne 3 a 4 minutes avec des interactions bréves pour la plupart et
certaines rares pouvant aller jusqu’a plus de 15 min. D’apres ces résultats ils ont estimé que les
lymphocytes T CD4" analysent 160 a 200 cellules dendritiques a chaque passage dans les
ganglions (Mandl et al., 2012). Lorsque ces interactions ne conduisent pas a 1’activation des
cellules, elles participent a leur survie. En effet cette rencontre TCR-CMHII permet aux LTs
CD4* de recevoir des signaux dus a la reconnaissance d’un peptide du Soi, appelé « Tonic
Signaling ». Ce Tonic Signaling influence la survie, comme nous I’avons vu précédemment,

mais également la fonction des lymphocytes T.
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b. Sorties des LTs

De maniere similaire a la sortie du thymus, les lymphocytes T utilisent principalement
I’interaction en leur récepteur SIPR1 et la chimiokine S1P, présente en grande quantité dans la
lymphe, pour sortir vers le vaisseau lymphatique efférent. Dans le ganglion, la migration des
LTs est essentiellement régulée par I’axe CCR7-CCL19/21. CCR7 étant exprimé par les LTs et
les chimiokines CCL19 et 21 par les FRCs. Le signal induit par cette interaction entre également
en jeu dans la rétention des LTs a I’intérieur du ganglion. Ce signal peut étre outrepassé par

celui induit par S1P-S1PR, ce qui permet la sortie les lymphocytes T.

Plusieurs mécanismes régulent 1’expression de S1PR1 a la surface des LTs. Comme nous
I’avons vu, la protéine CD69 induite suite & un signal TCR régule négativement SIPRI1. Au
niveau transciptionelle, le facteur de transcription KIf2 (Kriipple-like factor 2) induit
I’expression de SIPR1 (Skon et al., 2013). KIf2 étant sous le contréle de Foxol, un TF exclu
du noyau suite a une stimulation TCR. Au cours de leur trajet dans le ganglion, les lymphocytes
T expriment progressivement SIPR1 en réponse a une faible quantité de S1P dans le ganglion
(Park et al., 2012). Cependant lors d’une interaction avec une APC, le signal TCR recu par les
lymphocytes T va induire I’expression de CD69 ainsi que I’exclusion nucléaire de Foxol,
inhibant I’expression de SIPR1. Une fois I’interaction terminée, 1’entrée nucléaire de Foxol,
permettant I’expression de Klf2, plus la perte de CD69 vont induire 1’expression de SIPR1 a la

surface des LTs et permettre leur sortie.

53



IV. Différenciation des lymphocytes T CD4* naifs en effecteurs

Lors d’une stimulation antigénique les lymphocytes T CD4* naifs qui reconnaissent I’antigéne,
présenté par une APC, dont ils sont spécifiques vont pouvoir s’activer. L’interaction entre LT
et APC forme un complexe que I’on appelle synapse immunologique (figure 16). Cette synapse,
est aussi connue sous le nom de complexe supramoléculaire d’adhésion (SMAC) et a été
découverte par A. Kupfer (Monks et al., 1998). Elle permet le maintien de la liaison TCR avec
le complexe peptide/CMH-II afin d’obtenir une activation complete de la cellule T et permettre
sa différenciation. Les cofacteurs comme CD28 et LFA1, exprimés par les LTs, et leurs ligands
respectifs CD80/86 et ICAMI, exprimés par les APCs, consolident cette synapse et régulent
I’activation des lymphocytes T.

CD80/86

MHC-II /
peptide

Figure 16 : La synapse immunologique.

Lors de son activation, le lymphocyte T CD4* naif (CD4 T) interagit avec une cellule présentatrice
d’antigéne (APC). Cette interaction entre le TCR, exprimé par le CD4 Ty, et le complexe peptide/CMH-
II, exprimé par I’APC, forme un complexe supramoléculaire d’adhésion (SMAC) ou synapse
immunologique. Les molécules comme CD4, CD28 et LFA-1 a la surface du CD4 Ty se lie au CMH-
II, CD80/86 et ICAM-1 respectivement afin de consolider cette synapse et réguler 1’activation du
lymphocyte T CD4* naif.

L’autre ¢élément clé de la différenciation des lymphocytes CD4 Tn est I’environnement
cytokinique dans lequel ils se trouvent au moment de leur activation. Les interleukines activent
les voies de signalisations STAT (Signaling Transducer and Activator of Transcription) par des

modifications post-transcriptionnelles comme la phosphorylation de tyrosine et/ou
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sérine/thréonine. L’ activation de ces voies, en plus de la signalisation TCR, procure aux cellules
effectrices la capacité de produire des cytokines spécifiques et joue un rdle important dans
I’induction des facteurs de transcription majeurs qui caractérisent chaque population. De
nombreuses études, basées sur 'utilisation de modeles de souris KO pour certains récepteurs
aux cytokines, ont mis en évidence I’importance des interleukines et nous permettent

aujourd’hui d’orienter in vitro la différenciation les LTs CD4" naifs.

Chaque type d’effecteur produit des cytokines spécifiques qui leur confeérent des
caractéristiques propres et des rdles particuliers. C’est pourquoi, avec cette multitude
d’effecteur possible, « les lymphocytes T CD4" jouent un rdle central dans la fonction du
systtme immunitaire : Ils aident les cellules B a fabriquer des anticorps, augmentent et
maintiennent les réponses des cellules T CD8*, régulent la fonction des macrophages,
orchestrent les réponses immunes contre une large variété de micro-organismes pathogéniques
et régulent ou suppriment les réponses immunes a la fois pour contréler I’auto-immunité et

ajuster la magnitude et la persistance des réponses. ». Issue de (Zhu et al., 2010).
1. Les lymphocytes Thl / Th2 / Th9 / Th17 / Th22 / Tth

Il est maintenant bien connu que, suite a leur activation, les LT CD4* naifs ont la capacité de
se différencier en plusieurs types de cellules effectrices appelées lymphocytes T CD4*
auxiliaires ou T helper (Th). Le premier modele proposé par Mosmann et Coffman en 1986
(Mosmann et al., 1986) distinguait deux types d’effecteurs : Thl et Th2. Depuis lors d’autres
cellules effectrices ont été découvertes comme : Th9, Th17, Th22, pTreg et Tth. En plus des
cytokines nécessaires a leur activation et celles qu’elles produisent, chaque type de cellules

effectrices est caractérisée par un facteur de transcription (figure 17).
a. Fonctions

En plus de I'IFNy (InterFéroN gamma) les cellules Th1 sont de bonnes productrices d’IL-2 et
de TNF-B (Tumor-Necrosis Factor). Ces cytokines leur conferent un rdle dans la protection
contre les pathogénes intracellulaires comme les virus et les bactéries, 1’activation des
macrophages pour les réponses dépendantes des phagocytes, I’immunité a médiation cellulaire

(prolifération des lymphocytes T CD8* cytotoxique) et I’inflammation (Romagnani, 1999).

Les Th2 sont des cellules productrices d’IL-4, 5, 13 et aussi d’IL-10 (IL-6 et IL-9). Elles ont

pour role de lutter contre les pathogenes extracellulaires tels que les bactéries ou les parasites
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comme les nématodes. Elles sont impliquées dans la réponse immunitaire a médiation humorale
(activation de la production d’anticorps par les lymphocytes B), I’activation des éosinophiles et
I’inhibition de plusieurs fonctions des macrophages orientant la réponse immunitaire de fagon
phagocyte indépendante. De plus elle joue un role important dans 1’allergie et I’asthme

(Romagnani, 1999).

L’interleukine 9 est la cytokine majoritaire produite par les Th9. Ces cellules produisent aussi
de I’IL-10 et IL-21, ce qui leur procure un role dans les allergies, I’asthme, I’auto-immunité et

les réponses anti-tumorales (Kaplan, 2013).

Les Th17 sont principalement caractérisées par leur capacité a produire de I’IL-17, mais sont
aussi des productrices d’IL-21 et IL-23. Elles sont impliquées dans la lutte contre les pathogenes
extracellulaires tels que les champignons et les bactéries et jouent un réle important dans

I’inflammation pour le recrutement des neutrophiles et macrophages (Korn et al., 2009).

L’IL-22, produite par les cellules Th22, agit sur divers types cellulaires tels que les cellules
épithéliales, les hépatocytes, les cellules pancréatiques et les fibroblastes et est importante pour

médier les défenses de I’hote. (Jia and Wu, 2014).

Les lymphocytes T follicular helper ou Tfh sont nécessaires au développement du centre
germinatif. Ils permettent la maturation, la survie, la prolifération et la commutation de classe
des Igs des lymphocytes B. C’est pourquoi ils jouent un réle important dans I’immunité contre

les pathogenes (Crotty, 2014).

Les cellules effectrices possedent des fonctions spécifiques dues aux cytokines qu’elles
produisent. Ainsi lors d’une réponse immunitaire qui n’est pas régulé de fagon efficace, chaque

effecteur peut etre associé€ a une pathologie en fonction de sa spécificité (tableau 4).
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Effecteurs | Stimulation | Facteurs de | Cytokines Role Maladies associées
transcription | produites
Thl IL-12 T-bet IFNy Pathogenes Thyroidite de Hashimoto
IL-27 STAT1 IL-2 intracellulaires (bactérie, | Ophtalmopathie de Grave
STAT4 TNE-B virus) Sclérose en plaque
Ets-1 Immunité a médiation Diabete de type 1
Hxl cellulaire La maladie de Crohn
Runx3 Activation des La polyarthrite rhumatoide
macrophages Rejet aigu d'allogreffe
Inflammation Ulcere peptique induit par
Helicobacter pylori
Sarcoidose
Th2 IL-4 GATA-3 L4 Pathogenes Syndrome d’Omenn
IL-2 STAT6 IL-5 extracellulaires Conjonctivite vernale
STATS IL-13 (parasites, bactéries) Troubles atopiques
Gfi-1 IL-10 Immunité a médiation Sclérose systémique
IRF4 (IL-6) humorale progressive
c-Maf (IL-9) Allergie / Asthme Alvéolite fibrosante
cryptogene
Parodontite chronique
Progression vers le SIDA
dans l'infection a VIH
Progression de la tumeur
Th9 IL-4 PU.1 IL-9 Allergie / asthme Polyarthrite rhumatoide
TGF-B STAT6 IL-10 Anti-tumoral Sclérose en plaque
GATA-3 IL-21 Progression de la tumeur
Th17 IL-6 RORfyt IL-17 Pathogenes Polyarthrite rhumatoide
TGF-B STATS3 IL-21 extracellulaires Sclérose en plaque
IL-21 IRF4 IL-23 (champignons, bactérie) | Troubles inflammatoires
IL-23 Runx1 Inflammation de l'intestin
Recrutement des
neutrophiles et
macrophages
Th22 IL-6 AHR IL-22 Pathogenes Inflammation de la peau
TNF-a Augmente la réponse Troubles inflammatoires
immunitaire innée de l'intestin
Sclérose en plaque
Tumeur
Tth IL-6 Bcl-6 IL-4 Développement du CG Chorioméningite
IL-21 IRF4 IL-21 Maturation, survie, lymphocytaire (LCMV)
Batf prolifération et
c-Maf commutation de classe
des lymphocytes B

Tableau 4 : Les effecteurs Th1l, Th2, Th9, Th17, Th22 et Tfh.

b. Signaux de différenciation

Lors de la rencontre avec une cellule présentatrice d’antigene, le premier signal regu par les
lymphocytes T est le signal TCR. Les voies moléculaires induites par la suite sont tres
dépendantes de la force de ce signal. Ainsi, de maniere similaire a la sélection thymique, la
différenciation des lymphocytes T CD4* naifs en cellules effectrices peut étre dictée par la force
du signal TCR recu lors de leur activation. Les premiéres études qui révelent I’importance de

la force de ce signal ont utilisé un modele de souris TCR transgénique, ou le TCR o/ exprimé
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par les lymphocytes T reconnait spécifiquement le cytochrome C de pigeon (MCC). En
stimulant les LTs CD4* issus de ces souris avec des peptides MCC de différentes affinités, on
observe qu’un faible signal TCR induit préférentiellement la différenciation Th2, tandis qu’un
signal fort les orientes vers le lignage Th1 (Constant et al., 1995; Tao et al., 1997). Une faible
stimulation TCR entraine une activation faible et transitoire de Erk conduisant a 1’expression
de GATAS3 et la production d’IL-2, qui sont en faveur de voie Th2 (Liao et al., 2008). A
I’inverse, une activation forte et prolongée d’Erk, di a un signal TCR fort, bloque 1’expression
de GATA3 et ’activation de STATS via I’IL-2 transitoirement. Ainsi la différenciation Th1 est

favorisé (Jorritsma et al., 2003).

De maniere similaire a la régulation Th1/Th2, 1a force du signal TCR est un facteur déterminant
dans le choix du lignage Th17 ou iTreg (Tregs induites in vitro). Suite a un signal TCR faible,
les cellules CD4 Tn ne parviennent pas a se différencier en Th17, méme en présence des
cytokines nécessaires, mais expriment Foxp3 (Turner et al., 2009). Une stimulation TCR forte,
inhibant la voie iTreg, permet de bloquer également la voie IL-2/STATS (Molinero et al., 2011).
Le blocage de cette voie semble favoriser la voie Th17. L’activation d’Erk, suite a un fort signal
TCR, semble également bloquer la voie TGFPB nécessaire a 1’induction de Treg (Matsuura et

al., 2005).

En plus des signaux TCR et de co-stimulation regus lors de la rencontre avec une APC, la
différenciation vers un type d’effecteur est dictée par les cytokines présentes lors de ’activation.
La différenciation des lymphocytes T CD4* naifs en Th1 a d’abord été attribuée a I’interleukine
12 qui permet ’activation de la voie de signalisation STAT4 (Gazzinelli et al., 1993; Hsieh et
al., 1993). Par la suite le role important de I’IFNy, qui permet d’activer la voie STATI, a été
mis en évidence (Lighvani et al., 2001; O’Garra, 1998) tant pour son effet inhibiteur sur la
différenciation Th2 que pour sa capacité a induire rapidement le facteur de transcription T-bet
(T box expressed in T-cells). L’IL-27, qui active aussi la voie STAT1, semble également jouer

un role dans les temps précoces de la différenciation (Owaki et al., 2005).

Pour la génération de Th2, caractérisé par le facteur de transcription GATA3, I’interleukine 4
est la cytokine essentielle (Swain et al., 1990) via I’activation de la voie STAT6. L’IL-2, qui

active STATS, est également important pour optimiser cette différenciation.

Au début des années 2000, alors que le modele Thl vs Th2 prédominait, un troisieme type de
cellule effectrice fut découvert et dont la génération fut attribuée a 1’'IL-23 (Aggarwal et al.,

2003). Cette population, produisant de I’IL-17, fut désignée comme Th17 (Harrington et al.,
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2005; Park et al., 2005). Par la suite I’[L-6, qui active STATS3, et le TGF-f, qui active la voie
des SMADs, ont été décrite comme les cytokines essentiels a la différenciation Th17 et
I’expression de RORyt (Bettelli et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). L’IL-23 quant a elle semble
intervenir plus tardivement dans le maintien du phénotype des Th17. De plus I’'IL-21 induite

par I’IL-6 amplifie de fagon autocrine la voie Th17 (Zhou et al., 2007).

Les cellules Th9 ont ét¢ I’une des derniéres populations de cellules effectrices a étre découverte.
Leur différenciation est due a la présence de I'lL-4 et du TGF-B durant leur activation

(Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008).

Les cellules effectrices Th22, récemment découverte également, provienne de la différenciation

des CD4 T en présence d’IL-6 et de TNF-o (Duhen et al., 2009).

Pour finir les Tfh ou T follicular helper sont des effecteurs tout comme les autres LT CD4*
auxiliaires, avec tout de méme une particularité. Ces cellules accomplissent leur fonction a
I’intérieur du centre germinatif des lymphocytes B (Vinuesa et al., 2005). Leur différenciation

est due a I’'IL-6 et ’IL-21, qui comme vue précédemment active la voie STAT3 (Nurieva et al.,

2008).
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Figure 17 : Différenciation les lymphocytes T CD4* naifs en effecteurs.
Thl, Th2, Th17, Th9, Th22, les cellules T folliculaires auxiliaires (Tfth) et les cellules T régulatrices
(Treg) sont induites via diverses cytokines et molécules co-stimulatrices produites par des cellules
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présentatrices d'antigene (APC), telles que les cellules dendritiques et les macrophages. Ces sous-
ensembles distincts régulent la réponse immunitaire aux antigenes étrangers, du Soi et de la tumeur.
Issue de (Majchrzak et al., 2016).

2. Les lymphocytes pTregs

Les pTregs ou iTregs (pour Tregs induit in vitro) ont été mise en évidence au début des années
2000 par 1’équipe de J. Lafaille dans un modele d’EAE (Furtado et al., 2002). L’une des
différences majeures avec les tTregs, qui sont produites dans le thymus via la reconnaissance
du Soi seulement, est que les pTreg peuvent étre générées par la reconnaissance d’antigenes du
non-Soi (Kretschmer et al., 2005). Les modeles de tolérance orale par administration de faibles
doses d’antigene en sont de bons exemples (Coombes et al., 2007; Mucida et al., 2005). La
rencontre avec la flore commensale également, qui aboutit a la génération de cellules T
régulatrices plutét que d’effecteurs pathogenes (Lathrop et al., 2011). Ces travaux montrent
aussi I’importance d’une éducation du systetme immunitaire aux antigeénes étrangers en
périphérie. En plus d’étre générées en condition non inflammatoire, les pTregs peuvent
également se différencier a partir des CD4 Tn lors d’une inflammation, comme I’asthme par
exemple (Curotto de Lafaille et al., 2008), lors d’une greffe (Cobbold et al., 2004), lors d’une

infection (Finney et al., 2007) ou encore dans un contexte tumoral (Sharma et al., 2005).
a. Fonctions

Les lymphocytes T CD4" régulateurs générés a la périphérie ont des fonctions équivalentes a
ceux générés dans le thymus (voir partie III. 3.a). Bien que leur origine soit différente, I’analyse
de leurs profils d’expression génique montre une grande similitude. Cependant, cela n’exclut
pas la possibilité que chaque population soit plus apte a utiliser certains mécanismes de
suppression. L’analyse transcriptomique, par exemple, montre un ratio de 2,2 pour I’'IL-10 en
faveur des pTregs. De plus les pTreg ont une expression accrue de PD-1 tandis que les tTregs
expriment plus fortement le granzyme B (Haribhai et al., 2011). Dans ces travaux, D. Haribhai
démontre également que les pTregs et les tTregs ont des roles complémentaires. Pour cela il
utilise un modele de souris déficiente pour la protéine Foxp3, qui développe rapidement une
maladie autoimmune lymphoproliferative. Le transfert de Tregs permet de contrdler la
pathologie. Cependant le co-transfert de tTregs et de Tconvs est plus efficace qu’un transfert

de tTregs seul. En effet, lors du co-transfert il démontre qu’un nombre important de pTregs est
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généré. Résultat qu’il a également observé dans le modele de I’IBD (Haribhai et al., 2009).

Ainsi, agissant de concert, les tTregs et les pTregs controlent mieux la maladie.
b. Signaux

Le signal TCR, comme pour les autres effecteurs, joue un role un important dans 1’induction de
pTregs. Ainsi I’affinité du TCR pour son ligand est essentielle. En effet, le groupe de J. Allison
a montré, par I'utilisation de peptides antigéniques de faible ou forte affinité pour un méme
TCR, que les peptides de hautes affinités permettent de générer plus efficacement des pTregs
par rapport a ceux de faible affinité (Gottschalk et al., 2010). En plus de ce signal TCR, une co-
stimulation sous optimale semble étre en faveur de I’induction de Foxp3. CTLA4, qui est
dispensable pour la différenciation de Treg dans le thymus, est nécessaire a 1’induction de
Foxp3 (médiée par le TGFP) (Zheng et al., 2006), alors que CD28 semble diminuer cette
expression (Kim and Rudensky, 2006).

Les cytokines telles que le TGFP et I’IL-2 sont également essentielles. Le TGFp facilite via
Smad2/3 I’expression de Foxp3 dans les lymphocytes T CD4" naifs en périphérie (Chen et al.,
2003; Selvaraj and Geiger, 2007; Zheng et al., 2004). L’IL-2 augmente 1’expression de Foxp3
in vitro (Davidson et al., 2007), la survie et la prolifération des pTregs via STATS (Laurence et
al., 2007) et inhibe la différenciation en Th17 en présence de TGFf. De plus le TGF permet
la répression de Gfl-1, un facteur de transcription qui inhibe I’induction de Th17 et de pTregs
a partir de CD4 Tn (Zhu et al., 2009). L’acide rétinoique aussi est impliqué dans la génération
de pTregs (Sun et al., 2007). Cette molécule augmente 1’expression de Foxp3 via RAR
(Retinoid Acid Receptor) et RXR (Retinoid X Receptor) (Xu et al., 2010).

c. Régulation de I’expression de Foxp3

Foxp3 est le facteur de transcription essentiel au développement et a la fonction des Tregs (Hori
et al., 2003; Tonkin and Haskins, 2009). Le geéne Foxp3 maintenant bien caractérisé est
composé d’un promoteur et de trois enhancers appelés CNS1, CNS2 et CNS3 (Conserved
Noncoding DNA Sequences). Le CNSI1 contient des éléments de réponse au TGFp et est
indispensable pour I’induction de pTreg. Le CNS2 est I’enhancer sensible aux voies du TCR et
de I’IL-2. Il contient une région bien conservée au cours de 1’évolution appelé¢ TSDR (Treg-
Specific Demethylated Region) regroupant plusieurs ilots CpG. Le CNS3 quant a lui est
responsable de I'initiation de I’expression de Foxp3 (Zheng et al., 2010). Récemment, une

région en amont du promoteur a également été décrite comme jouant un réle dans 1’expression
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de Foxp3. Le CNSO ou se lie Satb-1 (Kitagawa et al., 2017). De nombreux facteurs issus de la
signalisation TCR, TGFf et IL-2 peuvent se lier aux différents éléments de Foxp3 et sont

impliqués dans son expression (figure 18).
» Régulation transcriptionnelle

Le facteur de transcription c-Rel, membre de la famille NFxB, est essentiel au développement
des lymphocytes T régulateurs thymiques (Isomura et al., 2009). Il peut directement réguler
I’expression de Foxp3. En effet, la différenciation des cellules T déficientes pour c-Rel en
cellules Tregs est trés diminué alors qu’une activation constitutive de 1’inhibiteur IxB kinase 2
est suffisante pour induire I’expression de Foxp3 dans les CD4" SP (Long et al., 2009). De plus
c-Rel semble initier I’expression de Foxp3 en se liant au CNS3. Il permet ainsi la formation
d’un complexe appelé enhanceosome, qui consiste au recrutement de plusieurs facteurs de
transcription au niveau du promoteur de Foxp3 (Ruan et al., 2009). Les membres de la famille
Nr4a, induis par I’activation du TCR, se fixent également au promoteur pour induire son
expression. Leurs délétions dans les cellules T conduit a une perte des tTregs et une auto-
immunité systémique dans plusieurs organes (Sekiya et al., 2011, 2013). Ces TFs, en aval de
I’activation TCR, qui semblent essentiels au développement des tTregs sont aussi liés a

I’induction des Tregs en périphérie.

D’autres facteurs issus du signal TCR, comme NFAT et AP-1, peuvent se fixer au promoteur.
In vitro, ils sont nécessaires a 1’expression de Foxp3 (Mantel et al., 2006). De plus la délétion
combinée de NFATI/NFAT?2 engendre une diminution du développement des Tregs dans le
thymus (Oh-hora et al., 2013). NFAT et AP-1 possedent également un site de fixation au CNS1
(Xu et al., 2010). IIs cooperent avec Smad?2/3 et sont des facteurs essentiels pour 1’expression
de Foxp3 induite par le TGFf (Takaki et al., 2008; Tone et al., 2008). L’acide rétinoique qui
permet d’augmenter 1’induction de pTreg agit au niveau du CNS1. La liaison de RAR-RXR au
niveau du CNS1 augmente I’acétylation des histones au site de fixation de Smad3, facilitant

ainsi sa fixation (Takaki et al., 2008; Xu et al., 2010).

L’IL-2, comme vu précédemment, est essentielle a la génération de Tregs dans le thymus. En
périphérie cependant son rdle est d’augmenter et de maintenir 1I’expression de Foxp3. En effet
STATS, en plus de se lier au promoteur, va permettre la stabilité d’expression de Foxp3 en se
fixant au CNS2 (Chen et al., 2011; Yao et al., 2007). D’autres facteurs comme CREB et le
complexe Runx/Cfb-f sont impliqués dans 1’expression et la stabilité de Foxp3 via leur site de

fixation au CNS2 (Kim and Leonard, 2007; Rudra et al., 2009).
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La derniere famille de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de Foxp3 dont je
parlerai est Foxo. Trois membres sur quatre (Foxol, Foxo3 et Foxo4) sont régulés a la fois par
le TCR et les signaux de co-stimulation via la voie PI3K/Akt. Akt phosphoryle les protéines
Foxo, induisant leur exclusion du noyau. Ces facteurs semblent jouer un rdle important dans la
génération de tTreg et pTreg. En effet les souris Foxol/Foxo3 double KO ont une diminution
importante du pourcentage de Tregs et les Tregs restantes ont des capacités suppressives
diminuées (Ouyang et al., 2010). De plus chez les souris exprimant une forme constitutivement
active d’Akt, I’expression de Foxp3 est inhibé dans le thymus ainsi que 1’induction d’iTreg
médié par le TGFpB (Haxhinasto et al., 2008). Dans le thymus, les cellules T CD4" régulatrices
sont générées en deux étapes (Hsieh et al., 2012). Cela suggere que 1’exclusion de Foxo du
noyau, dii au fort signal recu via le TCR/CD28, participe a I’induction des tTregs. La phase de
contact fini, le retour de Foxo dans le noyau serait nécessaire pour leur maturation. En
périphérie, cependant le role de Foxo dans I’induction de Foxp3 semble controversé. En effet
contrairement au tTregs, 1’induction pTregs est favorisée par une faible stimulation antigénique.
Une forte co-stimulation via CD28 bloque la génération de pTregs (Benson et al., 2007) tandis
que CTLA-4 la favorise (Zheng et al., 2006). Donc une diminution ou inhibition de la voie
PI3K/AKkt, qui favorise 1’ état nucléaire de Foxo, semble augmenter 1’expression de Foxp3 induit
par le TGFpB. Cependant, I’effet observé via le blocage de la voie Akt peut également étre
attribué a I’inhibition de la voie mTOR, une voie activée par Akt. En effet Sauer et al. ont
proposés que 1’axe PI3K-Akt-mTOR régule négativement I’expression de Foxp3 (Sauer et al.,
2008). A I’inverse, lorsque Akt est activé constitutivement, I’induction d’iTreg médiée par le
TGFP est inhibé. L’activation d’Akt permettant 1’export de Foxo vers le cytoplasme, 1’effet
observé pourrait étre attribué au fait que Foxo n’est plus nucléaire. Mais la encore les auteurs
soulignent I’implication de la voie Akt-mTOR. Une autre explication serait que cette activation
soutenue d’ Akt favorise I’export de NFAT, qui est localisé dans le noyau suite a une stimulation
TCR, via GSK3. NFAT ¢étant impliqué dans I’induction de Foxp3 médiée par le TGFp. Tous
ces travaux menent a penser que I’exclusion de Foxo favorise donc I’induction de Foxp3 lors

de la différenciation des pTregs, mais certains points restent encore a €tre élucidés.
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Figure 18: Régulation de I'expression de Foxp3 dans les pTregs.

Les facteurs de transcription et de signaux impliqués dans l'induction et 1'expression stable de Foxp3
dans les pTregs. L'activation des facteurs de transcription (TFs) Smad2 et Smad3 est essentielle pour
lI'induction de Foxp3 dans les pTregs et les Smads sont recrutés dans la région du CNS1 (conserved non-
coding sequence 1). La région du CNS2 sert d’amplificateur pour la transcription de Foxp3 et est liée
par des facteurs de transcription tels que Foxp3, STATS et la protéine de liaison aux éléments de réponse
de cAMP (CREB). Dans les tTreg, les flots CpG de cette région sont hypo-méthylés et sont appelés
TSDR (Treg specific demethylated regions). Le CNS2 est le principal TSDR. Le CNS3 ou peut se lier
cRel initie I’expression de Foxp3 et permet la formation de I’enhanceosome, le recrutement de plusieurs
TFs au niveau du promoteur. CNSO est également hypométhylé dans les Treg et il s’est avéré qu’il était
un site de liaison important pour Satb1. Issue de (lizuka-Koga et al., 2017)

Lors d’une activation, I’expression de Foxp3 est donc régulée par de nombreux facteurs de
transcription qui se fixent au promoteur et aux enhancers. En plus de cela il existe un autre
niveau de régulation qui fait intervenir des modifications épigénétiques, régulant I’accessibilité

de la chromatine.
» Régulation épigénétique

Les modifications épigénétiques sont connues pour jouer un role important dans la régulation
des genes au cours du développement. La méthylation de I’ ADN et les modifications d’histones
qui sont les deux mécanismes épigénétiques majeurs, permettent d’établir et de maintenir la
structure de la chromatine afin de rendre ou non I’ADN accessible aux facteurs de transcriptions
(Bannister and Kouzarides, 2011; Jaenisch and Bird, 2003). Lors de la différenciation cellulaire,
il existe une balance entre les modifications €pigénétiques permissives, au locus des genes

associés au lignage, et les modifications épigénétiques répressives, au locus des genes liés aux
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autres lignages. Par exemple, lors de la différenciation des progéniteurs multipotents en
progéniteurs lymphoides, on peut observer une déméthylation de 1'ADN dans les genes
spécifiques a la lignée lymphoide, ainsi qu’une méthylation de 'ADN au niveau des genes
spécifiques a la lignée myéloide (Bock et al., 2012). Ce concept est également applicable aux
Tregs qui lors de leur différenciation établissent un profil de méthylation de I’ADN et des
modifications d’histones caractéristiques afin d’établir une conformation ouverte de la

chromatine au locus de Foxp3, permettant ainsi son expression (Ohkura et al., 2012).

Au niveau du promoteur de Foxp3, les cellules T CD4" naives ont un profil relativement
méthylé comparé aux cellules T régulatrices ou cette région est completement déméthylée.
C’est lors de I’activation pour générer des Tregs que I’on observe une déméthylation du
promoteur dans les CD4 Tn (Janson et al., 2008; Kim and Leonard, 2007). La protéine PIAS1
(Sumo E3 ligase Protein Inhibitor of STATT) régule négativement le développement des Tregs
en recrutant les protéines DNMT3a et 3b (DNA MethylTransferase) et HP1 (Heterochromatin
Protein 1) au niveau du promoteur de Foxp3, le maintenant dans un état épigénétique répressif.
Une fois la signalisation TCR activée, cet état est levé et rend le promoteur accessible aux
facteurs de transcription pour initier I’expression de Foxp3 (Liu et al., 2010). Pour ce qui est du
maintien de ’expression de Foxp3, 1’état de méthylation du CNS2 est treés important. En effet
cet enhancer contient de nombreux sites CpG qui forment ensemble le TSDR. Dans les Tregs
matures cette région est completement déméthylée, permettant 1’acces aux TFs tels que Runx1
et Cbf-p. Avec Foxp3, ils forment un complexe se liant au CNS2 déméthylé pour établir une
boucle de retro-activation et maintenir 1’expression de Foxp3 (Rudra et al., 2009). 11 faut
également noter que I’expression de Foxp3 dans les iTregs, induit via le TGFp in vitro, n’est
pas stable, leur CNS2 n’étant pas déméthylé. In vivo cependant, les pTregs générées a la
périphérie grace également au TGFP présentent un profil de méthylation similaire aux Tregs
matures et ont une expression stable de Foxp3 (Ohkura et al., 2012; Polansky et al., 2008). Le
TGFp ne semble donc pas étre lier au maintien de I’expression de Foxp3, mais de récentes
études ont montré que NFAT et NFkb, issus de la signalisation TCR, ainsi que STATS, issu de
la voie IL-2, se fixent au CNS2 pour empécher la perte de Foxp3 (Feng et al., 2014; Li et al.,
2014). Ainsi la déméthylation du CNS2 représente une marque épigénétique déterminante pour

la stabilité de Foxp3 et I’identité des Tregs (Miyao et al., 2012).

Au niveau de la chromatine, les histones sont assemblés en octamere avec deux copies de
chaque histone H2A, H2B, H3 et H4. Avec I’ADN qui est enroulé autour de ce complexe, ils

forment une structure appelée nucléosome qui permet de moduler I’état ouvert ou fermé de la
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chromatine. Les modifications épigénétiques sur les histones sont donc trés importantes pour la
régulation de la transcription car elles peuvent réguler 1’accessibilit¢ des TFs aux régions
génomiques spécifiques. Il existe une variété de modifications, permissives ou répressives qui
affecte la transcription. Les plus étudiées sont les mono, di ou triméthylations de la lysine 4 de
I’histone H3 (H3K4mel, H3K4me2 et H3K4me3 respectivement), la triméthylation et
I’acétylation de H3K27 et I’acétylation de H3K9. Par exemple, les modifications H3K4me3 et
H3K9ac trouvées au niveau d’un promoteur décrivent un promoteur actif. Au niveau d’un
enhancer, H3K27ac montre un enhancer actif tandis que H3K4me1 représente un enhancer prét
a étre activé. La lecture des modifications d’histones peut ainsi révéler le statut du locus d’un
gene (Bannister and Kouzarides, 2011). Ainsi ces marques épigénétiques ont été étudiées dans

les cellules T régulatrices au niveau de Foxp3.

En accord avec la déméthylation du promoteur dans les Tregs, des marques permissives telles
que H3K9ac, H3K4me3 et H3K4me?2 sont présentes au niveau du promoteur de Foxp3. Dans
les CD4 Tn ces marques ne sont pas retrouvées, au contraire on note la présence de H3K27me3,
une modification répressive (Xiong et al., 2012; Zheng et al., 2010). Ezh2 (Enhancer of Zeste
Homolog 2), qui fait partie du complexe PCR2 (Polycomb Repressor Complex 2), est recruté
au niveau du promoteur de Foxp3 et catalyse la triméthylation de H3K27. Ce complexe est
remplacé par PCAF (p300-CREB-binding protein-Associated Factor) dans les Tregs, une
histone acétyltransférase qui induit des modifications permissives au promoteur de Foxp3
(Xiong et al., 2012). Le CNSI, qui ne contient pas d’ilét CpG, possede également des
modifications permissives dans les Tregs qui ne sont pas présentes dans les CD4 Tx (Zheng et
al., 2010). Il a été montré que 1’acide rétinoique, qui favorise la différenciation Tregs, permet
d’augmenter 1’acétylation des histones au niveau du CNS1, favorisant le recrutement des TFs
(Xu et al., 2010). Le CNS2, ou la méthylation de ’ADN est trés régulée, présente une
augmentation de la méthylation de H3K4 et de I’acétylation de H3 et H4 lorsqu’il completement
déméthylé dans les Tregs (Sekiya et al., 2011). Ce qui suggere que la déméthylation de I’ADN
et les marques d’histones permissives permettent I’ouverture de la chromatine au niveau du
CNS2, ce qui promue la stabilité de Foxp3. Enfin le CNS3, I’élément crucial pour I’initiation
de I’expression de Foxp3, est riche en mono et diméthylation sur H3K4 dans les Tregs mais
également dans les CD4 Tn. Ces marques permissives montrent que le CNS3 facilite I’ouverture

du locus de Foxp3 déja dans les précurseurs des cellules Tregs (Huehn and Beyer, 2015).

La régulation épigénétique du locus de Foxp3, lors de la différenciation en cellules T

régulatrice, semble ainsi définir un modele de déméthylation graduelle du promoteur et du
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CNS2 de Foxp3 associ¢ a I’acquisition de modifications d’histones permissives dans tous les
éléments de régulation du locus. Tout cela dans le but de supporter 1’expression et la stabilité

de Foxp3 en favorisant 1’accés des facteurs de transcriptions aux régions génomiques.
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V. Le Tonic Signaling

Comme nous I’avons vu, la reconnaissance du Soi, a travers I’interaction TCR-pCMH, permet
le développement thymique de lymphocytes T qui ont une affinité plus ou moins forte pour le
Soi. En périphérie, cette reconnaissance, qui est nécessaire a la survie des LTs, permet aux
cellules de recevoir un signal appelé Tonic Signaling. Ce signal de Tonic Signaling peut étre
plus ou moins fort en fonction de I’affinité de la cellule pour le Soi, mais reste cependant en
dessous du seuil d’activation. Les Tregs, par exemple, recoivent un signal TCR plus fort en
périphérie que les CD4 Ty du fait de leur forte auto-réactivité. Cette différence d’affinité envers
le Soi est donc observable entre les différentes populations de LTs CD4" mais également au
sein d’une méme population de lymphocytes T. En effet, le compartiment naif de cellules T est
composé de lymphocytes T exprimant un TCR avec une spécificité et une affinité variable pour

le Soi.
1. Le Tonic Signaling : les marqueurs de 1’auto-réactivité

Depuis plusieurs années, 1’étude du Tonic Signaling et de son influence sur I’homéostasie et la
fonction des lymphocytes T a pu se développer. Cela, notamment grace a [’utilisation de
marqueurs comme Nur77, CD5 et Ly-6C qui reflétent 1’auto-réactivité des cellules. En effet

I’expression de ces marqueurs est dépendante de I’affinité des LTs pour le Soi.
a. Nur77

Nur77 (ou Nrdal) est un facteur de transcription appartenant a la famille des récepteurs
nucléaires Nrda. La famille des Nr4a est composée de trois membres, Nur7 (Nrdal), Nurrl
(Nr4a2) et Norl (Nr4a3) qui régulent de nombreux genes et participent a divers processus
cellulaires tels que I’inflammation, la prolifération, la différenciation et la survie. Leur
expression a pu étre est observée dans plusieurs types cellulaires comme les cellules
endothéliales, les cellules myéloides et les lymphocytes (Zhao and Bruemmer, 2010). Nur77
est rapidement exprimé dans les lymphocytes T et B suite a une stimulation via leur récepteur
(Liu et al., 1994; Mittelstadt and DeFranco, 1993). Ces travaux suggerent également que Nur77
est impliqué dans la mort cellulaire par apoptose dans les lymphocytes T. Lors de la
différenciation thymique, les thymocytes en cours d’apoptose médi¢e par le TCR (sélection
négative) expriment un niveau élevé de Nur77. Dans un modele de souris transgénique

exprimant une forme négative/dominante de la protéine Nur77 on observe une forte diminution
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de I’apoptose dans les thymocytes DP. De plus la délétion clonale des cellules T auto-réactives
est abolie (Calnan et al., 1995; Zhou et al., 1996). Au contraire, la surexpression de Nur77 dans
thymus provoque une apoptose massive des thymocytes (Cheng et al., 1997). Ces résultats
semblent démontrer le rdle de Nur77 dans la sélection négative des thymocytes. Cependant, les
souris déficientes pour la protéine Nur77 ne montrent pas de défaut de la sélection thymique.

Un effet compensatoire de Norl permet de rétablir la sélection négative (Lee et al., 1995).

Nur77 peut également étre utilisé comme marqueur pour étudier la force du signal regu par les
cellules T. Deux groupes ont généré les souris Nur77-eGFP BAC ou I’expression de la GFP est
sous le contrdle de la région régulatrice de Nr4al (Moran et al., 2011; Zikherman et al., 2012).
Dans ces modéles le niveau d’expression de la GFP est proportionnel au niveau du signal TCR
ou BCR recu in vitro et in vivo. On observe également une forte expression de Nur77 par les
thymocytes en cours d’apoptose, lors de la sélection négative, ainsi que les tTregs en cours de
développement. Cette expression de Nur77 est due au signal TCR fort recu par les cellules.
Enfin en périphérie, chez les souris Nur77-eGFP, les Tregs, qui recoivent un Tonic Signaling
plus fort du fait de leur forte auto-réactivité, expriment un niveau de Nur77 plus élevé que les
CD4 Tn. Ces travaux démontrent la corrélation qu’il existe entre 1’expression de Nur77 et la
force du signal TCR recu par la cellule. On distingue ainsi les différences de Tonic Signaling
recu entre les Tregs et les CD4 Tn. Cependant ce marqueur n’est que peu utilisé pour comparer
les différences qu’il existe au sein de la population de lymphocytes T CD4* naifs. En effet, la
sensibilité de ce marqueur au Tonic Signaling recu par les cellules naives n’est pas suffisante

pour bien distinguer les cellules plus ou moins auto-réactives.
b. CD5

CDS5 est une glycoprotéine exprimée a la surface des cellules B-1, des thymocytes et des
lymphocytes. Ces ligands putatifs CD72 (Lyb2), une protéine de surface des cellules B, et
CDS5L, exprimé par les splénocytes et les cellules B, suggerent que CDS5 joue un role dans les
interactions entre cellules immunitaires (Biancone et al., 1996; Van de Velde et al., 1991).
Plusieurs études montrent que CD5 régule négativement la voie TCR. Les thymocytes d’une
souris déficiente pour la protéine CD5 par exemple ont une hyper réactivité face a une
stimulation TCR in vitro (Tarakhovsky et al., 1995). Son rdle de frein a également été démontré
dans la voie BCR des cellules B (Bikah et al., 1996). Par la suite I’expression de CD5 a la
surface des lymphocytes T fut corrélée a la force du signal TCR recu par les cellules. Au cours

du développement thymique des LTs, les thymocytes doubles négatifs n’expriment que
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faiblement le CDS5. Au stade double positif, on observe un niveau intermédiaire de CD5 qui est
maintenu par des interactions TCR-pCMH de faible affinité. Enfin la forte expression de CD5
dans les DP et les simples positifs CD4* et CD8" est corrélée a 1’avidité du TCR pour le Soi.
De plus le maintien du niveau élevé de CDS5 sur les thymocytes ainsi que sur lymphocytes T en
périphérie est dépendant d’une interaction avec le complexe peptide du Soi-CMH (Azzam et
al., 1998). De récentes études ont confirmé que ’expression de CD5 a la surface des
lymphocytes T en périphérie permet de distinguer les cellules en fonction de leur auto-
réactivité. Les cellules CD4 Tx CD5™ ont un niveau de phosphorylation de la chaine { du TCR
(TCR¢) plus élevé, tout comme celui des kinases S6 et ERK, comparé a leurs homologues

CD5Mv (Daley et al., 2013b; Mandl et al., 2013).

De nombreuses études du Tonic Signaling sont maintenant basées sur I’expression de CDS5. De
fagon ¢légante I'une d’entre elles a comparé I’expression de CDS5 ainsi que la phosphorylation
de TCR¢ dans les cellules T CD4* naives issues de 8 modeles de souris TCR transgénique Ragl”
"~ ou Rag2” différents (figure 19). On observe une trés belle corrélation entre I’expression de
CDS5 et la phosphorylation de TCR¢, qui suggere que I’expression de CDS5 refléte bien I’auto-

réactivité lymphocytes T CD4" (Mandl et al., 2013).
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Figure 19 : L'expression de CDS5 refléte 1'auto-réactivité des cellules T CD4* Tg.

Gauche. Histogramme de 1’expression de CDS5 sur des lymphocytes CD4 T périphériques de souris
TCR Tg par rapport a des lymphocytes CD4 T périphériques polyclonaux de souris du fond respectif.
Droite. Corrélation entre la moyenne de RFI (relative fluorescent intensity) de CD5 et le RDV moyen
de la chaine p{ du TCR pour chaque souche TCR Tg. Issue de (Mandl et al., 2013)
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c. Ly-6C

Ly-6C est une protéine a ancre GPI localisée au niveau des rafts lipidiques. Aucun homologue
n’a encore ¢été découvert chez I’homme. Chez la souris Ly-6C permet de distinguer deux
populations de monocytes circulant possédant des fonctions distinctes. Les monocytes Ly-6CH
(analogues aux monocytes humains CD14" CD16™") sont rapidement recrutés aux sites
inflammatoires et sont considérés comme pro-inflammatoire. Les monocytes Ly-6C-°"
(analogue aux monocytes humains CD14°% CD16™) sont considérés comme des cellules en
patrouilles qui peuvent reconstituer les macrophages tissulaires résidents (Gordon and Taylor,
2005; Ingersoll et al., 2010). Ly-6C est également utilisée pour identifier certaines populations
de macrophages dans les pathologies (Karlmark et al., 2009; Movahedi et al., 2010).

Les premieres études sur ce marqueur, dans les lymphocytes T, montrent que les cellules T
CD4* mature n’expriment pas Ly-6C dans le thymus mais qu’une partie 1’acquiert rapidement
en périphérie. En effet, environ 70% des CD4 Tn sont Ly-6C* dans les différents organes
lymphoides secondaires. Les cellules T CD4" mémoire sont quant a elle Ly-6C". De maniere
intéressante 1’expression de ce marqueur est proportionnellement inversée dans les
lymphocytes T CD8*. En effet, la plupart des LTs CD8* naifs sont Ly-6C", tout comme les
cellules CD8* mémoire qui sont Ly-6C* et une partie des thymocytes SP CD8" exprime déja
Ly-6C dans le thymus (Schlueter et al., 1997). Contrairement aux autres marqueurs d’auto-
réactivités, ce n’est pas 1’expression mais la répression de Ly-6C qui est lier au TCR, les cellules
devenant Ly-6C" suite a une stimulation TCR (McHeyzer-Williams and McHeyzer-Williams,
2004). Une récente étude a montré que I’IL-27 et I’'I[FNy induisent son expression de manicre
dépendante de STAT1 (DeLong et al., 2018). En 2013, mon équipe a montré que I’inhibition
de Ly-6C et le maintien des 30% de CD4 Tn Ly-6C" en périphérie est bien dépendante du TCR
et plus précisément d’une interaction continue avec le Soi. Ainsi ils ont pu définir que les
cellules T CD4* naifs Ly-6C sont plus auto-réactives que leur homologue Ly-6C*. En effet, en
accord avec les autres marqueurs, les CD4 Tn Ly-6C" expriment plus fortement le CDS5 et leur
TCR¢ est plus phosphorylé que les CD4 Tn Ly-6C* (Martin et al., 2013). Dans les lymphocytes
T CD4* régulateurs on observe que 70% des cellules sont Ly-6C". De fagon intéressante les
Tregs Ly-6C* disparaissent progressivement avec 1’age, suggérant que la survie des Tregs en
périphérie est relier a leur forte affinité pour le Soi et aux Tonic Signaling qu’elles regoivent

(Delpoux et al., 2014).
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Ainsi en périphérie 1’expression de Ly-6C a la surface des lymphocytes T CD4" naifs permet
de dichotomiser les cellules en fonction de leur auto-réactivité. Les cellules les plus auto-
réactives, recevant un Tonic Signaling plus fort, sont Ly-6C". En effet, I’expression de Ly-6C

dans les CD4 Ty est inversement proportionnelle a I’affinité pour le Soi (figure 20).

Cellules T CD4 naives

Ly-6C- M Ly SE

CDaT, |

09-A718p
uoissaldxg

Ly-6C

Auto-reactiviteé

Figure 20 : Expression de Ly-6C dans les lymphocytes T CD4* naifs

2. Le Tonic Signaling : effets fonctionnels

Basé sur I’expression de ces marqueurs, CD5 et Ly-6C surtout, plusieurs équipes ont pu

démontrer le role physiologique du Tonic Signaling sur la fonction des lymphocytes T.
a. Tonic Signaling et réponse des LTs naifs face a I’antigéne

En périphérie les lymphocytes T CD4" naifs recoivent un Tonic Signaling provenant de leur
interaction TCR-pCMH. Cette interaction entre le TCR et le complexe peptide du Soi-CMHII
permet aux cellules de recevoir des signaux qui, en plus d’étre nécessaire a leur survie,
augmente leur réponse face a 1’antigéne dont elles sont spécifiques. Dans les années 2000,
Stefanova et al. ont montré que lorsque les lymphocytes T CD4" naifs sont privés d’interactions
avec le CMH de classe II, la réponse face a leur antigene est diminuée. Pour cela ils ont utilisé
plusieurs modeles de souris déficientes pour la protéine Rag2 (Rag2”) et exprimant un TCR
transgénique spécifique 4 un antigéne. Par exemple le modele AND, une souris Rag2” qui

exprime un TCR reconnaissant le cytochrome C de pigeon. Les lymphocytes T de ces souris
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sont majoritairement des CD4" naifs et il n’y a pas de LTs CD8*. Grace a ces modeles, ils ont
montré que les lymphocytes T dépourvues d’interaction avec le CMHII ont une phosphorylation
de la TCR¢ ou de Zap70 plus faible, une prolifération qui est trés diminué et une quasi-absence
de production d’IL-2 suite & une stimulation antigénique. De plus, ils ont observé qu’une
interaction répétée avec le CMHII permet aux TCRs exprimés a la surface des LTs d’étre
concentrés a un pole de la cellule. En absence de cette interaction, la distribution des TCRs sur
la membrane est modifiée, on les retrouve de facon homogene tout autour de la cellule. Il semble
donc que ’auto-réactivité en périphérie, ou le Tonic Signaling, permette de maintenir les
lymphocytes CD4 Tn dans un état de sensibilité accrue pour pouvoir engendrer une réponse

méme face a de faibles doses d’antigéne. (Stefanova et al., 2002).

En périphérie les lymphocytes T CD4" naifs ne sont pas tous égaux en termes d’auto-réactivité.
Comme nous I’avons les cellules CD5™ sont plus auto-réactives que leur homologue CD5™Y
et recoivent de ce fait un Tonic Signaling plus élevé. Afin d’étudier au niveau clonal 1’effet du
Tonic Signaling sur la réponse des LTs CD4*, 1’équipe de PM. Allen a comparé les lymphocytes
T de souris RAG1”- TCR Tg LLO56 et LLO118. Les cellules T CD4" issues de ses souris
reconnaissent le méme épitope du facteur de virulence de la Listeria monocytogenes, la
listeriolysin O (LLO). La différence majeure vient de leur expression de CD35, la lignée LLO56
est plus auto-réactive car elle présente un niveau de CDS5 plus élevé que son homologue
LLO118. Leurs premieres expériences ne révelent pas de différence quant a I’expression des
marqueurs d’activation comme CD25 et CD69 suite a une stimulation au peptide ou a ’anti
CD3/CD28 et leur affinité pour le peptide LLO (190-205) est similaire. Cependant, ils ont
observé que les cellules LLO56 produisent plus d’IL-2 suite a ces mé€mes stimulations (figure

21).
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Figure 21: Les cellules T LL.O56 et L1LO118 divergent dans leurs réponses a I'IL.-2 a des stimuli
spécifiques ou non spécifiques.

a, b) Pourcentage de cellules CD69" et CD25* (a) et dosage par ELISA de I’IL-2 produite (b) dans les
cellules T LLO56 et LLO118 traitées avec les quantités indiquées de peptide LLO (190-205), 100 uM
de peptide MCC (83-101) ou 10 pg/mL d'aCD3 + aCD28. (d) Quantification (par capture assay) de la
sécrétion d’IL-2 par les lymphocytes T LLO56 et LLO118 CD4* stimulés avec 10 pg/mL d'aCD3 +
aCD28. (e) Expression d’IL-2 intracellulaires des lymphocytes T LLOS56 et LLO118 CD4* stimulés par
PMA + ionomycine. Issue de (Persaud et al., 2014).

Cela n’est pas généralisé a toutes les cytokines car elles produisent des niveaux similaires
d’IFN-y et de TNF-a.. De plus cette propriété semble intrinseque. En effet si on outrepasse le
TCR en stimulant les cellules avec PMA et ionomycine, activant les voies sous le TCR, les LTs
CD4* LLOS56 conservent leur avantage. Cette meilleure production d’IL-2 est associée a une
phosphorylation plus forte de TCR¢ a I’état basal et la kinase Erk lors de 1’activation. Toutes
ces différences sont maintenues par une interaction continue avec le Soi et retrouvées entre les
lymphocytes T CD4* CD5™ et CD5Y polyclonaux issue de souris B6 (Persaud et al., 2014).
Dans une précédente étude, cette équipe a également montré une différence de réponse entre
les cellules LLOS56 et LLO118 suite a une infection par la Listeria monocytogenes. Les cellules
LLO118 répondent mieux suite a une premiere infection tandis que les cellules LLOS56 ont une
réponse CD4 plus forte lors d’une seconde infection. En effet les cellules LLO118 permettent
de générer plus efficacement des CD8*, qui répondront mieux lors d’une seconde infection. Les
cellules LLO56 quant a elles semblent se différencier plus efficacement en CD4* mémoires
(Weber et al., 2012). Tous ces travaux montrent ainsi 1’influence du Tonic Signaling sur la
fonction et la capacité de réponse des lymphocytes T CD4" naifs lors d’une infection. Ainsi, en
fonction de leur auto-réactivité, les CD4 Tn sont spécialisés dans la réponse primaire ou

secondaire lors d’une infection.
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L’effet du Tonic Signaling observé sur les lymphocytes T CD4" naifs peut également étre
transposé aux cellules T CD8* naives. En se basant aussi sur I’expression de CDS5, les cellules
CD8 Tn CD5" ont des caractéristiques phénotypiques différentes de leur homologue CD5M,
indiquant des interactions avec le Soi plus fréquentes ou plus intense. De plus ’analyse
d’expression génique suggere que les CD8 Ty CD5M sont mieux préparées pour répondre 2 une
activation. En effet, ces cellules ont un recrutement et une expansion clonale plus efficace, ainsi

qu’une réactivité accrue aux signaux inflammatoires lors de la reconnaissance de leur antigéne

étranger (Fulton et al., 2015).
b. Tonic Signaling et fonction des Tregs

Les études présentées précédemment parlent toutes de 1’effet du Tonic Signaling sur les
lymphocytes T naifs. Cependant nous avons vu que l’interaction TCR-pCMH est aussi
importante pour I’homéostasie d’autres cellules telles que les lymphocytes T CD4* régulateurs.
En plus de son importance pour I’homéostasie, cette interaction joue un role dans le maintien
des fonctions suppressives des Tregs. En périphérie, lorsque les Tregs sont transférées dans une
souris CMHII** leurs fonctions suppressives diminuent. Elles sont incapables d’inhiber la
prolifération des Tconvs par exemple ou encore de produire efficacement de I’IL-10. De plus,
le phenotype et le profil d’expression génique des Tregs dépourvue d’interaction avec le
complexe pCMH sont similaires aux Tconvs (Delpoux et al., 2012). De maniere intéressante,
I’expression de Foxp3 n’est pas affectée par la privation de reconnaissance du Soi. Ce qui
suggere que I’interaction TCR-pCMH permet le maintien d’une signature spécifique des Tregs
qui est indépendante de I’expression de Foxp3. En effet, I’équipe de M. Schmidt-Supprian a pu
démontrer cela en utilisant un modele de souris transgénique Mx 1-cre Tcra™F. L’injection de
poly(I:C) chez ces souris permet 1’ablation de la chaine o du TCR, qui conduit a la perte
d’expression de la chaine B et du CD3 a la surface des cellules aprés 10 jours. Ainsi les
lymphocytes T sont dépourvus de TCR et ne peuvent interagir avec le complexe pCMH. Les
cellules Tregs issues de ce souris (apres injection de poy(I:C)) ont des capacités suppressives
trés diminuées. De plus la comparaison entre ces Tregs et des Tregs issue de souris Tcra™ (ol
I’injection de poly(I:C) n’engendre pas de perte du TCR) montre qu’en périphérie le signal TCR
procure au Tregs une signature génique spécifique (impliqué dans les fonctions suppressives
des Tregs) qui est indépendante de Foxp3 (Vahl et al., 2014). Ainsi les Tregs ont besoin d’une
interaction répétée avec le pPCMH pour recevoir un Tonic Signaling qui est essentielle non

seulement pour leur homéostasie, mais aussi pour leurs fonctions suppressives.
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Pour aller plus loin, mon équipe s’est donc également intéressée a 1’effet du Tonic Signaling
sur la fonction des Tregs. En se basant sur ’expression de Ly-6C, les Tregs peuvent étre
dichotomisés en deux sous population avec environ 30% des cellules qui sont Ly-6C* a la
périphérie. Ainsi au sein des Tregs, qui sont plus auto-réactives que les CD4 T, on observe
¢galement une hétérogénéité en termes d’auto-réactivités. On peut voir que 70% des cellules
sont Ly-6C" et sont plus auto-réactif que leur homologue Ly-6C*, avec une expression de CD5
plus forte et une TCR( plus phosphorylé. L’équipe a montré que cette population de Tregs Ly-
6C" a des capacités suppressives plus efficace pour controler la prolifération des CD4 T in
vitro et la pathologie dans un modele d’IBD. De plus ces cellules expriment une plus grande

quantité de molécules immunosuppressives (Delpoux et al., 2014).
c. Tonic Signaling et différenciation des CD4 Tn

L’une des capacités des lymphocytes T CD4" naifs est de pouvoir se différencier en plusieurs
types d’effecteurs. En se basant sur 1’expression de Ly-6C pour distinguer les CD4 Ty les plus
auto-réatifs (Ly-6C") des moins auto-réactifs (Ly-6C*), mon équipe c’est intéressé au role du
Tonic Signaling dans la différenciation de ces cellules. L’une de leurs premicres observations
montre que les cellules les plus auto-réactives sont plus pathogéniques. En effet dans un modele
de souris IBD, maladie déclenchée par le transfert adoptif de CD4 Tx dans un héte immuno-
déficient (souris CD3g™), les souris injectées avec des lymphocytes CD4 Tn Ly-6C
développent une maladie plus sévere que celles injectées avec leur homologue Ly-6C*. De
facon surprenante, chez les souris injectées avec les cellules Ly-6C" ils retrouvent plus de
cellules T régulatrices (Foxp3™) et de Th17 (IL-17") que chez les souris injectées avec les
cellules Ly-6C*. Lors du co-transfert de cellules Ly-6C" et Ly-6C* dans les souris CD3¢”, les
cellules Ly-6C™ génerent plus de Tregs. La génération de Th17 en co-transfert est cependant
équivalente entre les deux populations et similaire au pourcentage observé lors du transfert de
cellules Ly-6C" seulement. Ces résultats suggerent que les cellules T CD4" naifs Ly-6C" se
différencient plus efficacement en pTregs qui, dans ce modele expérimental, promu la
génération de cellules Th17. Ils ont également confirmé cela par des expériences de polarisation
in vitro. Alors que ces deux sous populations de cellules T CD4" naives se différencient de
maniere équivalente en Thl et Thl7, les cellules les plus auto-réactives Ly-6C" ont une
meilleure capacité a se différencier en iTreg (figure 22). Cette différence de différenciation en
iTreg est aussi observable lors de la comparaison de lymphocytes T CD4* issus de souris TCR

tg AND ou Marylin RAG2™". Les cellules Marylin étant, avec une forte expression de Ly-6C,
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moins auto-réactives que les AND, elles se polarisent plus faiblement en iTreg. Dans cet article
I’équipe montre que les lymphocytes T CD4" naifs les plus auto-réactifs, qui sont Ly-6C", ont
une capacité de différenciation en pTreg accrue. Cette capacité étant maintenue par une
interaction continue avec le Soi. Apres un transfert de trois semaine dans une souris CMHIIA,
les CD4 Tn Ly-6C" ont une capacité de polarisation en iTreg plus faible. De facon intéressante,
comparées aux cellules CD4 Ty CD5™, qui produisent plus d’IL-2 que les CD5™Y, les cellules
Ly-6C" produisent autant d’IL-2 que les Ly-6C*. Ainsi, il semble que les populations de LTs
CD4" naifs définies par CD5 et Ly-6C ne soient identiques en termes d’auto-réactivité et de

capacité induite par celle-ci. (Martin et al., 2013)
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Figure 22 : Polarisation plus efficace des cellules CD4 Tx Ly-6C" en iTreg.

Les cellules T CD4* naives Ly-6C" ou Ly-6C* ont été purifiées a partir de souris Foxp3-GFP et stimulées
pendant 4 jours avec des anticorps aCD3 et aCD28 et en présence de concentration croissante de
TGFp1. Gauche, schéma expérimental. Dot-plots représentatifs CD4/Foxp3-GFP des cellules T CD4*

(milieu) et proportion de cellules Foxp3* parmi les cellules CD4* (droite) en fonction de la concentration
de TGFB1. Issue de (Martin et al., 2013).
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Problématique

Plusieurs études ont établi que la reconnaissance du Soi en périphérie, a travers 1’interaction
TCR-pCMH, maintenait un Tonic Signaling dans les lymphocytes T leur permettant de
répondre plus efficacement face a I’antigéne dont ils sont spécifiques. Cependant tous les LTs
ne sont pas égaux en terme d’affinité pour le Soi et donc d’intensité du Tonic Signaling regu.
Au sein des sous-populations de LTs il est possible de distinguer, via I’expression de marqueurs
de surface tel que CDS3, les cellules les plus auto-réactives (CD5™) des cellules moins auto-
réactives (CD5™Y). Cette différence d’auto-réactivité engendre dans les lymphocytes T des

différences phénotypiques et fonctionnelles (Myers et al., 2017).

Récemment notre équipe a mise en évidence un nouveau marqueur d’auto-réactivité, Ly-6C,
une protéine a ancre GPI exprimée au niveau des rafts lipidiques de la cellule. Contrairement
aux autres marqueurs d’auto-réactivité, son expression est inversement corrélée au Tonic
Signaling recu par les lymphocytes T CD4*. De ce fait les cellules CD4 Tn Ly-6C" sont plus
auto-réactives que leurs homologues Ly-6C*. En plus des différences phénotypiques, notre
équipe a montré que les cellules T CD4* naives possédant une plus grande avidité pour le Soi

se différencient plus efficacement en cellules T régulatrices (Martin et al., 2013).

Le Tonic Signaling engendré par I’interaction TCR-pCMH induit I’activation des voies
moléculaires sous-jacentes au TCR. Ainsi, j’ai tout d’abord cherché a savoir qu’elle(s) voie(s)
nous permettrait de convertir les CD4 T les moins auto-réactives (Ly-6C*) en cellules plus
auto-réactives (Ly-67). Afin de valider fonctionnellement cette conversion, nous disposions
d’un modele de souris transgénique OT-II ou les lymphocytes T CD4" expriment un TCR
spécifique reconnaissant 1’ovalbumine. Couplé a un modele expérimental de tolérance oral nous

avons pu observer la capacité des cellules T a générer des pTregs.

La seconde partie de mes travaux de these a porté sur les mécanismes impliqués dans la
différenciation des CD4 T en cellules T régulatrices Foxp3*. Je me suis attaché a étudier dans
un premier temps les similitudes et différences qu’il existe entre les cellules CD4 T les plus
auto-réactives définies soit par Ly-6C" soit par CD5™, Tirant avantage de la différence entre les
cellules CD4Tn Ly-6C™ et Ly-6C", j’ai étudié¢ les mécanismes permettant de moduler la

polarisation de ces cellules en iTregs.
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Ainsi au cours de ma theése je me suis intéressé aux voies moléculaires induites par le Tonic
Signaling permettant aux lymphocytes T CD4" les plus auto-réactifs d’acquérir un phénotype

et des fonctions particulieres.
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I. Article1

Calcium-mediated shaping of naive CD4 T-cell phenotype and function.

eLife 2017;6:e27215.

Vincent Guichard, Nelly Bonilla, Aurélie Durand, Alexandra Audemard-Verger, Thomas

Guilbert, Bruno Martin, Bruno Lucas, Cédric Auffray.

Un contact régulier avec le complexe majeur d'histocompatibilité associé a un peptide du Soi,
a ’origine d’une signalisation « tonique » du TCR aussi appelé « Tonic Signaling », est essentiel
a la survie des lymphocytes T CD4* naifs. Nous avions précédemment montré que la
signalisation TCR résultant du Tonic Signaling influencait également leur devenir lors de
l'activation en augmentant leur capacité a se différencier en lymphocytes T régulateurs induits
ou périphériques. Pour déchiffrer les mécanismes moléculaires régissant ce processus, nous
nous intéressons ici a la cascade de signalisation du TCR et démontrons qu'une augmentation
du taux de calcium intracellulaire est suffisante pour moduler le phénotype des cellules T CD4*
naives de souris et pour augmenter leur sensibilité aux signaux de polarisation en cellules T
régulatrices, les deux processus reposant sur I’activation de la calcineurine. En conséquence,
l'inhibition in vivo de la calcineurine amene les lymphocytes T CD4* naifs les plus autoréactifs
a adopter le phénotype de leurs homologues moins autoréactifs. Ensemble, nos résultats
démontrent que l'activation de la voie de la calcineurine médiée par le calcium agit comme un
rhéostat pour fagonner a la fois le phénotype et le potentiel effecteur des lymphocytes T CD4*

naifs a 1'état basal.
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RESEARCH ARTICLE

Calcium-mediated shaping of naive CD4
T-cell phenotype and function

Vincent Guichard?, Nelly Bonilla', Aurélie Durand’,
Alexandra Audemard-Verger', Thomas Guilbert’, Bruno Martin®, Bruno Lucas'?,
Cédric Auffray'™*

TInstitut Cochin, Paris Descartes Université, CNRS UMR8104, INSERM U1016, Paris,
France; ?Paris Diderot Université, Paris, France

Abstract Continuous contact with self-major histocompatibility complex ligands is essential for
the survival of naive CD4 T cells. We have previously shown that the resulting tonic TCR signaling
also influences their fate upon activation by increasing their ability to differentiate into induced/
peripheral regulatory T cells. To decipher the molecular mechanisms governing this process, we
here focus on the TCR signaling cascade and demonstrate that a rise in intracellular calcium levels is
sufficient to modulate the phenotype of mouse naive CD4 T cells and to increase their sensitivity to
regulatory T-cell polarization signals, both processes relying on calcineurin activation. Accordingly,
in vivo calcineurin inhibition leads the most self-reactive naive CD4 T cells to adopt the phenotype
of their less self-reactive cell-counterparts. Collectively, our findings demonstrate that calcium-
mediated activation of the calcineurin pathway acts as a rheostat to shape both the phenotype and
effector potential of naive CD4 T cells in the steady-state.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.001

Introduction

T-cell precursors originate in the bone-marrow and are educated in the thymus through processes
called positive and negative selections, which result in MHC-restriction and self-tolerance, respec-
tively (Stritesky et al., 2012). Only those T cells that bear an affT-cell receptor (TCR) recognizing
self-MHC with a relatively low affinity will differentiate and exit into the systemic circulation as self-
MHC restricted T cells. T cells carrying an a8 TCR that reacts with self-MHC with very low affinity die
by neglect, whereas those recognizing self-MHC with high affinity are mostly deleted by apoptosis
or differentiate into regulatory T cells called ‘natural’ or thymically derived (tTreg) in order to prevent
autoimmunity (Bautista et al., 2009; Leung et al., 2009). Therefore, self-MHC and the associated
self-reactivity of T cells influence both T-cell production and phenotype in the thymus.

In the periphery, the pre-immune repertoire of T cells is composed of almost 70% of naive T cells.
The remaining 30% are divided between recent thymic emigrants with a comparable phenotype,
regulatory T cells (Foxp3™*) and cells with an activated/memory phenotype. Naive T cells are kept
alive through continuous TCR interactions with MHC molecules complexed with various self-pepti-
des. Such TCR/MHC interactions plus contacts with IL-7 cause low-level signaling, which promotes
long-term survival of naive T cells in interphase through the synthesis of anti-apoptotic molecules
such as Bcl-2 (Martin et al., 2006; Takada and Jameson, 2009).

The degree of TCR self-reactivity of a given T-cell clone has been correlated with its expression of
CDS5 and Nur77 (Azzam et al., 1998; Moran et al., 2011). We have recently identified the cell sur-
face GPl-anchored protein, Ly-6C, as an additional and complementary sensor of T-cell self-reactivity
(Martin et al., 2013). Indeed, we have shown that, in contrast to CD5 and Nur77 which expression
directly correlates with self-reactivity, the expression of Ly-6C by peripheral naive CD4 T cells (CD4
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elLife digest To help protect the body from disease, small immune cells called T lymphocytes
move rapidly, searching for signs of infection. These signs are antigens — processed pieces of
proteins from invading microbes — that are displayed on the surface of so-called antigen-presenting
cells.Before it encounters its specific antigen, a T cell is called naive. After encountering its antigen,
the naive T cell activates and then develops into a variety of immune cells, each with a specific
activity. These immune cells include so-called peripherally induced regulatory T cells (or “pTreg
cells” for short), which, as the name suggests, help to regulate the immune response.

In addition to foreign antigens from microbes, antigen-presenting cells display fragments of the
body’s own proteins too. All naive T cells recognize some “Self-antigens”, but not as strongly as
they recognize foreign antigens. As a naive T cell travels around the body, it repeatedly interacts
with antigen-presenting cells that display Self-antigens, which triggers a low level of signaling in the
T cell. While this background signaling was known to help the T cell survive, in 2013, researchers
reported that: it also makes the T cell more responsive to foreign antigens; and it shapes how these
cells will respond when activated. For example, the naive T cells that respond the most to Self-
antigens were seen to be much more likely to become pTreg cells when activated than other T cells.

Guichard et al. - who include several of the researchers involved in the 2013 work - set out to
understand why the most Self-reactive T cells show this bias toward becoming pTreg cells. The
experiments used a range of approaches with T cells both in the laboratory and in mice. By looking
at which genes were active in the most Self-reactive T cells, Guichard et al. narrowed in on a
signaling pathway that involves calcium ions and an enzyme called Calcineurin. Blocking this
pathway caused the most Self-reactive T cells to lose their bias, and instead develop in the same
way as the least Self-reactive T cells.

Guichard et al. propose that the continuous interactions with Self-antigens trigger waves of
calcium ions in a naive T cell that shapes its behavior and future development. In a related study,
Dong, Othy et al. also conclude that contact with antigen-presenting cells causes calcium signals
that shape how the T cells behave.

In addition to providing more detail about the inner workings of immune cells, these findings may
also have implications in a clinical setting. Calcineurin inhibitors are often used to suppress the
immune system in transplant patients to prevent rejection of the transplanted organ. However, it has
proved difficult to safely interrupt these therapies even after many years. These new findings may
provide a possible explanation for this, by suggesting that the inhibitors may also interfere with the
generation of pTreg cells. Without these cells’ regulatory influence, the immune system is unlikely to
ever become tolerant of the transplant.

DOI: https://doi.org/10.7554/elife.27215.002

Tn cells) inversely correlates with their ability to interact with self-MHC (Martin et al., 2013). Ly-6C
CD4 Ty cells were therefore identified as more self-reactive than their Ly-6C*-cell counterparts.

In the absence of foreign antigen, peripheral naive T cells continuously recirculate between lym-
phoid organs (Gowans, 1959), in which they migrate along the fibroblastic reticular cells network
(Bajénoff et al., 2006) and interact frequently and briefly with dendritic cells (DC) (Bajénoff et al.,
2006; Mempel et al., 2004). It is generally accepted that these frequent DC-T-cell interactions
increase the probability of contacts between very rare antigen-specific naive T cells and the few DCs
presenting their cognate antigen during the initial course of an infection. Experimental evidences
indicate that self-MHC recognition in the periphery is also required to maintain T cells in a state of
responsiveness toward foreign antigen (Persaud et al., 2014; Stefanova et al, 2002
Wiilfing et al., 2002), suggesting a crucial role for self-MHC mediated ‘education’ and TCR self-
reactivity in determining the intrinsic functional attributes of CD4 Ty cells. Altogether, this steady-
state tonic TCR signaling was shown to influence CD4 Ty-cell effector fate by increasing the magni-
tude of their response toward their cognate antigens.

Following activation by antigen-presenting cells (APCs) in the periphery, the bulk of CD4 Ty cells
can differentiate into a variety of well documented T-helper (Ty) cell subsets, such as Ty1, Ty2, Ty17
or peripherally induced regulatory T cells (pTreg cells), characterized by their cytokine production
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profiles, specific effector functions and lineage-specific transcription factors (T-bet for Ty1 cells,
GATA-3 for Ty2 cells, RORYt/RORa. for Ty17 cells and Foxp3 for pTreg cells) (Abbas et al., 1996;
Bilate and Lafaille, 2012; Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Ivanov et al., 2006;
Liang et al., 2006, Mosmann et al., 1986, Szabo et al., 2000; Ye et al., 2001; Zheng and Flavell,
1997). Among these effector CD4 T cells, pTreg cells produce TGF-§ and share phenotypic and
functional characteristics with tTreg cells (Bilate and Lafaille, 2012). The immunological context in
which CD4 Ty cells are immersed at the time of their activation is known to drive lineage commit-
ment. The strength of the activating TCR signals received by a CD4 Ty cell also influences its subse-
quent polarization toward particular differentiation pathways (Corse et al., 2011). Indeed, in weakly
polarizing conditions, low TCR signals favor T;2- and pTreg-cell differentiation, whereas Ty1- and
Ten-cell differentiation arises from stronger signals (Gottschalk et al., 2010; Rogers and Croft,
1999; Turner et al., 2009). Most of these data were obtained in vitro by modulating signal strength
with graded dose of peptide-MHC ligands of varying potency. However, only relatively high-affinity
TCR-MHC interactions were shown to facilitate the induction of persistent Foxp3™ T cells in vivo
(Gottschalk et al., 2010).

Our recent work has reinforced the link between the tonic TCR signaling received by CD4 Ty cells
in the steady-state and their fate in the effector phase. Indeed, we have demonstrated that TCR/
self-MHC interactions not only increase quantitatively but also shape qualitatively the response of
CD4 Ty cells to their cognate antigens in the effector phase (Martin et al., 2013). More precisely,
by taking advantage of our data showing that Ly-6C expression can be considered as a new sensor
of CD4 Ty-cell self-reactivity, we have demonstrated that CD4 Ty cells with the highest avidity for
self-MHC (Ly-6C") have a biased commitment toward the iTreg/pTreg-cell lineage (Martin et al.,
2013).

The binding of antigen/MHC complexes to the TCR triggers the recruitment of a series of signal-
ing molecules and adaptors to the TCR/CD3 complex that ultimately results in the phosphorylation
and activation of phospholipase C-y (PLCy). PLCy then cleaves the phospholipid phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP;) in the plasma membrane to generate diacylglycerol, which activates protein
kinase C (PKC) and Ras-dependent pathways, as well as 1,4,5-inositol trisphosphate (IP3), which indu-
ces the release of calcium (Ca®") from intracellular stores (the endoplasmic reticulum (ER)). This Ca?t
store release only transiently elevates intracellular Ca®* concentrations but this transient rise induces
in turn a massive and sustained Ca®" entry from the extracellular space (Hogan et al., 2010).

With the aim of deciphering the molecular mechanisms involved in the tonic TCR-signaling-medi-
ated shaping of the CD4 Ty-cell compartment, we have focused on the TCR signaling cascade. By
using transcriptomic and phenotypic approaches as well as in vitro and in vivo assays, we have iden-
tified the Ca®* signaling pathway as key for the acquisition of both the phenotype of the most self-
reactive CD4 Ty cells and their enhanced cell-intrinsic ability to commit into regulatory T cells upon
activation in vitro (iTreg) and in vivo (pTreg).

Results

Cell-intrinsic enhanced ability of Ly-6C" CD4 Ty cells to commit into
iTreg cells

We have recently shown that CD4 Ty cells with the highest avidity for self-MHC (Ly-6C CD4 Ty cells)
have a biased commitment toward the iTreg/pTreg-cell lineage (Martin et al., 2013). As Ty1- and
Th2-cell-derived cytokines are known to inhibit iTreg-cell induction in vitro (Henderson et al., 2015),
we first wondered whether Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells had the same ability to produce such
cytokines after stimulation. Ly-6C™ and Ly-6C™ CD4 Ty cells were thus stimulated with oCD3- and
0CD28-coated antibodies in the presence or absence of TGFB. Interferon-gamma (IFN-y) and inter-
leukins (IL) -4, -17 and -10 were assayed in the supernatants collected 24 hr after the beginning of
the culture. We found that, whatever the presence or absence of TGFf in the culture medium, Ly-
6C" and Ly-6C* CD4 Ty cells produced similar amounts of these cytokines (Figure 1—figure supple-
ment 1A,B). To further characterize the enhanced ability of Ly-6C” CD4 Ty cells to commit into
iTregs in vitro, we asked whether this feature was cell-intrinsic. To this end, Ly-6C" and Ly-6C* CD4
Tn cells were isolated from peripheral LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice by flow cytometry sorting,
barcoded with CTv or CTv and CTfr proliferation dyes, and stimulated with aCD3- and aCD28-
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coated antibodies in the presence of graded doses of TGFp. These cells were cultured separately or
together (Figure 1A,B). The percentages of Foxp3™ cells among the progeny of both naive cell-sub-
sets were assessed on day 4. For suboptimal doses of exogenous TGFB,Ly-6C™ CD4 Ty cells gave
rise to a twofold higher proportion of iTreg cells than their Ly-6C*-cell counterparts in both culture
conditions (Figure 1C,D). The concentration of TGFB needed to obtain 50% of the maximal percent-
age of iTreg cells (effective concentration, EC50) was calculated by fitting the dose-response curves
of both CD4 Ty-cell subsets in the different culture conditions (Figure 1D,E). EC50 values for TGF
were statistically different between the 2 CD4 Ty-cell subsets whether they were cultured separately
or together. Of note, and in line with their similar ability to produce T1- and Ty2-cell-derived cyto-
kines, blocking IFN-y and IL-4 during in vitro iTreg-cell polarization did not abolish the difference in
the ability of Ly-6C™ and Ly-6C™ CD4 Ty cells to differentiate into iTreg cells. (Figure 1—figure sup-
plement 1C-E). These results suggest strongly that the greater sensibility of Ly-6C~ CD4 Ty cells to
iTreg-cell polarization signals is cell-intrinsic.

Ly-6C” CD4 Ty-cell transcriptomic signature reveals both their TCR
signaling activity and their bias toward iTreg-cell polarization

To further compare Ly-6C" and Ly-6C* CD4 Ty cells, we obtained Affymetrix gene expression pro-
files from both CD4 Ty-cell subsets directly isolated from peripheral LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP
mice by flow cytometry sorting (Figure 2). Only few genes were significantly differentially expressed
between the two types of CD4 Ty cells (at a 1.3-fold cutoff, 167 genes over-expressed and 164
under-expressed in Ly-6C™ CD4 Ty cells when compared to Ly-6C* CD4 Ty cells; Figure 2A). This
set of differentially expressed genes between Ly-6C” and Ly-6C* CD4 Ty cells was compiled into a
comprehensive signature that we named 6CSign (Figure 2B,C). The differential expression of several
genes by Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells was then validated at the protein level by flow-cytometry
(Figure 2—figure supplement 1). In line with our microarray analysis, Ly-6C” CD4 Ty cells were
expressing higher amounts of CD5, CD73, CD122, CD200, lkzf3 and lzumo1r and lower levels of
Sca-1 and IL18Ra than their Ly-6C*" CD4 Ty-cell counterparts (Figure 2—figure supplement 1A,B).

We have previously shown that Ly-6C~ CD4 Ty cells were more self-reactive than Ly-6C™ CD4 Ty
cells (Martin et al., 2013). Accordingly, among the 6CSign, several genes such as Ctla4, Cd5,
Tnfrsf4, Tnfrsf9 and Nrdal were previously shown to belong to activation-induced or -repressed
gene families (Figure 2C; [Wakamatsu et al., 2013]). We thus compared more precisely our signa-
ture, the 6CSign, with several public Geo Datasets comparing various ‘activated’ CD4 Ty cells to
their non-activated cell counterparts (Figure 3A,B). CD5 expression levels on CD4 Ty cells are
actively maintained by interactions with self-MHC and rapidly decline in their absence (for example
in the blood, [Stefanova et al., 2002]). In agreement with a greater self-reactivity of Ly-6C” CD4 Ty
cells, the 6CSign correlated significantly with the CD5M versus CD5'° CD4 Ty-cell signature
(Richards et al., 2015). Interestingly, whereas the 6CSign genes also correlated with the transcrip-
tional signature of oCD3-activated CD4 Ty cells (compared to unstimulated cells)
(Wakamatsu et al., 2013), there was no significant correlation with the signature of Phorbol 12-Myr-
istate 13-Acetate (PMA)-activated CD4 Ty cells (Bevington et al., 2016).

Interestingly, the 6CSign contained several genes characteristically expressed in Treg cells such
as Ctla4, Izumo1r, Cd200, Lag3 or lI2rb. All these genes were upregulated in Ly-6C™ CD4 Ty cells
when compared to Ly-6C*" CD4 Ty cells (Figure 2C). By comparing CD4 T-cell effectors with naive
CDA T cells, Wei et al. (2009) have recently defined the transcriptional signature of the main CD4 Ty-
cell subsets such as in-vitro-induced Treg cells, Ty1, T2 and Ty17 cells. Comparison of the 6CSign
with these cell signatures revealed that the differences in gene expression observed between Ly-6C”
and Ly-6C* CD4 Ty cells correlated significantly with the in-vitro-induced Treg-cell signature, and to
a lesser extent with the Ty17 one but not with the Ty1 or T2 transcriptional signatures (Figure 3C).

Similarities were also observed between the transcriptional profiles of Ly-6C™ CD4 Ty cells and ex
vivo purified peripheral Treg cells (Figure 3C) (Wei et al., 2009). One common characteristic shared
by Ly-6C™ CD4 Ty cells and CD4 Treg cells is their high degree of self-reactivity. Recent studies have
highlighted a continuous requirement of self-MHC recognition and of the associated TCR-mediated
signaling for maintaining both the function and transcriptional signature of CD4 Treg cells
(Delpoux et al., 2012; Levine et al., 2014, Vahl et al., 2014). Whereas self-deprivation or TCR-abla-
tion did not impair the expression of the transcription factor Foxp3, they induced major transcrip-
tional changes (Delpoux et al., 2012; Levine et al., 2014; Vahl et al., 2014). Interestingly, 6CSign
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Figure 1. Cell-intrinsic enhanced ability of Ly-6C™ CD4 Ty cells to commit into iTreg cells. (A-E) Flow-cytometry sorted Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells
from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were stained with CTv (Ly-6C") or CTv and CTfr (Ly-6C*) and stimulated separately or together for 4 days with coated
oCD3 and aCD28 Abs (4 ug/ml), in the presence of graded doses of TGFB1. (A) Diagram illustrating the experimental protocol. (B) Representative
CTv/CTfr dot-plots for gated CD4" cells recovered after 4 days of culture. Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells were either cultured separately (top left and
right panels, respectively) or together (bottom panel) (C) Representative Foxp3/CD4 contour-plots and proportions of Foxp3™ cells for gated CD4" cells
are shown at a dose of 0.25 ng/mL TGFB1. (D) Proportions of Foxp3* cells among CD4" cells are shown as a function of TGFB1 concentration.

Mean =+ s.e.m of four independent experiments are shown. (E) Concentrations of TGFB1 needed to obtain 50% of the maximal percentages of iTreg-cell
polarization (EC50) were calculated for each CD4 Ty cell subset in separated or mixed cultures. Each dot represents an independent experiment.
Significance of differences were assessed using a two-tailed paired Student's t-test. Values of p<0.05 were considered as statistically significant
(**p<0.01; ns, not significant).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.003

The following figure supplement is available for figure 1:

Figure supplement 1. Cytokine-independent enhanced ability of Ly-6C” CD4 Ty cells to commit into iTreg cells.
DOI: https://doi.org/10.7554/elife.27215.004
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Figure 2. Transcriptional profiling identifies a set of differentially regulated genes between Ly-6C" and Ly-6C* CD4 Ty-cell subsets. (A-E) Microarray
analysis was performed on Ly-6C™ and Ly-6C" CD4 Ty cells sorted from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice. (A) ‘Volcano plot’ representation (Log?2 (ratio)
versus Log10 (t test p-value)). Genes expressed >1.3 fold higher or lower in Ly-6C” CD4 Ty cells compared to Ly-6C* CD4 Ty cells with a p-value

of <0.05 are highlighted in red. The number of genes up- or down-regulated (1.3-fold cut-off) for each comparison is indicated. (B) Scheme depicting
the selection of genes that were included in the 6CSign (list of the genes differentially expressed between Ly-6C" and Ly-6C* CD4 Ty cells, at a 1.3-fold
cut-off). (C) Heat map of selected differentially expressed genes between Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells. The scaled expression of each replicate,
denoted as the row z-score, is plotted in yellow-blue color scale with yellow indicating high expression and blue indicating low expression.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.005

The following figure supplement is available for figure 2:

Figure supplement 1. Validation of the 6CSign at the protein level.
DOV https://doi.org/10.7554/eLife.27215.006

genes strongly correlated with the transcriptional signature of TCR* CD4 Treg cells (compared to
TCR™ CD4 Treg cells, Figure 3D) (Vahl et al., 2014). More precisely, most genes upregulated in Ly-
6C CD4 Ty cells when compared to their Ly-6C*-cell counterparts were positively regulated by
steady-state TCR signaling in CD4 Treg cells (such as Cd5, Cd200, l12rb, Itih5, Maf and Myb;
Figure 3E). Conversely, an important proportion of the genes downregulated in Ly-6C~ CD4 Ty cells
were also down-regulated by steady-state interactions with self-MHC in CD4 Treg cells (Figure 3E).
Altogether, these data point to a role for the TCR signaling pathway in the installation and mainte-

nance of the 6CSign.
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Figure 3. Transcriptomic signature of Ly-6C” CD4 Ty cells reveals both their active TCR signaling and their bias toward iTreg-cell polarization. (A-E)
6CSign was compared to several public Geo Datasets. (A) Diagram illustrating the analysis protocol. (B) Ratio vs ratio representation comparing gene
expression ratio between Ly-6C™ CD4 Ty cells and Ly-6C* CD4 Ty cells (6CSign) with either CD5M¥lo cell signature (Richards et al., 2015) (ratio of
CD5" CD4 Ty cells to CD5'° CD4 Ty cells, left panel), anti-CD3 activated CD4 Ty-cell signature (Wakamatsu et al., 2013) (ratio of CD4 Ty, cells
stimulated for 24-48 hr with anti-CD3 coated Ab to unstimulated CD4 Ty cells, middle panel) and PMA-activated CD4 Ty-cell signature

(Bevington et al., 2016) (ratio of CD4 Ty cells stimulated for 2 hr with PMA to unstimulated CD4 Ty cells, right panel). (C) Ratio vs ratio representation
comparing gene expression ratio between Ly-6C” CD4 Ty cells and Ly-6C* CD4 Ty cells (6CSign) with in-vitro-induced Ty1, T2, Ty17, iTreg and ex vivo
purified Treg cell signatures that have been identified by Wei et al. (2009) (ratio of CD4 Ty-cell subsets to CD4 Ty cells). (D) Ratio vs ratio
representation comparing gene expression ratio between Ly-6C™ CD4 Ty cells and Ly-6C* CD4 Ty cells (6CSign) with TCR-signaling-dependent CD4-
Treg-specific signature (Vahl et al., 2014) (ratio between TCR" Treg cells and TCR-ablated (TCR") Treg cells). (B-D) Correlation analyses were
performed using Pearson’s correlation test. (E) 'Volcano plot’ representation (Log (ratio) versus Logyg (t-test p-value)) between TCR" Treg cells and
TCR-ablated (TCR") Treg cells (Vahl et al., 2014), for 6CSign genes upregulated (upper panel) or downregulated (lower panel) in Ly-6C™ CD4 Ty cells.
(B-E) Datasets were filtered to common probes between the two arrays.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.007

Ly-6C” CD4 Ty-cell phenotype relies on the Ca?* signaling pathway in
vitro

The transcriptional signature of Ly-6C~ CD4 Ty cells revealed some similarities between these cells
and aCD3-stimulated CD4 Ty cells. We therefore decided to analyze the effect of TCR signaling on

Guichard et al. eLife 2017;6:€27215. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215 7 of 26


https://doi.org/10.7554/eLife.27215.007
https://doi.org/10.7554/eLife.27215

LI FE Immunology | Cell Biology

Ly-6C expression. Ly-6C* CD4 Ty cells were isolated from peripheral LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP
mice by flow cytometry sorting and incubated with various stimulating agents mimicking all or part
of TCR-induced signals (Figure 4A). As expected from our transcriptomic analysis and previous work
(Martin et al., 2013), Ly-6C expression was clearly downregulated when cells were stimulated with
0CD3 and aCD28-coated antibodies for 5 days (Figure 4A,B). To decipher which TCR-induced sig-
nals led to Ly-6C down-regulation, we roughly dichotomized the TCR signaling cascade into its two
main components, for example the Ca®* signaling pathway that can be elicited by Thapsigargin (TG)
and the PKC and ERK signaling pathways activated by PMA. When combined, PMA and TG, induced
complete Ly-6C down-regulation, whereas, when separated, each drug had an opposite effect on
Ly-6C expression. Indeed, whereas PMA alone upregulated Ly-6C expression, TG alone induced a
near-complete disappearance of Ly-6C protein at the surface of Ly-6C™ CD4 Ty cells. Interestingly,
while in all other conditions, CD4 Ty cells were proliferating, this phenotypic conversion of Ly-6C*
CD4 Ty cells into Ly-6C™ CD4 Ty cells induced by TG alone occurred without any proliferation
(Figure 4A,B). Importantly, to avoid TG-induced cell death, a sub-optimal dose (4 nM) was used in
these culture conditions. 4 nM TG induced a reproducible increase in intracellular calcium levels,
although to a lesser extent than the classical dose of 200 nM (Figure 4C). Accordingly, by analyzing
basal Ca®* contents at the end of the culture period (5 days), we observed that 4 nM TG treated Ly-
6C* CD4 Ty cells exhibited higher cytoplasmic Ca®* levels than control cells cultured in IL-7 alone
(Figure 4D,E). To further characterize the long-term effect of this low-dose TG, subcellular localiza-
tion of the nuclear factor of activated T-cell protein 1 (NFAT1) was assessed in Ly-6C* CD4 Ty cells
in the presence or absence of 4 nM TG at various time points along the culture. Indeed, increases in
intracellular Ca®* levels result in the activation of calcineurin that dephosphorylates members of the
NFAT family, leading to their translocation into the nucleus. NFAT1 localization was quantified by
high-resolution imaging flow-cytometry using the ImageStreamX technology (Figure 4F). In line with
the Ca?" increase induced by 4 nM TG treatment, NFAT was translocated into the nucleus of Ly-6C*
CD4 Ty cells in the presence of TG while it remained cytoplasmic in its absence. NFAT translocation
into the nucleus peaked on day 1 and remained significantly higher in TG-treated cells than in con-
trol cells throughout the culture.

Finally, in agreement with their resting status, Ly-6C* CD4 Ty cells cultured in TG alone for 5
days maintained a naive phenotype according to their low forward scatter profile and expression of
CD44 and CD62L (Figure 4—figure supplement 1). We then studied the kinetic aspect of the TG-
mediated conversion of Ly-6C* CD4 Ty cells into Ly-6C™ CD4 Ty cells and found that it occurred in
3-4 days of culture (Figure 4G).

Altogether, our results suggest that the Ca®* signaling pathway is sufficient to induce Ly-6C
down-regulation on CD4 Ty cells in vitro. We therefore hypothesized that the Ca?* signaling path-
way might be involved as part of the self-mediated tonic TCR signaling in the generation/mainte-
nance of Ly-6C” CD4 Ty cells in the periphery of a normal mouse in the steady-state. To evaluate the
activation status of the Ca®* signaling pathway within Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells in vivo in the
steady-state, we analyzed NFAT1 subcellular localization in both cell types. To this aim, LN cells
were directly fixed after recovery and NFAT1 or NFAT2 localization was imaged by confocal micros-
copy (Figure 4H) and quantified by high-resolution imaging flow-cytometry using the ImageStreamX
technology (Figure 4l and Figure 4—figure supplement 2). In line with our hypothesis, NFAT locali-
zation is more nuclear in Ly-6C” CD4 Ty cells than in their Ly-6C*-cell counterparts. As a control,
CD4 Ty cells were rested in vitro for 30 min before fixation and staining. As expected, differences in
NFAT localization between Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells were abolished in these conditions. 200
nM TG treatment induced the nuclear translocation of NFAT in both CD4 Ty-cell subsets. Of note, in
this latter condition, differences in the localization of NFAT1 and NFAT2 between Ly-6C™ and Ly-6C*
CD4 Ty cells were diminished but not completely abolished (Figure 41 and Figure 4—figure supple-
ment 2).

Altogether, our data demonstrate that increasing in vitro intracellular Ca?* levels is sufficient to
down-modulate Ly-6C expression at the cell surface of Ly-6C* CD4 Ty cells without inducing any sig-
nificant proliferation or activation. Accordingly, the greater nuclear-cytoplasmic ratio of NFAT pro-
teins observed in Ly-6C” CD4 Ty cells, when compared to their Ly-6C* CD4 Ty-cell counterparts,
might reflect differences in the intensity of the Ca®*/Calcineurin signaling induced in vivo in these
cells. Such differences could result from the differential ability of these cells to regularly interact with
self-MHC/self-peptide complexes in the steady-state.
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Figure 4. Ly-6C” CD4 Ty-cell phenotype relies upon calcium signaling pathway in vitro. (A-B) Flow-cytometry sorted Ly-6C* CD4 Ty cells from C57BL/6
Foxp3-GFP mice were labelled with CTv and cultured in IL-7 (10 ng/ml) in the presence of either coated aCD3/28 (4ug/ml), PMA and TG (1.25 ng/ml
and 4 nM, respectively), PMA alone (1.25 ng/ml) or TG (4 nM). Cells were recovered and analyzed after 5 days of culture. (A) Representative Ly-6C/CTv
contour-plots are shown. (B) Ly-6C Mean fluorescence intensities (MFls), for gated CD4" TCR" cells, are shown as means + s.e.m. for a representative
Figure 4 continued on next page
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Figure 4 continued

experiment with three mice per group (upper panel). Mean cell cycle numbers were calculated (lower panel). (C) Ex-vivo-purified CD4 T cells from
C57BL/6 Foxp3-GFP mice were stained with Indo-1 and cell surface molecules CD44, Ly-6C and lineage markers (CD11¢, CD11b, CD8p, CD25, TCRyd
and NK1.1). Intracellular calcium concentration was assessed before and after stimulation with 4 or 200 nM TG to the extracellular medium and
monitored by flow cytometry for 20 min; results are presented as normalized ratio of Indo-1 emission at 405 nm to that at 510 nm (405/510) for gated
Ly-6C* CD4 Ty cells (Lineage™ Foxp3-GFP~ CD44'° Ly-6C* cells). Normalized Indo-1 ratio at the Plateau are shown as means + s.e.m. for a
representative experiment (out of two independent experiments) with three mice per group (Each dot represents an individual mouse). (D-G) Flow-
cytometry sorted Ly-6C" CD4 Ty cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were cultured in the presence of IL-7 (10 ng/mL) with TG (4 nM) or not. (D)
Diagram illustrating the experimental protocol. (E) Basal intracellular calcium concentration was assessed, as in C, after 5 days of culture. Raw Indo-1
ratio are shown as means =+ s.e.m. for a representative experiment (out of two independent experiments) with three mice per group (each dot
represents an individual mouse). (F) After 1, 3 and 5 days of culture, cells were analyzed by imaging flow cytometry. NFAT1 nuclear localization was
calculated as similarity score between NFAT1 and DRAQS5 intensities. Data are representative of one of two independent experiments. (G) Cells were
analyzed after 0, 1, 2, 3, 4 and 7 days of culture. Representative Ly-6C contour plots are shown for gated CD4 Ty, cells (CD4* CD44'"° CD25'® Foxp3-
GFP") are shown. (H, 1) LN cells were isolated from C57BL/é mice and fixed in 4% paraformaldehyde immediately (Ex vivo) or after 30 min of culture in
the presence of 200 nM of TG (TG) or not (Resting). Ly-6C" and Ly-6C* CD4 Ty cells (CD4™ CD44'° CD25'° Foxp3’) were sorted by flow cytometry and
stained for NFAT1, and DNA (DRAQY5). (H) Cells were analyzed by confocal microscopy; CD4 (Red), Ly-6C (Magenta), NFAT1 (pseudocolor) and DNA
(DRAQS5, cyan) fluorescence are shown for ‘ex vivo' purified Ly-6C” (upper panel) and Ly-6C* (lower panel) CD4 Ty cells. Original magnification x63. (I)
Cells were analyzed by imaging flow cytometry and NFAT1 nuclear localization assessed as in F. Data are representative of one of three independent
experiments. (B, C, E, F, I) Significance of differences were assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test. Values of p<0.05 were considered as
statistically significant (**p<0.01; ***p<0.001; ns, not significant).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.008

The following figure supplements are available for figure 4:

Figure supplement 1. ‘Ca®*-converted' Ly-6C*CD4 Ty, cells keep a naive phenotype.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.009

Figure supplement 2. NFAT2 localization is more nuclear in Ly-6C™ CD4 Ty cells than in their Ly-6C*-cell counterparts.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.010

The Ca?**-calcineurin signaling pathway shapes the phenotype of the
CD4 Ty-cell compartment

We have identified several proteins differentially expressed between Ly-6C™ and Ly-6C™ CD4 Ty cells
(Figure 2—figure supplement 1) and have showed that TG induced Ly-6C downregulation at the
cell surface of Ly-6C* CD4 Ty cells. We next studied whether proteins of the 6CSign other than Ly-
6C, were also modulated by an increase in intracellular Ca®*. To go further, we examined in parallel
the involvement of the calcineurin phosphatase in these processes. To this aim, Ly-6C* CD4 Ty cells
were isolated from peripheral LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice by flow cytometry sorting and cul-
tured with IL-7 in the presence or absence of TG and calcineurin-inhibitors (Cyclosporin A, CsA and
Tacrolimus, FK506, FK). Ly-6C™ CD4 Ty cells cultured in IL-7 were added as control. After 5 days of
culture in these conditions, the expression of Ly-6C, CD5, CD73, CD122, CD200 and lzumo1r was
analyzed by flow-cytometry (Figure 5A). For all these proteins, TG induced changes in their expres-
sion at the cell surface of Ly-6C* CD4 Ty cells. More precisely, their level of expression reached
those observed in Ly-6C™ CD4 Ty cells. Blocking calcineurin activation with either CsA or FK506 led
to the complete inhibition of this phenotypic conversion of Ly-6C* (CD5'°, CD73™, CD122",
CD200'"°, Izumo1r'®) CD4 Ty cells into Ly-6C” (CD5M, CD73", CD122™™, CD200™, Izumo1r") CD4 Ty
cells. This Ca®*-induced phenotypic conversion thus depends on the activity of the canonical Ca®*-
calcineurin signaling pathway.

We then investigated whether this in vitro observation could be mimicked in vivo. We first con-
firmed that the Ca®*-calcineurin signaling cascade was active in vivo in Ly-6C” CD4 Ty cells by show-
ing that blocking calcineurin activation for 18 hr with FK506 was sufficient to abrogate the nuclear
localization of NFAT in these cells (Figure 5—figure supplement 1). We then wondered whether a
longer treatment with this calcineurin inhibitor would affect the phenotype of CD4 Ty cells in vivo.To
this aim, C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected daily with FK506 or PBS for 2 weeks (Figure 5B).
After 14 days, CD4 Ty cells from peripheral LNs and the spleen were analyzed for their expression
of Ly-6C, lzumo1r and CD200. In line with our in vitro experiments, both the percentage of Ly-6C*
cells among CD4 Ty cells and the MFI of Ly-6C at the cell surface of Ly-6C* CD4 Ty cells increased
in treated mice when compared to control mice (Figure 5C-E). Moreover, FK506 induced significant
decreases of Izumo1r and CD200 surface levels in CD4 Ty cells (Figure 5C,F). Such changes in the
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Figure 5. The calcium-calcineurin pathway shapes the phenotype of the CD4 Ty-cell compartment in vivo. (A) Flow-cytometry sorted Ly-6C* CD4 Ty
cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were cultured in IL-7 (10 ng/mL) alone or in the presence of either TG (4 nM), TG and Cyclosporin A (CsA; 50 nM)
or TG and FK506 (FK; 200 nM). Flow-cytometry sorted Ly-6C™ CD4 Ty cells rested in IL-7 were used as control. After 5 days, cells were analyzed for their
expression of Ly-6C, CD5, CD73, CD122, CD200 and lzumor. Representative contour-plots of cell surface markers are shown for gated CD4 Ty cells

Figure 5 continued on next page
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Figure 5 continued

(CD4* TCRP* CD44'° CD25' Foxp3-GFP) as a function of culture condition. (B-F) C57BL/é Foxp3-GFP mice were daily injected intraperitoneally with
Prograf (FK506; 2.5 mg/kg) or diluent (PBS). Two weeks after treatment LNs (pooled pLNs and mLNs) and spleen were recovered and CD4 T cells were
analyzed. (B) Diagram illustrating the experimental procedure. (C) Ly-6C and lzumo1r fluorescence histograms for gated CD4 Ty cells (CD4" TCRB"
CD44'° CD25" Foxp3-GFP) recovered from LNs of PBS (white) and FK506 (grey) treated mice. (D) Percentage of Ly-6C* cells among CD4 Ty (CD4*
TCRB" CD44'° CD25" Foxp3-GFP") cells are shown for LNs and spleens of PBS (white) and FK506 (grey) treated mice. (E) Ly-6C Mean fluorescence
intensities (MFIs), for gated Ly-6C* CD4 Ty (Ly-6C* CD4™ TCRB™ CD44'° CD25' Foxp3-GFP?) cells recovered from LNs of PBS (white) and FK506 (grey)
treated mice, are shown as means + s.e.m. for two independent experiments with three mice per group. (F) lzumo1r and CD200 mean fluorescence
intensities (MFls), for gated Ly-6C* CD4 Ty (Ly-6C* CD4* TCRB* CD44'° CD25" Foxp3-GFP) cells recovered from LNs of PBS (white) and FK506 (grey)
treated mice, are shown as means + s.e.m. for a representative experiment with three mice per group. (G-I) 1 x 10° flow-cytometry sorted Ly-6C CD4
Tw cells from CD45.1" C57BL/6 Foxp3-GFP mice were adoptively transferred into sex-matched CD45.2" C57BL/6 Foxp3-GFP recipient mice daily
injected intraperitoneally with Prograf (FK506; 2.5 mg/kg) or diluent (PBS). Two weeks after transfer and treatment, LNs (pooled pLNs and mLNs) and
spleen were recovered and donor-derived CD45.1" CD4 T cells were analyzed. (G) Diagram illustrating the experimental model. (H) Absolute numbers
of donor-derived CD4 Ty (CD45.1* CD45.2° CD4* TCRB* CD44'° CD25'° Foxp3-GFP') cells recovered from LNs and spleen of recipient mice are shown
as means + s.e.m. for two independent experiments with three mice per group. (I) Percentage of Ly-6C* among donor-derived CD4 Ty, (CD45.1*
CD45.2° CD4" TCRB*™ CD44' CD25'° Foxp3-GFP) cells recovered from LNs and spleen of recipient mice are shown as means + s.e.m. for two
independent experiments with three mice per group. (D, H, 1) Each dot represents an individual mouse. (D-F; H, ) Significance of differences were
assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test. Values of p<0.05 were considered as statistically significant (**p<0.01; ***p<0.001; ns, not
significant).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.011

The following figure supplement is available for figure 5:

Figure supplement 1. The calcium-calcineurin cascade drives NFAT nuclear translocation in CD4 Ty cells in vivo.
DOI: https://doi.org/10.7554/elife.27215.012

phenotype of the bulk of CD4 Ty cells could result from either the conversion of Ly-6C™ CD4 Ty cells
into Ly-6C* CD4 Ty cells or the disappearance of the Ly-6C -cell subset. We therefore decided to
compare the behavior of adoptively transferred Ly-6C™ CD4 Ty cells in FK506 or PBS-treated mice
(Figure 5G). 10° Ly-6C" CD4 Ty cells purified from LNs of CD45.1* Foxp3-GFP donor mice were
adoptively transferred into CD45.2" Foxp3-GFP-recipient mice. Host mice were then daily injected
with FK506 or PBS for 2 weeks (Figure 5G). After 14 days, donor-derived CD4 Ty cells from periph-
eral LNs and the spleen were analyzed. Although similar numbers of donor-derived CD4 Ty cells
were recovered from both FK506 and PBS -treated mice (Figure 5H), these cells were still greatly
enriched in Ly-6C-expressing cells in FK506-treated recipients (Figure 5I).

Altogether, our data demonstrate that the activation of the Ca?*-calcineurin signaling pathway
drives the phenotypic conversion of Ly-6C* CD4 Ty cells into Ly-6C” CD4 Ty cells both in vitro and
in vivo.

Ca®*-mediated shaping of the CD4 Ty-cell iTreg-cell differentiation
potential

As a rise in intracellular Ca®* level converts phenotypically Ly-6C* CD4 Ty cells into Ly-6C” CD4 Ty
cells, we then tested whether the in vitro iTreg-cell polarization potential of these ex-Ly-6C*™ CD4 Ty,
cells (referred thereafter as ‘Ca®*-converted’ Ly-6C* CD4 Ty cells) was also modified. Ly-6C™ and Ly-
6C* CD4 Ty cells were recovered from C57BL/6 Foxp3-GFP mice and cultured in vitro with or with-
out TG. After 5 days of culture, viable cells were FACS-sorted and stimulated with aCD3- and
0CD28-coated antibodies in the presence of graded doses of TGF for 4 days (Figure 6A). Of note,
even after 5 days of resting in the presence of IL-7, Ly-6C™ CD4 Ty, cells were keeping a greater sen-
sitivity to iTreg-cell polarization signals, than Ly-6C* CD4 Ty cells cultured in the same conditions.
Importantly, the iTreg-cell polarization potential of Ly-6C* CD4 Ty cells rose up when these cells
were pre-incubated in the presence of TG and became similar to the one observed for Ly-6C™ CD4
Tn cells (Figure 6B,C). In agreement with the fact that calcineurin inhibitors blocked the TG-medi-
ated phenotypic conversion of Ly-6C* CD4 Ty cells into Ly-6C™ CD4 Ty cells (Figure 5A), adding
CsA at the time of TG pre-incubation also abrogated the sensitization of Ly-6C* CD4 Ty cells to
iTreg-cell polarization signals (Figure 6B). EC50 values for TGFP were calculated in these conditions
and were statistically different between the 2 CD4 Ty-cell subsets when cells were pre-incubated in
IL-7 alone but dropped to similar levels when TG was added in the pre-culture medium (Figure 6C).
Of note, pre-incubating Ly-6C* CD4 Ty cells with TG and CsA further limit their ability to commit
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Figure 6. Ly-6C” CD4 Ty-cell sensitization to iTreg-cell polarization signals relies upon calcium signaling pathway in vitro. Flow-cytometry sorted Ly-6C
and Ly-6C" CD4 Ty cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were cultured in IL-7 (10 ng/mL) with or without TG (4 nM) and CsA (50 nM). After 5 days, live
cells were flow-cytometry sorted and stimulated with coated aCD3 and aCD28 Abs (4 pg/ml) in the presence of graded doses of TGFB1. Cells were
analyzed after 4 days of stimulation. (A) Diagram illustrating the experimental procedure. (B) Representative Foxp3/CD4 contour-plots and proportions
of Foxp3™ cells for gated CD4" cells are shown at a dose of 0.25 ng/mL TGFp1, as a function of pre-culture condition. (C) Concentrations of TGFB1
needed to obtain 50% of the maximal percentage of iTreg-cell polarization (EC50) were calculated for each CD4 Ty-cell subset and each pre-culture
condition. Each dot represents an independent experiment. Significance of differences were assessed using a two-tailed paired Student’s t-test. Values
of p<0.05 were considered as statistically significant (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ns, not significant).

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.013

into iTreg cells as reflected by a significant increase in EC50 (Figure 6C). Altogether, our data dem-
onstrate that an increase in intracellular Ca?* levels not only shapes the phenotype of the CD4 Ty-
cell compartment but also sensitizes in vitro these cells to iTreg-cell polarization signals, both pro-
cesses occurring through a calcineurin-dependent pathway.

To confirm these data in vivo, we used the well-known model of antigen-specific pTreg-cell devel-
opment induced by oral tolerance (Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007). This protocol studies
the behavior of CD4 Ty cells from ovalbumin-specific TCR transgenic OT-Il mice adoptively trans-
ferred into wild-type mice fed with ovalbumin (OVA). Indeed, in these conditions, a significant pro-
portion of OT-Il cells rapidly differentiate into pTreg cells in the mesenteric lymph nodes and Peyer
Patches of recipient mice. Most OT-Il CD4 Ty cells expressed Ly-6C ex vivo (Figure 7—figure sup-
plement 1A). FACS-sorted CD45.1/2* OT-Il CD4 Ty cells were first cultured in IL-7 in the presence
or absence of TG (Figure 7A). After 5 days of culture, TG led to a marked downregulation of Ly-6C
(Figure 7—figure supplement 1B). Living cells were then FACS-sorted and 0.5-1.10° cells were
adoptively transferred into CD45.1 Foxp3-GFP mice. Finally, recipient mice were fed or not for 7
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days with OVA in their drinking water. As expected, OVA administration led to the activation of OT-
Il cells, as reflected by a significant CD44 upregulation at their cell surface (Figure 7—figure supple-
ment 1C). Similar numbers of OT-Il CD4 T cells were recovered from the secondary lymphoid organs
of OVA-fed mice whether they were initially injected with ‘Ca®*-converted’ or not OT-Il CD4 Ty, cells
(Figure 7B). In all secondary lymphoid organs, Ca®*-converted OT-lIl CD4 Ty cells gave rise to
greater proportions and absolute numbers of Foxp3-expressing cells than OT-Il CD4 Ty cells cul-
tured with IL-7 alone prior to injection (Figure 7C-E). Specifically, a total of 1.16 + 0.22x10* pTreg
(Foxp3-expressing) cells were recovered from the whole periphery of recipient mice injected with Ly-
6C* OT-ll CD4 Ty cells compared to 2.26 + 0.32x10% pTreg cells when mice were injected with
Ca?*-converted OT-Il CD4 Ty cells(p<0.05).

These latter results were confirmed by using a second protocol of oral administration of OVA. In
this setting, ‘Ca®*-converted’ OT-Il CD4 Ty, cells were co-transferred with OT-Il CD4 Ty cells cultured
in IL-7 alone in order to compare their ability to convert into pTreg in the same recipient mice.
FACS-sorted CD45. 2* and CD45.1/2" OT-Il CD4 Ty cells were first cultured in IL-7 in the absence
or presence of TG, respectively (Figure 7—figure supplement 1A). After 5 days of culture, living
cells were FACS-sorted, mixed at a 1:1 ratio and 1.10° cells were adoptively transferred into CD45.1
Foxp3-GFP mice. Finally, recipient mice were fed with OVA by gavage (4 and 24 hr after the transfer
of OT-Il cells). Nine days later, secondary lymphoid organs were recovered and the phenotype of
donor-derived OT-Il T cells was analyzed. In this setting, ‘Ca®*-converted’ OT-Il CD4 Ty cells were
also giving rise to greater absolute numbers of Foxp3-expressing cells than OT-Il CD4 Ty cells cul-
tured with IL-7 alone prior to injection (Figure 7—figure supplement 1B,C). More precisely, more
than three quarters of the Foxp3* OT-Il cells arising in these conditions derived from ‘Ca®*-con-
verted’ cells (Figure 7—figure supplement 1D).

These latter results validate our in vitro data showing that a rise in intracellular Ca®* leads to an
enhanced sensitivity of CD4 Ty cells to iTreg-cell polarization signals.

Discussion

In the steady-state, naive T cells continually recirculate between the blood, lymph and secondary
lymphoid organs, scanning dendritic cells (DCs) for the presence of foreign antigens. In the course
of their journey, naive T cells also make weak, but functional, interactions with self-peptides pre-
sented by self-MHC molecules (self-MHC). Such contacts with self-MHC are required for the long-
term survival of peripheral naive T cells (Martin et al., 2006, 2003; Stritesky et al., 2012,
Tanchot et al., 1997). The signals derived from the recognition of self-MHC by TCRs also allow
maintaining naive T cells in a state of greater sensitivity for responses to foreign antigens
(Dorfman et al., 2000; Stefanova et al., 2002). The seminal work of Stefanova et al. showed a rapid
decline in the ability of CD4 Ty cells to respond to their cognate antigen once contacts with self-
MHC were disrupted (Stefanova et al., 2002). These findings were confirmed by several groups
using various elegant experimental models (Hochweller et al., 2010; Lo et al., 2009; Mandl et al.,
2013; Persaud et al., 2014). Beside these works, we have recently demonstrated that CD4 Ty-cell
self-reactivity not only increases quantitatively but also shapes qualitatively their response toward
their cognate antigens in the effector phase by increasing their ability to commit toward the iTreg/
pTreg-cell lineage (Martin et al., 2013). In the present paper, we first wondered whether the
enhanced ability of the most self-reactive CD4 Ty cells to convert into iTreg/pTreg cells upon appro-
priate stimulation was a cell-intrinsic property. The unchanged ability of both Ly-6C™ and Ly-6C* CD4
T cells to polarize into Foxp3-expressing iTreg cells in vitro whether they were cultured together or
separately demonstrate that the biased commitment of the most self-reactive CD4 Ty cells toward
the iTreg-cell lineage is cell-intrinsic.

We have recently described the cell surface GPl-anchored protein, Ly-6C, as an additional and
complementary sensor of T-cell self-reactivity (Martin et al., 2013). However, significant differences
may be noticed between CD5 and Ly-6C. First, whereas CD5 surface levels directly correlate with
self-reactivity, Ly-6C expression by peripheral CD4 Ty cells inversely correlates with their ability to
interact with self-MHC. Second, in contrast to CD5, Ly-6C expression at the cell surface of CD4 Ty
cells is stable over time in homeostatic conditions as its up-regulation after self-MHC deprivation
takes several days (Martin et al., 2013). Notwithstanding these differences, Ly-6C” CD4 Ty cells
express higher protein and mRNA levels of CD5 than their Ly-6C*-cell counterparts. Two recent
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Figure 7. Calcium-mediated shaping of the CD4 Ty-cell pTreg-cell differentiation potential in vivo. Purified CD4 T cells from CD45.1/.2* C57BL/6
Foxp3-GFP OT-ll mice were cultured in IL-7 (10 ng/ml) with or without TG (4 nM). After 5 days live CD4 Ty (CD44" CD25" CD8p CD11b” CD11¢
NK1.1" TCRYS™ Foxp3-GFP) cells were flow-cytometry sorted and injected intravenously (0.5—1 x 10° cells) into sex-matched CD45.1% C57BL/6 Foxp3-
GFP recipient mice fed with Ovalbumin (OVA; 1.5% w/v) in the drinking water. One week after transfer, peripheral and mesenteric LNs (pLNs and mLNs,
respectively), Peyer's Patches (PPs) and spleen were recovered separately and donor-derived CD4 T cells were analyzed. (A) Diagram illustrating the
experimental model. (B) Absolute numbers of donor-derived OT-Il CD4 T (CD45.1* CD45.2" CD4" TCRB* VB5*) cells recovered from pLNs, mLNs, PPs
and spleen of recipient mice are shown as means + s.e.m. for three independent experiments with two or three mice per group. (C) Representative
Foxp3/VPB5 contour-plots and proportions of Foxp3-GFP* cells for gated donor-derived OT-Il CD4 T (CD45.1" CD45.2" CD4" TCRB* VB5") cells
recovered from mLNs are shown. (D-E) Percentages (D) and absolute numbers (E) of Foxp3-GFP" among donor-derived OT-Il CD4 T (CD45.1" CD45.2*
CD4* TCRB* VB5") cells recovered from pLNs, mLNs, PPs and spleen of recipient mice are shown as means + s.e.m. for three independent experiments
with two or three mice per group. (B, D, E) Significance of differences were assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test. Values of p<0.05 were
considered as statistically significant (*p<0.05; ns, not significant). FIGURE SUPPLEMENT LEGENDS.
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The following figure supplements are available for figure 7:

Figure 7 continued on next page
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Figure supplement 1. OT-Il CD4 Ty, cells are Ly-6C*and can be Ca®*-converted and tested for their ability to convert into pTreg cells in vivo.
DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.015
Figure supplement 2. Calcium-mediated shaping of the CD4 Ty-cell phenotype increases the pTreg-cell differentiation potential of OT-Il CD4 Ty cells

in vivo.

DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.27215.016

papers by the group of Daniel Hawiger have highlighted a crucial role of CD5 in promoting the con-
version of CD4 Ty cells into iTreg/pTreg cells (Henderson et al., 2015; Jones et al., 2016). CD5
would block the activation of the mammalian target of rapamycin (mTOR) and would allow activated
CD4 Ty cells to resist to the inhibition of iTreg-cell induction induced by Ty1- and Ty2-cell-derived
cytokines. Accordingly, in the absence of effector-differentiating cytokines, CD5" and CD5'° CD4 Ty
cells were shown to differentiate with a similar efficiency into iTreg/pTreg cells (Henderson et al.,
2015). Such a phenomenon is unlikely to account for the greater ability of Ly-6C™ CD4 Ty cells to
commit to the iTreg/pTreg-cell lineage. Indeed, Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells produced similar
amounts of these cytokines after stimulation and Ly-6C” CD4 Ty cells still differentiated more effi-
ciently than their Ly-6C*-cell counterparts into iTreg cells in vitro in the presence of anti-cytokine (IL-
4 and IFN-y) blocking antibodies (Figure 1—figure supplement 1C-E). Moreover, whereas rapamy-
cin drastically diminished the difference in the ability of CD5" and CD5'° CD4 Ty cells to convert to
iTreg/pTreg cells in the presence of cytokines known as restraining this effector fate
(Henderson et al., 2015), this mTOR inhibitor similarly enhanced the generation of iTreg cells from
both Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells and thus preserved the difference between these two cell sub-
sets (data not shown).

In the present study, we have identified the Ca®* signaling pathway as sufficient to induce Ly-6C
down-regulation at the cell surface of CD4 Ty cells in vitro. Indeed, incubation of Ly-6C* CD4 Ty
cells with the sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase inhibitor, thapsigargin, led to multiple
phenotypic changes including not only Ly-6C down-regulation but also variations in the expression
of many other genes of the 6CSign (such as CD5, CD73, CD122, CD200 and lzumo1r). This pheno-
typic conversion of Ly-6C* CD4 Ty cells into Ly-6C” CD4 Ty cells takes four days to occur in vitro
and relies on the activity of Calcineurin, as shown by its complete blocking in the presence of Cyclo-
sporin A or FK506. Interestingly, calcium- and PKC/Ras-dependent signaling pathways had divergent
effects on the expression of Ly-6C. Indeed, whereas TG induced Ly-6C down-regulation, PMA led to
its upregulation (Figure 4A). In line with this observation, the 6CSign does not correlate with the
changes in gene expression induced by PMA (Figure 3B). These opposite effects of TG and PMA
may reflect the well-documented and complex interplay between the PKC and Ca®* signaling path-
ways. For example, PKC translocation to the plasma membrane is strictly Ca?" dependent
(Reither et al., 2006) and calcineurin is phosphorylated and inhibited by PKC (Hashimoto and
Soderling, 1989). Altogether, our results suggest that interactions with self-MHC in the steady-state
result in a dominant Ca?* signaling (when compared to PKC and Ras-dependent pathways) leading
to down-regulation of Ly-6C expression. This hypothesis is consistent with our results showing that
in vivo Calcineurin inhibition leads to an increase in Ly-6C expression at even higher levels than those
observed at the cell surface of Ly-6C* CD4 Ty cells from untreated mice. This hypothesis is rein-
forced by the work of Dong et al. (Dong TX et al., co-published with the present article) showing
that Ca* fluxes can be measured in mouse total lymph node T cells in the steady-state and that
anti-MHC blocking antibodies significantly reduced their frequency. Continuous interactions with
self-MHC in the steady-state may thus induce calcium waves that shape both the phenotype of CD4
Tn cells and their behavior in the effector phase by favoring their differentiation into pTreg cells.

tTreg and pTreg cells have complementary roles in immune-mediated tolerance (Haribhai et al.,
2011). An attractive hypothesis would be that tTreg cells would be responsible for tolerance to self-
antigens, whereas pTreg cells would be in charge of restraining deleterious immune responses to
non-self-antigens. In particular, pTreg cells are involved in the control of the responses to non-self-
antigens leading to allergy and asthma (Josefowicz et al., 2012) as well as to commensal organism-
(Lathrop et al., 2011) and food-derived antigens (Mucida et al., 2005) in the gut. Foetus-derived
and allograft-derived antigens represent other obvious examples of acute exposure to non-self-anti-
gens arising in the adults and requiring the establishment of a tolerance. In both cases, pTreg cells
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are generated against non-self antigens (either conceptus-male-derived [Samstein et al., 2012] or
allograft-derived [Francis et al., 2011, Wood et al., 2012]). These cells are needed to establish an
efficient tolerance toward the foetus (Samstein et al., 2012). However, there is still a lack of evi-
dence to definitely implicate pTreg cells in the induction of an efficient tolerance toward allograft, in
part because of the difficulties to achieve such a state. We have previously demonstrated that self-
reactivity in the steady-state increases the ability of CD4 Ty cells to differentiate into iTreg/pTreg
cells (Martin et al., 2013). Accordingly, the most self-reactive CD4 Ty cells (i.e. Ly-6C” CD4 Ty cells)
should contribute predominantly to the pTreg-cell pool generated under physiologic and pathologic
conditions. In the present study, our data suggest strongly that this tonic TCR-signaling-mediated
shaping of the CD4 Ty-cell compartment is calcineurin-dependent. In particular, chronic treatment
with a calcineurin inhibitor leads to the disappearance of Ly-6C” CD4 Ty cells. Cyclosporin A and
Tacrolimus treatments could thus interfere with the neoconversion of CD4 Ty cells into pTreg cells
and limit the development of tolerance in transplant patients. This may explain the difficulty to safely
interrupt these immunosuppressive therapies even after years. Thus, besides their obvious clinical
utility, calcineurin inhibitors may have potentially harmful side effects that should be studied to bet-
ter assess and adapt their use.

Materials and methods

Designation Source or reference Identifiers

Strain, strain
background (Mus musculus)

Strain, strain
background (Mus musculus)

B6.Cg-Foxp3tm1Mal/J Wang et al. (2008)

(PMID: 18209052)

Barnden et al., 1998
(PMID: 9553774)

IMSR Cat# JAX:018628,
RRID:IMSR_JAX:018628

IMSR Cat# JAX:004194,
RRID:IMSR_JAX:0041%94

B6.Cg-Tg(TcraTerb)425Chn/J

Antibody

Alexa Fluor 700-conjugated BD Biosciences Cat# 560693

anti CD45.2 (104)

Antibody Allophycocyanin (APC)- BD Biosciences Cat# 561048
conjugated anti-CD25 (PC61)

Antibody Allophycocyanin (APC)- BD Biosciences Cat# 561862
conjugated anti-CD44 (IM7)

Antibody Brilliant Violet (BV) 421- BD Biosciences Cat# 562727
conjugated anti Ly-6C (AL-21)

Antibody BV 510-conjugated BD Biosciences Cat# 563106
anti-CD4 (RM4-5)

Antibody BV 786-conjugated BD Biosciences Cat# 564023
anti-CD25 (PC61)

Antibody Phycoerythrin (PE)- BD Biosciences Cat# 561065
conjugated anti-CD25 (PC61)

Antibody Phycoerythrin (PE)-conjugated BD Biosciences Cat# 553237
anti-CDé69 (H1.2F3)

Antibody Phycoerythrin (PE)-conjugated BD Biosciences Cat# 560320
anti-lzumo1r (THé)

Antibody Phycoerythrin (PE)-conjugated BD Biosciences Cat# 553178
anti-TCRgd (GL3)

Antibody Phycoerythrin (PE)-conjugated BD Biosciences Cat# 553190
anti-Vb5.1/5.2 (MR9-4)

Antibody PE-Cy7-conjugated anti-CD44 (IM7) BD Biosciences Cat# 560569

Antibody PE-Cy7-conjugated BD Biosciences Cat# 560578
anti-CD45.1 (A20)

Antibody Biotinylated anti-CD5 (53-7,3) BD Biosciences Cat# 553019

Antibody Biotinylated anti-CD62L (MEL14) BD Biosciences Cat# 553149

Antibody Biotinylated anti-Ly-6C (AL-21) BD Biosciences Cat# 557359

Continued on next page
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or resource Designation Source or reference Identifiers

Antibody Biotinylated anti-Scal (E13-161.7) BD Biosciences Cat# 553334

Antibody Alexa Fluor 647-conjugated BioLegend Cat# 132903
anti-IL18ra (BG/IL18ra)

Antibody APC-conjugated streptavidin BioLegend Cat# 405207

Antibody BV 421-conjugated anti-Ly-6C BioLegend Cat# 128032
(HK1.4)

Antibody PE-conjugated anti-Ly-6C (HK1.4) BioLegend Cat# 128008

Antibody Alexa 448-conjugated BioLegend Cat# 649603
anti-NFAT2 (7A6)

Antibody Alexa 448-conjugated Cell Signaling Cat# 14324
anti-NFAT1 (D43B1)

Antibody PE-conjugated anti-CD200 (OX-%0) eBioscience Cat# 12-5200-82

Antibody PE-conjugated anti-lkzf3 (8B2) eBioscience Cat# 12-5789-80

Antibody PE-conjugated anti-Nur77 (12.14) eBioscience Cat# 12-5965-82

Antibody PerCP-Cy5.5-conjugated eBioscience Cat# 45-5961-82
anti-TCRb (H57-597)

Antibody Biotinylated anti-CD73 eBioscience Cat# 14-0731-82
(eBioTY/11.8)

Antibody APC-conjugated anti-Foxp3 eBioscience Cat# 12-5773-82
(FIK-165)

Antibody PE-conjugated anti-Foxp3 eBioscience Cat# 17-5773-82
(FIK-165)

Antibody Pacific Blue-conjugated Invitrogen Cat# 511222
streptavidin

Antibody APC-Vio770-conjugated Miltenyi Biotec Cat# 130-102-305
anti-CD8a (53-6.7)

Antibody PE-conjugated anti-CD122 Miltenyi Biotec Cat# 130-102-569

(TM-b1)

Chemical compound, drug Phorbol 12-myristate Calbiochem CAS 16561-29-8
13-acetate (PMA)

Chemical compound, drug FK506 (tacrolimus) Sigma Aldrich CAS 109581-93-3

Chemical compound, drug CellTrace Violet Invitrogen Cat# C34557

Chemical compound, drug CellTrace Far Red Invitrogen Cat# C34564

Chemical compound, drug

Recombinant Mouse IL-7

R and D Systems

Cat# 407 ML-025

Chemical compound, drug Thapsigargin Calbiochem CAS 67526-95-8
Chemical compound, drug TGFB1 Invitrogen Cat# PHG9204
Chemical compound, drug DRAQ5 Cell Signaling Cat# 4084
Chemical compound, drug Indo-1, AM Invitrogen Cat# 11223

Software, algorithm

Illustrator CS5

Adobe Systems Inc.

http://www.graphpad.com

Software, algorithm GeneChip Scanner 3000 7G Affymetrix N/A

Software, algorithm Expression Console Affymetrix https://imagej.nih.gov/ij/
Software, algorithm DIVA8.0.1 BD Biosciences N/A

Software, algorithm R Bioconductor N/A

Software, algorithm Prism 7 GraphPad N/A

Software, algorithm ImageJ NIH https://www.bioconductor.org/
Software, algorithm Partek Genomics Suite Partek N/A

Deposited data

GSE14308

Wei et al. (2009),
PMID: 19144320

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/query/acc.cgi?acc=GSE14308

Continued on next page
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Deposited data GSE42276 Wakamatsu et al. (2013), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
PMID: 23277554 query/acc.cgi?acc=GSE42276

Deposited data GSE67464 Bevington et al., 2016, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
PMID: 26796577 query/acc.cgi?acc=GSE67464

Deposited data GSE70154 Richards et al. (2015), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
PMID: 26195815 geo/query/acc.cgi?acc=GSE70154

Deposited data GSE62532 Vahl et al. (2014), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
PMID: 25464853 query/acc.cgi?acc=GSE62532

Deposited data GSE97477 This paper https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo/query/acc.cgi?acc=GSE97477

Mice

C57BL/6 mice (CD45.2) were obtained from Charles River Laboratories. C57BL/6 CD45.1 mice were
maintained in our own animal facilities, under specific pathogen-free conditions. C57BL/6 Foxp3-
GFP CD45.2 mice (Wang et al., 2008), initially obtained from Dr Bernard Malissen, Centre d'Immu-
nologie de Marseille-Luminy, France, were crossed with C57BL/6 CD45.1 mice to generate C57BL/6
Foxp3-GFP CD45.1 and CD45.1/.2 mice. C57BL/6 OT-Il mice were obtained from Charles River Lab-
oratories and crossed with C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 (or CD45.2) mice to generate C57BL/6
Foxp3-GFP CD45.1/.2 (or CD45.2) OT-ll mice. Four- to 12-week-old mice were used for all experi-
ments. Experiments were carried out in accordance with the guidelines of the French Veterinary
Department. All procedures performed were approved by the Paris-Descartes Ethical Committee for
Animal Experimentation (decision CEEA34.CA.080.12). Sample sizes were chosen to ensure the
reproducibility of the experiments and according to the 3Rs of animal ethics regulation.

Cell suspensions

Peripheral Lymph Nodes (pLNs), mesenteric Lymph Nodes (mLNs), Peyer's patches, spleen and thy-
mus were homogenized and passed through a nylon cell strainer (BD Falcon) in PBS supplemented
with 10% FCS (Biochrom) for adoptive transfer or cell culture (LNs only), or in 5% FCS and 0.1%
NaN3 (Merck-Sigma-Aldrich, Lyon, France) in PBS for flow cytometry.

Adoptive transfer of Ly-6C CD4 Ty cells

CDA4 T cells were purified from LNs (pooled superficial cervical, axillary, brachial, inguinal and mLNs)
of C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 mice by incubating cell suspensions on ice for 15 min with a mixture
of anti-CD8 (53-6.7), anti-CD19 (1D3) and anti-Ter-119 antibodies (Abs) obtained from hybridoma
supernatants, and then with magnetic beads coupled to anti-rat immunoglobulins
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Ly-6C" CD4 Ty cells were sorted as Foxp3-GFP™ Lineage
(CD25, TCRyd, CD8B, CD11b, CD11c¢)-PE” cD44"° Ly-6C" cells using a FACS-ARIA3 flow cytometer
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and injected intravenously into sex-matched recipient
mice whose then were injected intraperitoneally every day for two weeks with 2.5 mg/kg of Prograf
(Tacrolimus; Astellas Pharma Inc., Tokyo, Japan).

Adoptive transfer of OT-ll CD4 Ty cells

CDA4 T cells were purified from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP OT-Il CD45.2 or CD45.1/.2 mice by using
Dynabeads Untouched Mouse CD4 Cells Kit (Invitrogen) and cultivated with recombinant mouse IL-7
(10 ng/ml; R and D Systems, Minneapolis, MN) with or without Thapsigargin (4 nM; Merck-Sigma-
Aldrich) into 96-well round-bottom treated cell culture microplate (Corning; 1 x 10° cells per well).
After 5 days of culture, cells were recovered and labelled with PE-conjugated anti-TCRy8 (GL3), anti-
CD8.b2 (53-5.8), anti-NK-1.1 (PK136) and APC-conjugated anti-CD44 (IM7), all from BD Biosciences.
OT-Il CD4 Ty cells were sorted as GFP™ Lineage-PE- CD447"° cells using a FACS-ARIA3 flow cytome-
ter (BD Biosciences) and 0.5 to 1 x 10° cells were injected intravenously into sex-matched C57BL/6
Foxp3-GFP CD45.1 mice. Recipient mice were then continuously fed with Aloumin from chicken egg
white (OVA; 1.5% w/v; Merck-Sigma-Aldrich) in the drinking water or not. LNs and spleens were
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collected at day seven and CD45.2" CD4 T cells analyzed. In a second protocol, sorted CD4 Ty cells
from CD45. 2* and CD45.1/.2" C57BL/6 Foxp3-GFP OT-ll mice were cultured in IL-7 (10 ng/ml) with-
out or with TG (4 nM), respectively. After 5 days live CD4 Ty (CD44'° CD25'° CD8B" CD11b” CD11c
NK1.1" TCRy3™ Foxp3-GFP") cells were flow-cytometry sorted, mixed at a 1:1 ratio and injected intra-
venously (0.5—1 x 10° cells) into sex-matched CD45.1% C57BL/6 Foxp3-GFP recipient mice gavaged
with Ovalbumin (OVA; 50 mg) 4 and 24 hr later. LNs and spleens were collected at day 10 and
donor-derived CD4 T cells were analyzed.

Cell surface staining and flow cytometry

Cell suspensions were collected and dispensed into 96-well round-bottom microtiter plates (Greiner
Bioscience; 6 x 10° cells per well). Surface staining was performed by incubating the cells on ice, for
15 min per step, with Abs in 5% FCS and 0.1% NaN3 in PBS. Each cell-staining reaction was pre-
ceded by a 15 min incubation with a purified anti-mouse CD16/32 Abs (FcyRII/Ill block; 2.4G2)
obtained from hybridoma supernatants.

Alexa Fluor 700-conjugated anti CD45.2 (104), Allophycocyanin (APC)-conjugated anti-CD25
(PC61) and anti-CD44 (IM7), Brilliant Violet (BV) 421-conjugated anti Ly-6C (AL-21), BV 510-conju-
gated anti-CD4 (RM4-5), BV 786-conjugated anti-CD25 (PC61), Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-
CD25 (PC61), anti-CD69 (H1.2F3), anti-lzumo1r (THé6), anti-TCRyd (GL3) and anti-Vp5.1/5.2 (MR9-4),
PE-Cy7-conjugated anti-CD44 (IM7) and anti-CD45.1 (A20), biotinylated anti-CD5 (53-7.3), anti-
CD62L (MEL14), anti-Ly-6C (AL-21) and anti-Scal (E13-161.7) were obtained from BD Biosciences.
Alexa Fluor 647-conjugated anti-IL18ro. (BG/IL18ra), APC-conjugated streptavidin, BV 421-conju-
gated anti-Ly-6C (HK1.4) and PE-conjugated anti-Ly-6C (HK1.4) were obtained from BioLegend (Lon-
don, United Kingdom). PE-conjugated anti-CD200 (OX-90), anti-lkzf3 (8B2) and anti-Nur77 (12.14),
PerCP-Cy5.5-conjugated anti-TCRB (H57-597) and biotinylated anti-CD73 (eBioTY/11.8) were
obtained from eBioscience (Montrouge, France). Pacific Blue-conjugated streptavidin was obtained
from Invitrogen. APC-Vio770-conjugated anti-CD8a. (53-6.7) and PE-conjugated anti-CD122 (TM-B1)
were obtained from Miltenyi Biotec.

Multi-colour immunofluorescence was analyzed using BD-LSR2 and BD-FORTESSA (BD Bioscien-
ces) flow-cytometers. List-mode data files were analyzed using Diva software (BD Biosciences). Data
acquisition and cell sorting were performed on the Cochin Immunobiology facility.

Intracellular calcium measurement

Ex vivo purified CD4 T cells or cells recovered after 5 days of culture were loaded for 30 min at 37°C
with the membrane-permeable fluorescent Ca?" indicator dye Indo-1 AM (Invitrogen) at a concentra-
tion of 1 uM. Cells were stained either in HBSS (for ex-vivo-purified CD4 T cells) or directly in the cul-
ture medium (cultured cells). Thereafter, ex-vivo-purified CD4 T cells were stained for surface
markers and kept on ice. Before acquisition, cell aliquots were allowed to equilibrate to 37°C for 5
min and then were analyzed by flow cytometry. After acquisition of background intracellular Ca®*
concentrations for 2 min, cells were stimulated with Thapsigargin (at a concentration of 4 or 200
nM).

Cell culture and in vitro polarization assays
Flow-cytometry sorted Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice were
stained with CellTrace Violet (CTv; 5 uM; Life Technologies) and cultured with IL-7 (10 ng/ml) alone
or in combination with Thapsigargin (TG; 4 nM), Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 1.25 ng/ml),
PMA +TG (1.25 ng/ml and 4 nM, respectively) and immobilized anti-CD3 (clone 145.2C11; 4 pug/ml;
obtained from hybridoma supernatants) and anti-CD28 (clone 37.51; eBioscience; 4 nug/ml) Abs. For
in vitro polarization assays Ly-6C* CD4 Ty cells were additionally stained with CellTrace Far Red
(CTfr; 1.25 uM; Life Technologies). Cells were then stimulated separately or together for 4 days with
coated anti-CD3 and anti-CD28 Abs, in the presence of graded concentrations of exogenous recom-
binant human TGFB1 (Invitrogen). In some experiments, anti-IFN-y (clone R4-6A2; 10 pug/mL) and
anti-IL-4 (clone 11B11; 10 ug/mL) blocking antibodies were added in the culture.

The concentration of TGF needed to obtain 50% of the maximal percentage of iTreg cells (Effec-
tive Concentration, EC50) was calculated by fitting the dose-response curves of CD4 Ty-cell subsets
in the different culture conditions. To this end, the means of 3 to 5 independent experiments were
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used to build dose response curves using nonlinear least-squares regression to the Hill equation.
The model used for this function was Y=[B+(T-B)] / [1 + 10(Lo9ECS0-XI"HillSlope)| "\yhere 'Y’ represents
Foxp3* cells as a percentage among CD4™ cells, ‘T’ and ‘B’ represent the plateaus at the beginning
and end of the curve, respectively, and ‘X' represents the concentration of TGFf added at the begin-
ning of the culture. The absolute EC50 was calculated to interpolate X at 50% with 95% confidence
intervals.

Cytokine multiplex assay

Flow-cytometry sorted Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice were
stimulated as described above with immobilized anti-CD3 and anti-CD28 Abs in the presence or
absence of exogenous recombinant human TGFB1 (Invitrogen, 4 ug/mL). Supernatants were recov-
ered 24 hr later and cytokines were quantified by MSD multi-array U-PLEX assays (IFN-y, IL-4, IL-
17A/F and IL-10; Meso Scale Discovery, Rockville, MD) according to the manufacturer’s instructions.

Imaging flow cytometry

LNs cells of C57BL/6 mice were harvested and fixed in 4% paraformaldehyde, immediately or after
30 min of resting or stimulation with 200 nM of Thapsigargin in RPMI 1640 Glutamax (Gibco). Cells
were washed in 1% FCS and 0.1% NaN3 in PBS and incubated in glycine (0.1M) for 10 min. Cell sur-
face was stained with biotinylated anti-Ly-6C (AL-21), BV 510-conjugated anti-CD4 (RM4-5), PE-con-
jugated anti-CD25 (PC61), anti-TCRy3 (GL3), anti-CD8.32 (53-5.8), anti-NK-1.1 (PK136), anti-CD11b
(M1/70), PE-Cy7-conjugated anti-CD44 (IM7) and PerCp-Cy5.5-conjugated streptavidin, all from BD
Biosciences. Intracellular stainings were performed using Foxp3 Staining kit (eBioscience) and Alexa
448-conjugated anti-NFAT1 (D43B1; Cell Signaling, Leiden, The Netherlands) or anti-NFAT2 (7Aé6;
BioLegend) and APC-conjugated anti-Foxp3 (FJK-165; eBioscience) Abs were used. Ly-6C™ and Ly-
6C* CD4 Ty, cells were sorted as CD4-BV510* Lineage-PE- CD44™'° Foxp3-APC™ Ly-6C*'" cells using
a FACS-ARIA3 flow cytometer (BD Biosciences). After sort, DRAQS5 (Cell Signaling) was used to stain
nuclei. Cells were acquired with ImageStreamX (Amnis; EMD Millipore) and analyzed with IDEAS
software. NFAT1 and NFAT2 nuclear localization was calculated as the similarity score between
NFAT and DRAQS intensities.

Microarray

CD4 T cells from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP mice were enriched as described above. Then, Ly-6C”
and Ly-6C* CD4 Ty cells were flow-cytometry sorted as CD4* CD8o” TCRB™ GFP~ CD25™ CD44™"°
cells using a FACS-ARIA3 flow cytometer. Total RNA was extracted using the RNeasy Mini kit
(QIAGEN, Courtaboeuf, France). RNA quality was validated with Bioanalyzer 2100 (using Agilent
RNA6000 nano chip kit). Experimental and analytical part of the microarray analysis was performed
according to the MIAME standards. Amplified, fragmented and biotinylated sense-strand DNA tar-
gets were synthesized from 50 ng total RNA according to the manufacturer’'s protocol (Ovation
PicoSL WTA System V2 and Encore Biotin Module kit (Nugen, Leek, The Netherlands)) and hybrid-
ized to a mouse gene 2.0 ST array (Affymetrix, Paris, France). The stained chips were read and ana-
lysed with a GeneChip Scanner 3000 7G and Expression Console software (Affymetrix). Raw data (.
cel files) were then processed and normalized using the quantile normalization method in RMA with
R package (Bioconductor). Statistical analysis was then performed with Partek Genomics Suite soft-
ware (Partek). Gene expression was z-transformed, for visualization, using the following formula: z=
(X-w)/t, with X = normalized intensity, 1 = mean of the normalized intensity across replicates and
T = s.d. of mean of the normalized intensity across replicates. Experimental and analytical part of the
microarray was performed on the Cochin Genomic facility. Raw and processed data microarray data
are provided in the Gene Expression Omnibus (GEO) under accession number GSE97477.

Comparison with public GEO datasets

Normalized microarray datasets (GSE14308, GSE42276, GSE67464, GSE70154 and GSE62532) were
recovered from NCBIs Gene Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). For
each datasets the values mean of Probset with the same Gene-id was performed to generate a file (.
xlIsx) with a unique value per Gene-id for each sample. These files were then statistical analyzed as
described above. The newly created public GEO Datasets were then aligned with our microarray
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data by keeping only the commons Gene-id. Finally, these alignment files were filtered on our data
for a p-value<0.05 and a fold change >1.3 and the differential expression of genes was compared
between our and public GEO microarray.
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Figure 1—figure supplement 1. Cytokine-independent enhanced ability of Ly-6C™ CD4 Ty cells to commit into iTreg cells. (A-B) Flow-cytometry
sorted Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were stimulated separately with coated aCD3 and aCD28 Abs (4 ug/ml), in the
presence of TGFB1 (4 ng/mL) or not. 24 hr later, culture supernatants were collected and analyzed for the presence of interferon-gamma (IFN-y) and
interleukins (IL) —4, —17A/F and —10. (A) Diagram illustrating the experimental protocol. (B) IFN-y, IL-4, IL-17A/F and IL-10 concentrations in the culture
supernatants of both Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells after 24 hr culture are shown. (C-E) Flow-cytometry sorted Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells from
C57BL/6 mice were stimulated separately with coated aCD3 and aCD28 Abs (4 ug/ml), in the presence of alFN-y and alL-4 blocking antibodies and
graded doses of TGFB1. (C) Diagram illustrating the experimental protocol. (D) Proportions of Foxp3™ cells among CD4" cells are shown as a function
of TGFB1 concentration. Mean + s.e.m of two independent experiments are shown. (E) Concentrations of TGFB1 needed to obtain 50% of the maximal
percentages of iTreg-cell polarization (EC50) were calculated for each CD4 Ty-cell subset in separated or mixed cultures. Each dot represents an
independent experiment. Significance of differences were assessed using a two-tailed paired Student's t-test. Values of p<0.05 were considered as
statistically significant (**p<0.01; ns, not significant).
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Figure 2—figure supplement 1. Validation of the 6CSign at the protein level. (A-B) CD5, CD73, CD122, CD200, Ikzf3, IL18Re, Izumo1r and Sca-1
expression at the cell surface of Ly-6C™ and Ly-6C* CD4 Ty cells was analysed by FACS. (A) Fluorescence histograms of gated Ly-6C™ and Ly-6C* CD4
Ty (CD4™ CD8a TCRB™ CD44'° CD25'° Foxp3-GFPY) cells recovered from pLNs are shown for a representative C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. (B) Mean
fluorescence intensities (MFls) are shown as means + s.e.m. for a representative experiment. Each dot represents an individual mouse.
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Figure 4—figure supplement 1. ‘Ca?*-converted’ Ly-6C*CD4 Ty cells keep a naive phenotype. Flow-cytometry
sorted Ly-6C* CD4 Ty cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice were cultured in IL-7 (10 ng/mL) alone or in the
presence of TG (4 nM) or aCD3 and a.CD28 coated antibodies (4 ug/mL). After 5 days, cells were analyzed for their
forward scatter profile (FSC) and their expression of CD44 and CD62L.
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Figure 4—figure supplement 2. NFAT2 localization is
more nuclear in Ly-6C~ CD4 Ty cells than in their Ly-
6C"-cell counterparts. LN cells were isolated from
C57BL/6 mice and fixed in 4% paraformaldehyde
immediately (Ex vivo) or after 30 min of culture alone
(Resting) or in the presence of 200 nM of TG (TG). Ly-
6C and Ly-6C* CDA4 Ty cells (CD4* CD44'° CD25'°
Foxp3’) were sorted by flow cytometry and stained for
NFAT2, and DNA (DRAQ5). Cells were then analyzed
by imaging flow cytometry. (A) Scheme depicting the
experimental procedure. (B) NFAT2 nuclear localization
was calculated as similarity score between NFAT2 and
DRAQS5 intensities. Data are representative of one of
three independent experiments.
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Figure 5—figure supplement 1. The calcium-calcineurin cascade drives NFAT nuclear translocation in CD4 Ty
cells in vivo. (A) C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected intraperitoneally with Prograf (FK506; 2.5 mg/kg; two
times) or diluent (PBS). 18 hr later LN cells were isolated from C57BL/6 mice and fixed in 4% paraformaldehyde
immediately. CD4 Ty cells (CD4" CD44'° CD25'° Foxp3) were sorted by flow cytometry and stained for Ly-6C,
NFAT1, and DNA (DRAQ5). Cells were then analyzed by imaging flow cytometry. (A) Scheme depicting the
experimental procedure. (B) NFAT1 nuclear localization was calculated as similarity score between NFAT1 and
DRAQS5 intensities. Data are representative of one of two independent experiments.
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Figure 7—figure supplement 1. OT-Il CD4 Ty cells are Ly-6C*and can be Ca?"-converted and tested for their
ability to convert into pTreg cells in vivo. (A) Ly-6C fluorescence histograms of gated CD4 Ty (CD4" CD8o” TCRB*
CD44'"° CD25' Foxp3-GFP) cells recovered from LNs of C57BL/6 Foxp3-GFP and C57BL/6 Foxp3-GFP OT-Il mice
are shown. (B, C) Purified CD4 T cells from CD45.1/.2* C57BL/é Foxp3-GFP OT-Il mice were cultured in IL-7 (10
ng/ml) with or without TG (4 nM). After 5 days, live CD4 Ty (CD44" CD25'"° CD8B CD11b” CD11¢” NK1.1" TCRy&"
Foxp3-GFP") cells were flow-cytometry sorted, analyzed for their cell surface expression of Ly-6C (B) and injected
intravenously (0.5—1 x 10° cells) into sex-matched CD45.2" C57BL/6 Foxp3-GFP recipient mice fed with
Ovalbumin (+OVA; 1.5% w/v) or not (-OVA) in the drinking water (C). One week after transfer, mesenteric LNs
(mLNs) were recovered and donor-derived CD4 T cells were analyzed. (C) Gating strategy and representative
CD44/Foxp3 dot-plots for gated donor-derived OT-Il CD4 T (CD45.1" CD45.2" CD4" TCRB™ VB5") cells recovered
from mLNs are shown. Percentages of Foxp3-GFP" cells are indicated.
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Figure 7—figure supplement 2. Calcium-mediated shaping of the CD4 Ty-cell phenotype increases the pTreg-cell differentiation potential of OT-II
CD4 Ty cells in vivo. Purified CD4 T cells from CD45. 2" and CD45.1/.2* C57BL/6 Foxp3-GFP OT-II mice were cultured in IL-7 (10 ng/ml) without or
with TG (4 nM), respectively. After 5 days live CD4 Ty (CD44"° CD25'° CD8B” CD11b” CD11¢” NK1.1° TCRy8™ Foxp3-GFP") cells were flow-cytometry
sorted, mixed at a 1:1 ratio and injected intravenously (0.5—1 x 10° cells) into sex-matched CD45.1" C57BL/6 Foxp3-GFP-recipient mice gavaged with
Ovalbumin (OVA; 50 mg) 4 and 24 hr later. 10 days after transfer, peripheral and mesenteric LNs (pLNs and mLNs, respectively), Peyer’s Patches (PPs)
and spleen were recovered separately and donor-derived CD4 T cells were analyzed. (A) Diagram illustrating the experimental model and Ly-6C surface
expression of transferred cells. (B) Representative CD45.1/Foxp3 dot-plots for gated donor-derived OT-Il CD4 T (CD45.2" CD4" TCRB™) cells recovered
from Spleen, pLNs, mLNs and PP of recipient mice are shown. Absolute numbers of donor-derived Foxp3-GFP* OT-Il CD4 T cells recovered from
pLNs, mLNs, PPs and spleen of recipient mice are shown as means + s.e.m. for a representative experiment with four mice per group. (C) Total (pool of
Spleen, pLNs, mLNs and PPs cells) absolute numbers of Foxp3-GFP" OT-Il CD4 T cells recovered from recipient mice are shown as means + s.e.m. (D)
Percentages of CD45.1" cells among donor-derived Foxp3-GFP* OT-Il CD4 T (CD45.2* CD4* TCRB™) cells recovered from pLNs, mLNs, PPs and spleen
of recipient mice are shown as means + s.e.m. (B, C) Significance of differences were assessed using a two-tailed paired Student's t-test. Values of
p<0.05 were considered as statistically significant (**p<0.01; ***p<0.001; ns, not significant).
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I1. Quelle(s) modification(s) induite(nt) par le Tonic Signaling augmente la

capacité de différenciation des lymphocytes CD4 T en iTregs.

1. Comparaison fonctionnelle des lymphocytes CD4 Ty Ly-6C et CD5™,

La majorité de nos expériences, pour étudier le role du Tonic Signaling dans I’homéostasie et
la fonction des lymphocytes T CD4™ naifs, sont basées sur I’expression de Ly-6C pour séparer
les cellules les plus auto-réactives (Ly-6C") des moins auto-réactives (Ly-6C"). Cependant
d’autres marqueurs d’auto-réactivités existent tel que CDS5 pour identifier, les CD4 Tn
fortement auto-réactifs qui sont CD5™. L’équipe de D. Hawiger a montré que lors d’une
polarisation iTreg en présence de faible quantité¢ d’IL-4, d’IL-6 ou d’IFNy, des cytokines
inhibitrices de la différenciation Treg, les CD4 Tx CD5"i se polarisent plus efficacement en
cellules régulatrices induites Foxp3* que leur homologue CD5™" (Henderson et al., 2015). De
maniere intéressante, nous avons observé que, dans nos conditions de polarisation en iTregs
(sans cytokines inhibitrices), les cellules CD4 Tn CD5™ se polarisent également plus
efficacement que leur homologue CD5™Y. Ces résultats sont similaires a ceux que I’on observe

en comparant la capacité de différenciation en iTregs des CD4 Tn Ly-6C" et Ly-6C™ (figure 23).
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Figure 23: Différenciation en iTregs des CD4 Tx en fonction de leur auto-réactivité.

Les cellules CD4 Ty Ly-6C-, Ly-6C*, CD5" ou CD5"¥ triées par cytométrie en flux a partir de souris C57BL/6
Foxp3-GFP ont été stimulées pendant 4 jours avec aCD3/aCD28 (4 ug/ml) et en présence de doses croissantes de
TGFpB1. (A) Les proportions de cellules Foxp3* parmi les cellules CD4* sont représentées en fonction de la
concentration de TGFB1. Les moyennes + s.e.m de trois expériences indépendantes sont montrées. (B) Les
concentrations nécessaires pour obtenir 50% du pourcentage maximum de cellules polarisées en iTregs (EC50)
ont été calculées pour chaque sous-groupe de cellules CD4 Tn. Chaque point représente une expérience
indépendante. Les différences ont été évaluées par un t-test de Student apparié. Les valeurs de p<0,05 ont été
considérées comme statistiquement significatif (*p<0,05 ; ***¥p<0,001).
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Ainsi les lymphocytes CD4 Ty Ly-6C" et CD5M! partagent cette capacité accrue a se différencier
en iTreg par rapport a leurs homologues respectifs Ly-6C* et CD5™¥. Les travaux de Henderson
et al. indiquent que lors de la différenciation iTregs en présence d’IL-4, d’IL-6 ou d’IFNy,
I’avantage des cellules CD5 vient d’une meilleure résistance a 1’inhibition induite par ces
cytokines, en bloquant ’activation de la voie mTOR. L’ajout de rapamycine, un inhibiteur de
mTORCI1 connue pour augmenter I’expression de Foxp3 lors de la différenciation en Tregs in
vitro, double la capacité de différenciation des CD4 Tnx CD5™" en iTregs, en présence des
cytokines inhibitrices. Cependant, le blocage de mTOR semble n’avoir aucun effet sur la
différence entre CD5™ et CD5™Y en absence de ces cytokines (Henderson et al., 2015). De la
méme maniere, une polarisation en iTregs en présence de rapamycine ne permet pas d’inhiber

la différence entre les CD4 Tx Ly-6C" et Ly-6C* (figure 24).
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Figure 24 : Effet de la rapamycine sur la différenciation en iTregs des CD4 Tx.

Les cellules CD4 Ty Ly-6C-, Ly-6C* triées par cytométrie en flux a partir de souris C57BL/6 Foxp3-GFP ont été
stimulées pendant 4 jours avec aCD3/aCD28 (4 pg/ml) en présence de doses croissantes de TGFB1 + rapamycine
(10nM). (A) Les proportions de cellules Foxp3* parmi les cellules CD4* sont représentées en fonction de la
concentration de TGFB1. Les moyennes + s.e.m de trois expériences indépendantes sont montrées. (B) Les
concentrations nécessaires pour obtenir 50% du pourcentage maximum de cellules polarisées en iTregs (EC50)
ont été calculées pour chaque sous-groupe de cellules CD4 Ty dans les différences conditions de culture. Chaque
point représente une expérience indépendante. Les différences ont été évaluées par un t-test de Student apparié.
Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme statistiquement significatif (*p<0,05).

Une autre différence fonctionnelle entre les cellules CD4 Tx CD5M et CD5MY est leur capacité
a produire de I’IL-2, une cytokine impliquée dans I’induction et le maintien de 1’expression de
Foxp3. Les cellules CD4 Tx CD5™ en produisent deux fois plus que leurs homologues CD5™%

suite a une stimulation TCR. Etonnamment, alors que les cellules exprimant le plus fortement
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CD5 sont inclues dans la population de CD4 Tn Ly-6C°, nous n’avons observé aucune

différence dans la production d’IL-2 entre les cellules CD4 Tn Ly-6C" et Ly-6C* (figure 25).
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Figure 25 : Test de sécrétion d'IL-2 des CD4 Tx.

Les cellules issues des ganglions et de la rate de souris C57BL/6 Foxp3-GFP ont été mélangées, puis 2
x 10° des cellules ont été stimulées avec de I’aCD3 + aCD28 (10 pg/ml) ou PMA + Ionomycine (0,5
ug/ml) pendant 4h. Un test de capture de I’IL-2 a ensuite été réalisé. (A) Contours-plots représentatifs
IL-2/FSC des cellules T CD4* naives (CD4*, Foxp3-, CD25", CD44*%) Ly-6C" (gris), Ly-6C* (noir),
CD5M (rouge) et CD5™" (bleue). Le pourcentage d’IL-2 produit par chaque population est noté. (B)
Quantification de la sécrétion d’IL-2 pour chaque population en fonction de la condition de stimulation.
Les moyennes + s.e.m de trois expériences indépendantes sont montrées. Les différences ont été
évaluées par un t-test de Student apparié. Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme
statistiquement significatif (***p<0,001 ; ns, non significatif).

De fagon intéressante les cellules T CD4" naives CD5" sont les meilleures productrices d’IL-
2 avec 27% d’IL-2" suite a une stimulation avec aCD3/aCD28 (et 65% avec une stimulation
PMA/Iono). Les cellules CD4 Tx CD5™Y sont quant 2 elles les plus faibles productrices avec
13% d’IL2* (33% pour une stimulation PMA/Iono). Enfin, les cellules CD4 Tn Ly-6C" et Ly-
6C* se situent entre ces deux sous populations avec une production d’IL-2 de 20% apres une
stimulation aCD3/aCD28 (48% par stimulation PMA/Iono). Cela semble indiquer que la
dichotomie des lymphocytes T CD4" naifs par CD5 ou Ly-6C reflete des Tonic Signaling

différents qui, malgré certaines similitudes, conférent aux cellules des fonctions différentes.
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Nous n’avons pas de données indiquant si cette différence de production d’IL-2 joue un rdle
dans la polarisation iTregs des lymphocytes CD4 Tx CD5™. En revanche, I’IL-2 se semble pas
expliquer la différence entre les cellules CD4 Tx Ly-6C" et Ly-6C*. Bien qu’elles produisent la
méme quantité d’IL-2, I’analyse des microarrays, comparant ces deux sous populations, semble
indiquer que les cellules Ly-6C" sont plus sensibles a cette cytokine. En effets, les CD4 Tn Ly-
6C expriment plus fortement CD122, la chaine B du récepteur a I’IL-2. Néanmoins, 1’ajout
d’IL-2 dans la culture n’inhibe pas la différence d’efficacité de polarisation en iTregs entre les
cellules T CD4* naives Ly-6C et leurs homologues Ly-6C™" (figure 26). Nous avons observé

des résultats similaires avec 1’ajout d’anticorps bloquants anti-CD122 (données non montrées).
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Figure 26 : Effet de I'IL-2 sur la polarisation iTreg des CD4 Tx.

Les cellules CD4 Ty Ly-6C-, Ly-6C* triées par cytométrie en flux a partir de souris C57BL/6 Foxp3-GFP ont été
stimulées pendant 4 jours avec aCD3/aCD28 (4 ug/ml) et en présence de doses croissantes de TGFp1 = IL-2
(13ng/ml). (A) Les proportions de cellules Foxp3* parmi les cellules CD4* sont représentées en fonction de la
concentration de TGFB1. Les moyennes + s.e.m de deux expériences indépendantes sont montrées. (B) Les
concentrations nécessaires pour obtenir 50% du pourcentage maximum de cellules polarisées en iTregs (EC50)
ont été calculées pour chaque sous-groupe de cellules CD4 T dans les différentes conditions de cultures. Chaque
point représente une expérience indépendante.

2. Analyse du transcriptome des lymphocytes CD4 Ty Ly-6C" et CD5M,

Apres avoir étudié les fonctions des différentes populations de CD4 T, nous nous sommes
intéressés a leur expression génique. Nous avons ainsi réalisé une série de séquengages d’ARN's
des lymphocytes T CD4" naifs (CD4*, Foxp3~, CD25, CD44%"") Ly-6C", Ly-6C*, CD5" ou
CD5™". L’analyse différentielle d’expression génique montre une signature spécifique, pour
une p-value < 0,05 et un FC (Fold Change) > 1,5, de 197 genes pour les CD4 Tnx Ly-6C
(comparées aux CD4 Tx Ly-6C™) et de 364 génes pour les CD4 Tx CD5™ (comparées aux CD4
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Tn CD5%Y). En accord avec nos résultats précédents sur leur capacité a se différencier en
iTregs, la signature transcriptionnelle des CD4 Tn Ly-6C et CD5™ comporte de nombreuses
similitudes. On observe que les 128 genes communs aux deux signatures sont régulés de la
méme maniere. En effet, parmi ces genes, les 93 qui sont surexprimés et les 35 sous exprimés
dans les CD4 Tx Ly-6C" le sont également dans les CD4 Tn CD5'i (figure 27). Ainsi les génes
communs aux deux signatures semblent €tre de bon candidats pour expliquer la différence de

polarisation en iTregs entre les cellules les plus ou moins auto-réactives.
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Figure 27 : Profile transcriptionnel des lymphocytes CD4 T en fonction de leur auto-réactivité.
Les cellules CD4 Tx Ly-6C-, Ly-6C*, CD5M ou CD5%" ont été triées par cytométrie en flux a partir de souris
C57BL/6 Foxp3-GFP. Leurs ARNs ont ensuite été extraits et séquencés. (A) Comparaison des sets de genes
différentiellement exprimés, pour une p-value < 0,05 et un fold change > 1,5, entre les CD4 Ty Ly-6C- et CD5H
et leurs homologues respectifs Ly-6C*et CD5". (B, C) Représentation en « Volcano plot » (Log2 (ratio) contre
Logl0 (p-value)) entre les cellules CD4 Ty CD5M et CD5%Y. Les genes différentiellement surexprimés (B) ou
sous exprimé (C) dans les CD4 Tx Ly-6C-, sont surlignés en rouge et bleue respectivement. Parmi ces genes, le
nombre de génes également différentiellement surexprimés (B) ou sous-exprimé (C) dans les CD4 Ty CD5™ sont
notés. (D) Heat map des 127 genes différentiellement exprimés (pour une p-value < 0,05 et un ratio > 1,5) et en
commun entre les CD4 Ty Ly-6C et CD5™ et leurs homologues respectifs Ly-6C*et CD5™v.

Pour aller plus loin dans I’analyse des signatures transcriptionnelles des cellules T CD4* naives
Ly-6C" et CD5™ nous avons réalisé une série d’analyses par GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis) en utilisant les genes sets des différents facteurs de transcription (TF) régulés par la
signalisation TCR. Le gene set d’un facteur de transcription représente 1’ensemble des genes
comportant un motif de fixation pour ce facteur dans leur locus. Malgré de nombreuses
similitudes d’expression génique entre les cellules CD4 Tn Ly-6C~ et CD5™, 1’analyse par
GSEA révele quelques différences. Parmi les 10 premiers TFs (top 10 de I’analyse GSEA) qui
semblent réguler chaque signature, on observe seulement 50% de similitude entre ces deux sous
populations : MEF2_02, Foxo3_01, CREBP1_01, EGR3_01 et NFAT_Q4_01 au rang 1, 3, 4,
5 et 8 respectivement pour les CD4 Tn Ly-6C" et au rang 4, 6, 10, 1 et 5 respectivement pour
les CD4 Tn CD5'. De fagon intéressante, 4 TFs faisant partie de la famille AP-1 sont dans le
top 10 de 1’analyse GSEA des cellules CD4 Ty CD5M, alors qu’ils sont absents de cette liste
lorsque les cellules Ly-6C™ et Ly-6C* sont comparées (figure 28). AP-1 se forme par
’association des facteurs de transcription Fos et Jun qui sont régulés par la voie des MAPKs.
La phosphorylation plus importante de Erk dans les cellules CD4 Tx CD5™, aprés stimulation
TCR (Persaud et al., 2014), confirme en effet que cette signalisation pourrait &tre plus active
dans les CD5". Une signalisation MAPK plus intense est d’autre part en accord avec la
sécrétion plus importante d’IL-2 observée dans les CD4 Tn CD5M, AP-1 étant un facteur

impliqué dans la régulation de 1’expression de 1I’IL-2.
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Figure 28 : Analyse GSEA des facteurs de transcription régulés par le TCR.

Gene set enrichment analyses des données d’expression géniques comparant les CD4 Ty Ly-6C” (A) et CD5 (B)
a leurs homologues respectifs Ly-6C* et CD5™¥. Les analyses GSEA ont été réalisées en utilisant 46 genes sets,
reliés a la signalisation TCR, de la collection C3 transcription factor targets (TFT v6.2). Le top 10 des genes sets
est représenté pour chaque analyse. Pour chaque gene set, le runnig enrichment score de chaque géne en fonction
de son rang (attribué par I’analyse GSEA) dans I’ensemble de données est représenté. Le NES (Normalized
Enrichment Score) ainsi que le FDR (False Discovery Rate) sont indiqués.

Une autre observation intéressante de cette analyse GSEA, est la famille des facteurs de
transcription Foxo présent dans le top 10 des cellules CD4 Tn Ly-6C". En effet, on retrouve
Foxol_01, Foxo3_01 et Foxo4_02 au rang 2, 3 et 6 respectivement, alors que seul Foxo3_01
est présent au rang 6 lorsque les cellules CD5™ et CD5Y sont comparées. Ainsi, la famille des
TFs Foxo semble plus impliquée dans la régulation d’une partie des geénes différentiellement
exprimés entre les lymphocytes T CD4* naifs Ly-6C™ et Ly-6C*. Ce résultat nous a amené a

nous intéresser au role de Foxol dans I’homéostasie des CD4 T et leur fonction.
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3. Role de Foxol, dans ’homéostasie et la polarisation en iTregs des

lymphocytes T CD4* naifs

Foxol est un facteur de transcription dont ’activité est régulée par la voie PI3K/Akt. Suite a
son activation, Akt phosphoryle Foxol et induit son export du noyau (Tzivion et al., 2011).

Afin d’approfondir nos connaissances sur 1’effet de Foxol dans les lymphocytes T CD4™ naifs,

4Cre 1 f/f 1 TKO) .

nous avons utilisé un modele de souris transgénique Foxp3-GFP CD Foxol1™ (Foxo
Chez ces souris, ou I’expression de Foxp3 est couplée a celle de la GFP, les lymphocytes T
CD4* et CD8* sont déficients pour I’expression de la protéine Foxol. Comparés aux souris
contrdles Foxp3-GFP Foxol1" (Foxo1°™), nos premiéres observations montrent une diminution
des cellules CD4 Ty, en faveur de cellules mémoires effectrices, chez les souris FoxolT&©
(données non montrées). Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par I’équipe S.M. Hedrick
(Kerdiles et al., 2009). Les résultats de I’analyse GSEA de la signature 6CSign nous a amen¢ a
étudier I’expression de Ly-6C a la surface des lymphocytes T CD4" naifs des souris Foxo1T%9
et contrdles. De facon intéressante, alors que 30% des cellules CD4 Tn sont Ly-6C" dans une
souris contrdle, on trouve environ 70% de cellules Ly-6C" parmi les cellules T CD4* naives des
souris Foxo1™9 (figure 29). Ces résultats suggerent que Foxol est impliqué dans le Tonic

Signaling des CD4 Tn.

CD4 T

Foxo1°" Foxo1™®

25,9

Ly-6C

\/

Figure 29 : Distribution de Ly-6C parmi les CD4 Tx Foxo1™° et Foxo1¢™,

Par la suite nous nous somme intéressé au role de Foxol dans la différenciation des CD4 Tn en
cellules T régulatrices. Foxol est connu pour jouer un rdle dans 1’expression de Foxp3, en
particulier lors de la génération de lymphocytes T CD4* régulateurs thymiques. En revanche,
en périphérie son role est encore controversé (voir Introduction : partie IV.2.c Régulation
transcriptionelle de Foxp3). Nous avons donc testé dans un premier temps la capacité de

différenciation en iTregs des cellules CD4 Tn Foxol déficientes et compétentes. Comme cela
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avait été montré dans la littérature (Kerdiles et al., 2010), nous avons confirmé que lors d’une
polarisation en iTregs, avec aCD3/aCD28 et en présence de TGFPB1 seulement, les cellules
CD4 T Foxol™© se polarisent difficilement en cellules Foxp3* par rapport au CD4 Tn
Foxo1¢™, Méme a forte dose de TGFP1, seul 20% des CD4 Tx Foxo1™° sont devenue Foxp3*
contre 65% dans les CD4 Tn Foxol1" (figure 30). Cependant, nous avons observé que suite a
une stimulation TCR, via aCD3/aCD28, les cellules T CD4* naives issue de souris Foxo1TX©
produisent rapidement de 1I’IL-4 et de I’IFNy, des cytokines inhibitrices de la différenciation
Treg (données non montrées). Pour nous affranchir de ce frein, nous avons ajouté des anticorps
bloquants a-1L-4 et a-IFNy lors de la polarisation en iTregs. Dans ces conditions, les cellules

CD4 Tx Foxo1™9 ont une bonne capacité de différenciation et semble méme se polariser plus

efficacement en iTregs que les CD4 Tx Foxo1 (figure 30).
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Figure 30 : Effet de Foxol sur la différenciation des CD4 Tx en iTregs.

Les cellules CD4 Ty triées par cytométrie en flux a partir de souris C57BL/6 Foxp3-GFP CD4¢* Foxol
(Foxo1™9) ou souris CD57BL/6 Foxp3-GFP Foxol™ (Foxol®™) ont été stimulées pendant 4 jours avec
aCD3/aCD28 (4 ug/ml) et en présence de doses croissantes de TGFB1 =+ les anticorps bloquants alL-4 / oIFN-y.
Les proportions de cellules Foxp3* parmi les cellules CD4* sont représentées en fonction de la concentration de
TGFp1. Les concentrations nécessaires pour obtenir 50% du pourcentage maximum de cellules polarisé en iTregs
(EC50) ont été calculées pour chaque sous-groupe de cellules CD4 Ty (lignes en pointillé). Les moyennes + s.e.m
de trois expériences indépendantes sont montrées.

Dans le but d’évaluer le role de Foxol dans la différence de polarisation en iTregs entre les
lymphocytes T CD4" naifs Ly-6C™ et Ly-6C*, nous avons comparé la capacité de ces sous
populations a se polariser en cellules Foxp3* en fonction de leur expression ou non de Foxol.
Chez les souris contrdles la différence de polarisation est maintenue entre les cellules CD4 Tn

Ly-6C et Ly-6C*. L’absence de Foxol inhibe cette différence. En effet les CD4 Tx Foxo1TXO
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Ly-6C et Ly-6C* se polarisent de maniere équivalente en cellules Foxp3*. De plus, au regard
des EC50, il semble que les CD4 Tx Foxo1TX9 se polarisent avec une efficacité comparable a

celles des cellules CD4 Tn Ly-6C" issues de souris contrdle (figure 31).
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Figure 31 : Foxol dans la polarisation des cellules CD4 Tx plus ou moins auto-réactives.

Les cellules CD4 Ty Ly-6C-, Ly-6C* triées par cytométrie en flux a partir de souris C57BL/6 Foxp3-GFP CD4¢"
Foxo1" (Foxo1™™9) ou souris CD57BL/6 Foxp3-GFP Foxol” (Foxol1©™!) ont été stimulées pendant 4 jours avec
aCD3/aCD28 (4 ug/ml) et en présence de doses croissantes de TGFB1 + les anticorps bloquants olL-4 / olFN-y.
(A) Les proportions de cellules Foxp3* parmi les cellules CD4* sont représentées en fonction de la concentration
de TGFpB1. Les moyennes = s.e.m de trois expériences indépendantes avec 2 souris de chaque génotype sont
montrées. (B) Les concentrations nécessaires pour obtenir 50% du pourcentage maximum de cellules polarisées
en iTregs (EC50) ont été calculées pour chaque sous-groupe de cellules CD4 Tn. Chaque point représente une
souris indépendante. Les différences ont été évaluées par un t-test de Student apparié. Les valeurs de p<0,05 ont
été considérées comme statistiquement significatif (¥***p<0,001 ; ns, non significatif).
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IT1. Un nouveau modele pour étudier le Tonic Signaling ?

1. Modele de conversion in vivo des CD4 Ty en cellules Ly-6C

L’équipe de O. Kanagawa a montré de facon intéressante qu’a la suite d’un transfert de faibles
nombres de cellules T CD4* exprimant un TCR transgénique spécifique de I’ovalbumine, issue
de souris DO11.10 TCR-Tg Rag2”, dans une souris sauvage BALB/c, la quasi-totalité des
cellules transférées expriment rapidement CD69 en réponse a une interaction avec le CMH de
classe II. Du fait de la diminution de la compétition, par rapport a leur hote d’origine, les cellules
transférées peuvent en effet rencontrer plus facilement 1’antigéne du Soi dont elles sont
spécifiques (Tomura et al., 2010). CD69 est une molécule rapidement exprimée a la surface des
lymphocytes T suite a une activation du TCR. Les cellules transférées ont donc recu une
stimulation du TCR suite a la reconnaissance du complexe peptide du Soi-CMHII, mais qui
reste cependant en dessous du seuil d’activation, les cellules restant naives. Il semble que les
cellules ont ainsi recu ce que 1’on appelle un Tonic Signaling. Nous avons donc décidé de
reprendre ce modele en transférant des lymphocytes T CD4" issue de souris TCR-Tg Rag2™
(exprimant un TCR Tg spécifique du cytochrome C de pigeon), que 1’on appelle aussi AND,
dans des souris sauvage C57BL/6 (B6). Comme attendue, apres 1 jour de transfert la quasi-
totalité des cellules transférées expriment CD69, avec 80% de CD69" dans les ganglions et 90%
dans la rate. De maniére intéressante, le pourcentage de cellules CD69" diminue ensuite avec
le temps jusqu’a retomber au niveau que 1I’on observe a 1’état d’équilibre dans une souris AND.
Une autre observation intéressante de cette expérience est la diminution du pourcentage de
cellules Ly-6C* parmi les cellules transférées. En effet, le pourcentage de cellules Ly-6C™, qui
est de 80-90% a J1, diminue progressivement au cours du temps pour atteindre 30-40% a J8

(figure 32).
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Figure 32 : Conversion in vivo de cellules CD4 Tx Ly-6C* en Ly-6C.

2 x 106 cellules T CD4* issue de souris TCR Tg Rag2”" (AND) ont été marquées au CTv (Cell Trace Violet) puis
injectées par intraveineuse dans des souris C57BL/6 (B6) et AND. (A) Schéma expérimental. (B, C) Le
pourcentage de cellules CD69* (B) ou Ly-6C* (C), parmi les cellules transférées recueillies dans les ganglions et
la rate, est représenté a jour 1, 2, 4 et 8 apres transfert dans une souris B6 (blanc) ou AND (noir). Les moyennes +
s.e.m de deux expériences indépendantes avec 2 souris de chaque génotype sont montrées.

Par conséquent, une partie des lymphocytes T CD4* AND transférés, qui est Ly-6C*, a recu
une stimulation TCR induisant leur conversion en cellules Ly-6C". Afin de confirmer que cette
expression de CD69 ainsi que la conversion des cellules en CD4 Tn Ly-6C sont dues a
I’interaction entre les cellules T et le complexe pCMHII, nous avons réalisé le méme transfert
dans des souris déficientes pour le CMH de classe II (CMHII~*). On observe qu’a J1, ou J8,
apres transfert en souris CMHII?2 les cellules n’expriment pas CD69. Il n’y a donc eu aucune
stimulation TCR. De plus aprés 8 jours de transfert en CMHII** les cellules AND, qui sont
majoritairement Ly-6C*, sont devenues homogenes et expriment plus fortement Ly-6C, tandis

que les cellules transférées en souris B6 sont devenues majoritairement Ly-6C" (figure 33).
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Figure 33 : La conversion in vivo de cellules CD4 Tn Ly-6C* en Ly-6C" est dépendante du CMHII.
2 x 10° cellules T CD4* issue de souris TCR Tg Rag2”- (AND) ont été marquées au CTv (Cell Trace Violet) puis
injectées par intraveineuse dans des souris C57BL/6 (B6), déficiente pour le CMHII (CMHII~?) et AND. (A)
Schéma expérimental. (B, C) Le pourcentage de cellules CD69* (B) ou Ly-6C* (C), parmi les cellules transférées
recueillies dans les ganglions et la rate, est représenté a jour 1 et 8 apres transfert dans une souris B6 (blanc),
CMHII* (gris) ou AND (noir). Les moyennes + s.e.m de deux expériences indépendantes avec 2 souris de chaque
génotype sont montrées. (D) Histogramme représentatif de 1’expression de Ly-6C parmi les cellules CD4 Tx
transférées et recueillies dans les ganglions a jour 1 (gris) et jour 8 (contour noir) chez chaque hote.

Ainsi la conversion des cellules T CD4* AND, en cellules Ly-6C", apres leur transfert dans une
souris C57BL/6 est due au Tonic Signaling qu’elles recoivent lors de leur interaction avec le
Soi via le CMH de classe II. Ce modele de conversion in vivo semble bien récapituler ce que
I’on observe in vitro lors de la conversion des cellules CD4 Tn Ly-6C* en Ly-6C™ grace a la
thapsigargine. Comme présentée dans nos précédents travaux, cette conversion in vitro par la

TG permet d’augmenter le potentiel de différenciation en Treg des lymphocytes CD4 Tn. Dans
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une premiere expérience, les cellules T CD4" AND converties apres 8 jours de transfert voient
leur capacité de polarisation en iTreg augmenter par rapport aux cellules récupérées le
lendemain de I’injection (figure 34). Ainsi ce modele de conversion in vivo des lymphocytes T
CD4" naifs pourrait s’avérer étre un outil intéressant pour I’é¢tude du Tonic Signaling et de ses

effets sur la fonction des CD4 Tn.
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Figure 34 : La conversion in vivo des CD4 Ty augmente leur potentiel de différenciation en iTregs.
5 x 106 cellules T CD4* issue de souris TCR Tg Rag2”" (AND) ont été¢ marquées au CTv (Cell Trace Violet) puis
injectées par intraveineuse dans des souris C57BL/6 (B6). A jour 1 et 8, les cellules transférées ont été triées puis
stimulées pendant 4 jours avec aCD3/aCD28 (4 ug/ml) et en présence de doses croissantes de TGFB1 (A) Schéma
expérimental. (B) Les proportions de cellules Foxp3™* parmi les cellules CD4* sont représentées en fonction de la
concentration de TGFB1. (C) Contours-plots représentatifs Foxp3/CD4 des cellules T CD4* en condition de
polarisation iTregs pour une concentration de 0,25 ng/ml de TGFp.
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IV. Matériel et méthodes

Souris

Les souris C57BL/6 (CD45.2) ont été obtenues des laboratoires Charles River. Les souris
C57BL/6 CD45.1, C57BL/6 AND TCR transgénique Rag2”", C57BL/6 MHCII?2 CD45.1 et
C57BL/6 CD4™ ont été maintenues dans notre propre animalerie sous condition spécifique
EOPS (exempt d'organisme pathogene spécifique). Les souris Foxp3-GFP CD45.2 (Wang et
al., 2008), obtenues initialement du Dr Bernard Malissen, Centre d’Immunologie de Marseille-
Luminy, France, ont été croisées avec des souris C57BL/6 CD45.1 pour générer des souris
C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 et CD45.1/.2. Les souris C57BL/6 Foxol™, obtenues
initialement du Dr SM. Hedrick, Université de Californie de San Diego, USA, ont été croisées
avec des souris C57BL/6 CD4%™ et Foxp3-GFP pour générer des souris C57BL/6 Foxp3-GFP
CD4° Foxo1"!. Des souris de 8 & 12 semaines ont été utilisées pour toutes les expériences. Les
souris donneuses et receveuses ont été appari€es entre male et femelle. Les expériences ont été
effectuées conformément aux directives du département vétérinaire francais. Toutes les
procédures effectuées ont ét€ approuvées par le Comité d'éthique pour l'expérimentation

animale de Paris-Descartes (décision CEEA34.CA.080.12).
Préparation des cellules

Les ganglions lymphatiques périphériques et mésentériques (LNs) ainsi que la rate (spleen) ont
été homogénéisés et filtrés, a travers un filtre cellulaire en nylon (BD Falcon), dans du PBS
supplémenté avec 10% FCS (Biochrom) pour les transferts adoptifs et les cultures cellulaires
(LNs seulement), ou dans du PBS supplémenté avec 5% de FCS et 0,1% de NaN3; (Merck-

Sigma-Aldrich, Lyon, France) pour la cytométrie en flue.
Transfert adoptif de cellules T CD4* AND

Les cellules T CD4" ont été purifiées a partir des LNs (regroupement des ganglions superficiels
cervicaux, axillaires, brachiaux, inguinaux et mésentériques) de souris C57BL/6 AND TCR
transgénique Rag2”, marquées au CTv (CellTrace Violet; 5 mM; Life Technologies) puis

injectées par intraveineuse dans des souris receveuses de méme sexe.
Marquage cellulaire de surface et cytométrie en flux
Les suspensions cellulaire ont été€ collectées et distribuées dans des plaques 96 puits a fond rond

de microtitration (Greiner Bioscience; 6 x 10° cellules par puits). Les marquages de surface ont
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été réalisés en incubant les cellules sur la glace, 15 minutes par étapes, avec les anticorps dans
du PBS supplémenté avec 5% de FCS et 0,1% de NaN3. Chaque réaction de marquage cellulaire
a été précédé avec une incubation de 15 minute avec un anticorps purifié anti CD16/32 de souris
(FcgRII/IIT block; 2.4G2) obtenu a partir de surnageant d'hybridomes. Alexa Fluor 700-
conjugated anti CD45.2 (104), Allophycocyanin (APC)-conjugated anti-CD25 (PC61) et anti-
CD44 (IM7), Brilliant Violet (BV) 421-conjugated anti Ly-6C (AL-21), BV 510-conjugated
anti-CD4 (RM4-5), BV 650-conjugated anti-CD62L (MEL-14), BV 786-conjugated anti-CD25
(PC61), Brilliant UltraVilolet (BUV) 395-conjugated anti-CD5 (53-7.3), Phycoerythrin (PE)-
conjugated antiCD25 (PC61), PE-Cy7-conjugated anti-CD44 (IM7), anti-CD45.1 (A20) et anti-
CD69 (H1.2F3), Biotinylated anti-CD45.1 (A20) et anti-Ly-6C (AL-21) ont été obtenus de BD
Biosciences. BV 421-conjugated anti-Ly-6C (HK1.4) et PE-conjugated anti-Ly-6C (HK1.4)
ont été obtenus de BioLegend (London, United Kingdom). PerCP-Cy5.5-conjugated anti-TCRf3
(H57-597) a été obtenu de eBioscience (Montrouge, France). Pacific Blue-conjugated
streptavidin a été obtenu de Invitrogen. APC-Vio770-conjugated anti-CD8a (53-6.7) a été
obtenu de Miltenyi Biotec. L’ immunofluorescence multi-couleurs a été analysé en utilisant les
cytometres en flux BD-LSR2 et BD-FORTESSA (BD Biosciences). Les fichiers de données en
mode liste ont été analysés a l'aide du logiciel Diva (BD Biosciences). L'acquisition des données

et le tri des cellules ont été effectués dans les installations dimmunobiologie de Cochin.
Test de polarisation iTreg in vitro

Les cellules T CD4" ont été purifiées a partir des LNs de souris C57BL/6 Foxp3-GFP, C57BL/6
Foxp3-GFP CD4%® ou C57BL/6 Foxp3-GFP CD4°® Foxol™™ en incubant les suspensions
cellulaires 15 minutes sur la glace avec un mix d’anticorps anti-CD8 (53-6.7), anti-CD19 (1D3)
et anti-Ter119 obtenus a partir de surnageant d'hybridomes, puis avec des billes magnétiques
couplées aux immunoglobines anti-rat ((Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Les cellules CD4
Tn Ly-6C" et Ly-6C* ou CD4 Tn ont ensuite été triées comme cellules Foxp3-GFP- Lignage
(CD25, TCRyd, CD8pB, CD11b, CDI11c)-PE CD447° en utilisant un cytometre en flux FACS-
ARIA3 (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Puis les cellules ont été marquées au Ctv
(CellTrace Violet; 5 mM; Life Technologies). Elles ont ensuite été cultivées pendant quatre
jours en plaque 96 puits a fond plat recouvert d’anticorps anti-CD3 (clone 145.2C11; 4 mg/ml;
obtenu a partir de surnageant d'hybridomes) et anti-CD28 (clone 37.51; eBioscience; 4 mg/ml)
en présence de dose croissante de TGFB1 humain exogene et recombinant (Invitrogen). Dans
certaines expériences, des anticorps anti-IFN-y (clone R4-6A2; 10 mg / mL) et anti-IL-4 (clone

11B11; 10 mg / mL) ont été ajoutés a la culture. La concentration de TGF[} nécessaire pour

132



obtenir 50% du pourcentage maximal de cellules iTreg (Concentration effective, EC50) a été
calculée en ajustant les courbes dose-réponse de chaque sous-ensemble de lymphocytes T CD4*
dans les différentes conditions de culture. A cette fin, les moyennes de 3 expériences
indépendantes ont été utilisées pour établir des courbes dose-réponse en utilisant la régression
non linéaire des moindres carrés de 1’équation de Hill. Le mod¢le utilis€¢ pour cette fonction
était Y = [B+(T-B)]/[1+10([LogEC50-X]*HillSlope)], ot "Y" représente le nombre de cellules
Foxp3* en pourcentage entre les cellules CD4", "T" et "B" représentent les plateaux au début et
a la fin de la courbe respectivement, et "X" représente la concentration de TGFf ajoutée au
début de la culture. L’EC50 absolue a été calculée pour interpoler X a 50% avec des intervalles

de confiance de 95%.
Test de sécrétion d’IL-2 in vitro

Les suspensions cellulaires issues des ganglions et de la rate de souris C57BL/6 Foxp3-GFP
ont été mélangées, puis 2 x 10° des cellules ont été stimulées avec de I’aCD3 + aCD28 (10
ug/ml) ou PMA + Ionomycine (0,5 pg/ml) pendant 4h. Un test de capture de I’IL-2 a ensuite
été réalisé en utilisant le kit Mouse IL-2 Secretion Assay Detection Kit (Miltenyi Biotec). Apres
stimulation les cellules sont lavées puis incubées 5 minutes dans la glace avec le Mouse IL-2
Catch Reagent. Apres ajout de milieu les cellules sont incubées 45 minutes a 37°C. Apres arrét
de la réaction, les cellules sont lavées puis incubées 15 minutes dans la glace avec le mix
d’anticorps pour le marquage de surface cellulaire et I’anticorps Mouse IL-2 Detection

Antibody (PE).
Séquencage d’ARNs

Les cellules T CD4* ont été purifiées a partir des LNs de souris C57BL/6 Foxp3-GFP comme
mentionné au-dessus. Puis les cellules CD4 Tn Ly-6C, Ly-6C*, CD5" ou CD5"" comme
cellules CD4* CD8a” TCRB* GFP- CD25 CD447° en utilisant un cytometre en flux FACS-
ARIA3. L'ARN total a été extrait a 1'aide du kit RNeasy Mini (QIAGEN, Courtaboeuf, France).
La qualité de 'ARN a été validée par Bioanalyzer 2100 (a I'aide du kit Agilent RNA6000 nano
chip). Pour construire les librairies, 20 ng d'ARNs de haute qualité de chaque échantillon ont
été traités a l'aide du kit Ovation Solo RNA-seq (Nugen) conformément aux instructions du
fabricant. Elles ont ensuite été quantifiées avec le test Qubit HS ADN (Life Technologies,
Grand Island, New York, Etats—Unis) et le profil des librairies ont été évalués a 1'aide du kit

DNA High Sensitivity LabChip sur un bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo
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Alto, Californie, Etats—Unis). Finalement, les librairies ont été séquencées sur un Illumina

Nextseq 500 en utilisant 75 base-lengths read V2 chemistry en mode paired-end.
Analyse séquencage d’ARNs

Apres séquencage, une analyse primaire basée sur le logiciel AOZAN (ENS, Paris) a été
appliquée pour démultiplexer et controler la qualité des données brutes (sur la base des modules
FastQC / version 0.11.5). Les fichiers fastq obtenus ont ensuite été alignés a l'aide de
l'algorithme STAR (version 2.5.2b). Les lectures ont ensuite été comptées a I'aide de RSEM
(v1.2.28) et les analyses statistiques sur les comptages de lecture ont été effectuées avec le
logiciel R DESeq2 (v1.22.1) afin de déterminer la proportion de genes exprimés de maniere

différentielle entre deux conditions.
Analyse GSEA

Les données de comptage normalisé ont été extraites de 1’analyse avec R DESeq?2 et utilisées
pour I’analyse GSEA. Les 46 genes sets utilisés ont été sélectionnés a partir de la collection C3
transcription factor targets (TFT v6.2). Les analyses GSEA ont ensuite été réalisées a I’aide du
logiciel GSEA v3.0 (http://software.broadinstitute.org/gsea/downloads.jsp) en utilisant les

parametres recommandés.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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I. Etude du Tonic Signaling

A I’état basal, en périphérie, les lymphocytes T naifs circulent continuellement entre le sang, la
lymphe et les organes lymphoides secondaires a la recherche de I’antigéne dont ils sont
spécifiques. Pour cela ils scannent les différentes cellules présentatrices d’antigénes, en
particulier les cellules dendritiques, lors de leurs passages dans les SLOs. Les cellules T naives
établissent ainsi de faibles, mais fonctionnelles, interactions avec le Soi lorsque leurs TCRs
reconnaissent le complexe peptide du Soi-CMH. Cette capacité, acquise lors du développement
thymique, est nécessaire pour la survie au long terme des lymphocytes T naifs (Martin et al.,
2003, 2006; Stritesky et al., 2012; Tanchot et al., 1997). Les signaux issus de cette
reconnaissance du Soi, qui induisent ce que I’on appelle un Tonic Signaling, ont également un
role sur la fonction des cellules T naives. Ils permettent de maintenir les cellules dans un état
de sensibilité accru afin de mieux répondre aux antigénes étrangers. L’équipe de R. Germain a
été I'une des premiéres a montrer que la capacité des cellules CD4 Ty a répondre a leur antigéne
spécifique diminuait rapidement lorsque les cellules avaient été au préalable privées de contact
avec le CMHII (Stefanova et al., 2002). D’autres équipes ont par la suite confirmé ces résultats
a I’aide de divers modeles expérimentaux (Hochweller et al., 2010; Lo et al., 2009; Mandl et
al., 2013; Persaud et al., 2014). En parallele de ces travaux, notre équipe a récemment décrit
Ly-6C, une protéine a ancre GPI exprimée a la surface des cellules T, comme permettant de
distinguer les lymphocytes T CD4" naifs les plus auto-réactifs (Ly-6C") des moins auto-réactifs
(Ly-6C*). Nous avons ainsi pu démontrer que 1’auto-réactivité non seulement augmente
quantitativement la réponse des cellules CD4 T, mais aussi faconne qualitativement leur
réponse au cours de la phase effectrice en augmentant leur capacité a se différencier en cellules

régulatrices périphériques (Martin et al., 2013).
1. Une signature transcripionnelle spécifique du Tonic Signaling

Dans la continuité de ces travaux, nous avons tout d’abord montré que la sensibilité accrue des
CD4 Tn Ly-6C aux signaux de différenciation en iTreg était une capacité cellulaire intrinseque.
En effet lors d’une polarisation en iTregs, les cellules CD4 Tn Ly-6C et Ly-6C* conservent
leur capacité respective a se différencier en cellules régulatrices Foxp3* qu’elles soient cultivées
ensemble ou séparément (Article : Figure 1). Les cellules T CD4" naives Ly-6C étant plus auto-
réactives, cette capacité intrinseque semble provenir de changements moléculaires spécifiques
induits par le Tonic Signaling qu’elles recoivent en périphérie. On peut ainsi supposer qu’il y a
une « maturation périphérique » des CD4 Tn dépendante de I’auto-réactivité. L’analyse
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transcriptomique de ces deux sous populations de lymphocytes T CD4" naifs révele en effet
que les CD4 Tn Ly-6C" expriment différentiellement 331 genes (pour une p-value < 0,05 et un
fold change de 1,3) par rapport a leurs homologues Ly-6C* (Article : Figure 2). En accord avec
nos résultats, la comparaison de cette signature (6C Sign) avec les signatures transcriptomiques
des différentes cellules effectrices, issues de (Wei et al., 2009), confirme le biais des cellules

CD4 Tn Ly-6C a se diriger vers le lignage iTreg (Article : Figure 3C).

Lors d’une stimulation, la signalisation TCR induit plusieurs voies moléculaires responsables
de nombreuses fonctions au sein des cellules T. Lors de tests in vitro, une stimulation
aCD3/aCD28 est utilisée pour reproduire la stimulation TCR/CD28 induite lors d’une
activation in vivo des lymphocytes T. De maniere générale, cette signalisation est régulierement
dichotomisée en deux grandes voies : la voie calcique et la voie des MAP Kinases. Ainsi le
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), activant les MAPKSs, et la ionomycine, un ionophore
activant la voie calcique, sont utilisés in vitro pour mimer une stimulation TCR totale ou
partielle. De facon intéressante, la comparaison de la signature 6CSign avec la signature
transcriptomique de cellules activées par aCD3, issue de (Wakamatsu et al., 2013), montre
qu’une partie de la signature des cellules les plus auto-réactives est semblable a celle de cellules
activées via le TCR (Article : Figure 3.A). Ainsi, nous avons cherché a distinguer quelle partie
de la signalisation TCR est responsable a la fois du phénotype et de la fonction des cellules T

CD4" naives les plus auto-réactives.
2. La voie calcique, voie moléculaire dominante du Tonic Signaling

Notre étude a permis d’identifier la voie calcique comme suffisante pour diminuer I’expression
de Ly-6C a la surface des CD4 Tx in vitro. En effet, I’incubation de cellules CD4 Tn Ly-6C*
avec la thapsigargine (TG), qui induit une augmentation de la concentration intracellulaire de
calcium, conduit a de nombreux changements phénotypiques incluant non seulement la baisse
d’expression de Ly-6C mais aussi la variation d’autres geénes de la signature 6CSign tels que
CD5, CD73, CD122, CD200 et Izumolr (Article : Figure 4A et SA). La TG est un inhibiteur
de la pompe calcique SERCA qui permet I’entrée du calcium cytoplasmique dans le réticulum
endoplasmique (RE) afin d’y étre stocké. Habituellement utilisée a une concentration entre 0,1
a 1 uM, la TG est souvent utilisée en recherche pour étudier le stress du réticulum
endoplasmique, qui conduit a I’accumulation de protéines mal repliées dans la lumiere du RE
(Oslowski and Urano, 2011). Dans nos expériences, nous utilisons la TG a une concentration

bien plus faible, de 4 nM, qui est toutefois suffisante pour induire une faible augmentation du

137



calcium intracellulaire. Celle-ci reste fonctionnelle tout au long de la culture puisque 5 jours
apres culture, NFAT est toujours plus nucléaire dans les cellules traitées a la thapsigargine que
celles cultivées avec de I’IL-7 seulement (Article : Figure 4C et F). De plus apres 5 jours de
culture avec la TG les cellules conservent, de maniere similaire aux cellules cultivées en I1L-7

seulement, un phénotype de cellules naives.

La conversion phénotypique des cellules CD4 Tn Ly-6C* en cellules CD4 Tn Ly-6C™ met quatre
jours a s’installer in vitro et dépend de I’activité de la calcineurine (CN). En effet, 1’ajout
d’inhibiteurs de la CN tels que la cyclosporine A ou le FK506 bloquent complétement la
conversion (Article : Figure SA). De maniere intéressante, les voies dépendantes du calcium et
de PKC/Ras ont des effets opposés sur la régulation de Ly-6C. Tandis que la TG diminue
I’expression de Ly-6C, la PMA entraine sa sur expression (Article : Figure 4A.). En accord
avec cette observation, la signature 6CSign n’a pas de corrélation avec les changements
d’expression génique induits par la PMA (Article : Figure 3.B). Les effets opposés de la TG et
de la PMA peuvent étre le reflet d’une interaction complexe entre les voies calciques et de la
PKC. Par exemple, la translocation de PKC au niveau de la membrane plasmique est strictement
dépendante du Ca?* (Reither et al., 2006) et la calcineurine peut étre phosphorylée et inhibée
par la PKC (Hashimoto and Soderling, 1989). Il serait intéressant de pouvoir ainsi évaluer

I’action/activation de la voie PKC au cours de la conversion in vitro des CD4 Tn par la TG.

De maniére générale, ’ensemble des résultats de cet article suggerent que les interactions avec
le Soi a I’état basal entrainent un Tonic Signaling, ou la signalisation calcique est dominante
(par rapport aux voies dépendantes de la PKC et Ras), qui conduit a la diminution de
I’expression de Ly-6C et la variation d’expression d’autres génes. Cette hypothese est en accord
avec nos résultats in vivo, ou I’inhibition de la calcineurine (par traitement au FK506) entraine
une augmentation de Ly-6C dans les CD4 Tx et cela a des niveaux plus élevés que ceux
observés a la surface des cellules CD4 Tx Ly-6C™* chez les souris non traitées (Article : Figure
5). Cette hypothese est également renforcée par le travail de Dong et al. (Dong et al., 2017)
montrant que des flux calciques peuvent étre mesurés dans les cellules T des ganglions
lymphatiques de la souris a 1’état basal et que le blocage des molécules du CMHII réduit
significativement la fréquence de ces flux. La reconnaissance du Soi a I’état basal peut ainsi
induire des vagues calciques qui faconnent a la fois le phénotype des cellules CD4 Tn et leur

comportement dans la phase effectrice en favorisant leur différenciation en cellules pTreg.
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3. Vers un modele de conversion in vivo

Les principaux résultats de notre article sont basés sur un modele de conversion in vitro des
cellules CD4 Tn. De fagon intéressante, nous avons récemment trouvé un modele de conversion
in vivo qui récapitule les observations phénotypiques et fonctionnelles mesurées lors de la
conversion in vitro. En effet, le transfert adoptif de lymphocytes CD4 Ty issus d’une souris
C57BL/6 AND TCR transgénique Rag2” chez une souris sauvage C57BL/6 conduit 2 leur
conversion en cellules CD4 Tn Ly-6C". Apres un jour de transfert, la quasi-totalité des cellules
transférées exprime CD69, un marqueur précoce d’activation du TCR, qui refléte 1’interaction
de ces cellules avec le Soi. Cette interaction induit un Tonic Signaling, plus important que celui
qu’elles recoivent dans leur hote d’origine, entrainant leur conversion en cellules CD4 Tn Ly-
6C" en 8 jours (Figure 32). En accord avec ces résultats, apres un transfert de cellules T CD4*
naives AND dans une souris déficiente pour le CMH de classe 1I, aucune expression de CD69
n’est observée a jour 1 et les cellules ne diminuent pas leur expression de Ly-6C apres 8 jours
de transfert (Figure 33). Comme la montré Tomura et al., cette interaction des cellules AND
transférées avec le Soi est due a une diminution de la compétition pour le complexe p-CMH
dont elles sont spécifiques (Tomura et al., 2010). En plus de cette diminution de compétition,
les cellules semblent avoir une avidité plus forte pour le Soi, qui leur est spécifique. En effet,
un transfert de CD4 T issues de souris OT-II (exprimant un TCR spécifique de I’ovalbumine)
dans une souris sauvage ne nous permet pas de reproduire ces résultats (données non montrées).
Les cellules CD4Tn OT-II ont donc une avidité pour le Soi plus faible que les cellules AND.
Enfin, de maniere similaire a notre modele de conversion in vitro, les cellules CD4 Tx AND
converties in vivo voient leur capacité a se différencier en iTreg augmentée (Figure 34, résultats

préliminaires a confirmer).
4. Perspectives

Les résultats que nous avons obtenus concernant les voies moléculaires induites par le Tonic

Signaling soulevent plusieurs questions.

e Quelle est la dynamique des flux calciques recus par les CD4 Tn lors du Tonic

Signaling ?

Les variations de [Ca*] intracellulaire, en plus d’étre étroitement régulées via de nombreuses
pompes calciques, sont dépendantes de I’intensité et de la durée des flux calciques percus par

la cellule. Les voies moléculaires qui en résulte dépendent également de ces flux (Dolmetsch et
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al., 1997, 1998). Ainsi, I’analyse de la dynamique des flux calciques au cours du Tonic
Signaling pourrait apporter des précisions sur les voies induites par celui-ci. Cependant les
techniques courantes utilisées pour mesurer les flux calciques in vitro, avec les colorants
calciques, ne sont pas adaptées aux observations in vivo. Récemment deux équipes ont mis au
point des outils innovant pour pallier ce probleme. Ils ont généré des souris transgéniques
capables d’exprimer un senseur du calcium couplé a une protéine fluorescente, qui est
inductible par la doxycycline (Le Borgne et al., 2016) ou exprimé spécifiquement dans les
cellules T CD4* (Dong et al., 2017). Nous pourrions adapter ces outils a notre modele de
conversion in vivo afin d’imager en temps réelle, et durant les 8 jours nécessaires a la

conversion, les flux calciques induits par le Tonic Signaling au niveau cellulaire.
e Quelles sont les voies moléculaires qui résultent du Tonic Signaling ?

Une premiere approche serait de réaliser une analyse phosphoprotéomique des cellules CD4 Tn
AND transférées en souris C57BL/6 a jour 1 afin de connaitre 1’état d’activation des différentes
voies moléculaires. Hatano et al. ont récemment réalisé ce type d’analyse sur des cellules T
stimulées en présence d’aCD3 ou de ionomycine +/- CsA (Hatano et al., 2016). La comparaison
avec ces données nous informerait sur I’effet de la composante calcique, dépendante ou non de
la calcineurine, dans le Tonic Signaling. De plus nous pourrions étudier plus précisément la
limite du seuil qu’il existe entre le Tonic Signaling recu par les lymphocytes T en périphérie,

qui induit un signal TCR sans activation, et le signal TCR qui conduit a leur activation.

Une seconde approche serait d’analyser et comparer 1’expression génique des cellules CD4 Tn
Ly-6C" et Ly-6C™ cultivées sous diverses conditions. Pour cela nous avons récemment obtenu
le transcriptome de ces sous populations de CD4 Tn cultivées en présence d’IL-7 avec ou sans
TG et +/- I’inhibiteur de la calcineurine, la CsA. La condition controle avec 1’IL-7 seulement
va nous permettre également d’étudier 1’effet d’une absence d’interaction avec le complexe
pCMHIIL. Nous pourrons analyser 1’effet d’une augmentation progressive de calcium
intracellulaire grace a la thapsigargine. Enfin la condition avec la cyclosporine A nous permettra
de connaitre les genes dépendant de la calcineurine, donc dépendant en grande partie de NFAT.
Une premiere analyse nous a permis de confirmer nos résultats précédents sur la variation de
Ly-6C et d’autres marqueurs qui sont influencés par le calcium et sont calcineurine dépendant.
De plus nous avons identifié cinq clusters de génes, dont la variation d’expression est similaire
entre les différentes conditions de cultures. Des analyses supplémentaires nous permettront

d’approfondir nos connaissances sur les voies moléculaires induites par le Tonic Signaling.
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II. Auto-réactivité et fonction des CD4 Tx

L’auto-réactivité des cellules T est connue pour jouer un rdle sur leurs fonctions. Dans les
lymphocytes T CD4* naifs on utilise les marqueurs de surface CDS5 et Ly-6C pour distinguer
les cellules CD4 T les plus auto-réactives (Ly-6C™ ou CD5™) des cellules CD4 T les moins
auto-réactives (Ly-6C* ou CD5Y). L’expression de ces marqueurs est dépendante de la force
du signal TCR recu lors de leur interaction avec le Soi mais leur stabilité semble différente. En
effet, ’expression de CDS a la surface des cellules T CD4" naives semble diminuée lorsque les
cellules retournent dans le sang alors que 1I’expression de Ly-6C reste similaire entre les cellules
des ganglions et celles du sang. De méme, lorsque les cellules CD4 Tn sont transférées dans
une souris CHMIIV2 I’expression de CD5 diminue rapidement alors que ’expression de Ly-6C
a la surface des cellules (du fait de ’absence d’interaction avec le Soi) est visible a partir d’une
semaine. Ainsi le Tonic Signaling reflété par ces marqueurs semble différent. CDS pourrait
refléter le Tonic Signaling que les cellules viennent de recevoir lorsqu’elles sont dans les
ganglions tandis que Ly-6C refléterait un Tonic Signaling sur le long terme, c’est-a-dire la
proportion de cellules qui interagissent de maniere réguliere, et avec une certaine affinité, avec
le Soi. Cette hypothese est en accord avec le fait que I’on observe a la fois des similitudes sur

la fonction des CD4 Tx les plus auto-réactives Ly-6C ou CD5™ mais également des différences.
1. Similitudes entre les lymphocytes CD4 Ty Ly-6C et CD5"

De facon générale, nous avons observé que les cellules CD4Ty les plus auto-réactifs Ly-6C™ ou
CD5M ont une capacité plus élevée a se différencier en cellules iTregs que leurs homologues
respectifs Ly-6C* ou CD5"Y (Figure 23). De maniére intéressante ce résultat sur la

5% semble différent de celui de Henderson et al.

comparaison des cellules CD5™ et CD
(Henderson et al., 2015). IIs ont montré que les cellules CD4 Tn CD5M se différenciaient
effectivement mieux en iTregs que leur homologue CD5™%, mais cela seulement en présence
de cytokine inhibitrice (pour la différenciation Tregs) telle que 1’IL-4, I’'IL-6 et I'IFNy. Dans
leurs conditions et en absence de ces cytokines inhibitrices, ils n’ont observé aucune différence
de polarisation en iTreg entre les CD4 Tx CD5M et CD5™Y. Cette différence entre nos résultats
et les leurs pourrait venir du fait que nous n’utilisons pas les mémes conditions de culture pour
la différenciation en iTreg. Ils utilisent un aCD28 soluble alors que nous “coatons® cette
anticorps au fond de la plaque. Ceci pourrait jouer un rdle sur la force du signal de co-
stimulation recue par les cellules. De plus, ils ajoutent également de I’IL-2 dans leur culture.

Les cellules CD4 Tx CD5" produisent plus d’IL2, suite a une stimulation du TCR, que les
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cellules CD4 Tx CD5™Y. L’ajout d’IL-2 lors de la polarisation en iTreg pourrait ainsi avoir un
effet bénéfique plus important sur les cellules CD5™% que les cellules CD5™. Enfin, lors la
différenciation en iTreg nous utilisons une gamme de concentrations de TGF1 plus étalée, ce
qui nous permet d’identifier les différences plus précisément. L’analyse transcriptomique des
lymphocytes T CD4" naifs montre également une certaine similitude entre les cellules Ly-6C
et CD5'. Elles partagent une partie de leur signature (figure 27), ce qui est en accord avec leur
sensibilité commune aux signaux de différenciation en cellules régulatrices induites. L’analyse
GSEA révele aussi que la composante NFAT semble intervenir dans la régulation d’expression
génique des lymphocytes T les plus auto-réactifs Ly-6C~ ou CD5™. Cela est en accord avec nos
résultats de D’article, ou 1’expression de CD5 a la surface des cellules CD4 Tx Ly-6C* est

augmenté par la TG et bloqué par 1’ajout d’un inhibiteur de la calcineurine.
2. Différences entre les lymphocytes CD4 Ty Ly-6C" et CD5

Nous avons également observé plusieurs différences fonctionnelles entre les cellules CD4 Tn
les plus auto-réactives Ly-6C™ ou CD5™i. Par exemple, la différence observée entre les cellules
CD4 Tx CD5M et CD5™Y pour la production d’IL-2 n’est pas observable si I’on dichotomise
les cellules T CD4" naives par Ly-6C (Figure 25). L’inhibition de la voie mTOR semble jouer
un role sur la différence entre les cellules CD5™ et CD5Y (Henderson et al., 2015) tandis que
I’ajout de rapamycine n’affecte pas la différence de polarisation en iTregs entre les CD4 Tn Ly-
6C et Ly-6C" (Figure 24). De plus I’analyse transcriptomique révele aussi des différences entre
ces sous populations de lymphocytes T CD4* naifs. Bien que 128 genes soient régulés de la
méme maniére entre les cellules CD4Tn Ly-6C et CD5™ (aprés comparaison avec leurs
homologues respectifs Ly-6C* et CD5Y), 69 genes sont différentiellement exprimés
seulement entre les cellules Ly-6C" et Ly-6C* et 236 génes seulement entre les cellules CD5'™
et CD5™" (Figure 27). L’analyse GSEA apporte également son lot de différences. En plus des
autres facteurs de transcription régulés par le TCR, la famille de TFs Foxo semble jouer un role
important dans la signature transcriptionelle des cellules CD4 Tx Ly-6C". Dans les CD4 Tn
CD5M, la composante AP1 est tres représenté (Figure 28), ce qui est en accord avec la voie Erk

plus active dans les cellules CD5™ que les CD5™ et leur différence de production d’IL-2.
3. Perspectives

e (DS et Ly-6C refletent-ils un Tonic Signaling équivalent ?
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Au vu des analyses transcriptomiques des cellules T CD4* naives plus ou moins auto-réactives,
le Tonic Signaling reflété par les marqueurs CDS5 et Ly-6C comporte des différences. Une
analyse supplémentaire des geénes différentiellement exprimés uniquement dans les cellules
CD4 Tn CD5" est a réaliser afin d’étudier leur implication dans la voie Erk, I’expression de

I’IL-2 ou encore la régulation de la voie mTOR.

Sur le plan fonctionnel, la différence de prolifération ou de sécrétion d’IL2 entre les CD4Tn
CD5" et CD5™" ne sont pas retrouvées entre les cellules Ly-6C" et Ly-6C*. Selon notre
hypothese CD5 refléterait un Tonic Signaling récent tandis que Ly-6C serait le reflet de la
chronicité. Il serait donc intéressant de tester les différentes fonctions entre les cellules CD4Tn
Ly-6C, Ly-6C* et CD5M CD5™" issues soit des ganglions lymphatiques soit du sang, ot les
cellules n’ont pas d’interaction avec le complexe pCMH. De plus nous avons démontré qu’apres
cinq jours de culture in vitro en IL-7, donc en absence d’interaction avec le Soi, les cellules Ly-
6C" se différenciaient toujours plus efficacement en iTregs que leurs homologues Ly-6C*. Nous
pourrions réaliser cette méme expérience en comparant les cellules CD5™ et CD5™Y. Pour aller
plus loin, il serait intéressant de transférer ces sous population de lymphocytes T CD4" naifs
dans des souris déficientes pour I’expression du CMH de classe I1. Ainsi, nous pourrions étudier

leurs fonctions apres avoir été privé d’interaction avec le complexe pCMHII a plusieurs temps.
IT1. Foxol dans I’homéostasie et la fonction des CD4 Tn

1. Role de Foxol dans la polarisation en iTreg

Les facteurs de transcription de la famille Foxo, en particulier Foxol et Foxo3, sont maintenant
connus pour jouer un role important dans la régulation du développement et de I’homéostasie
du systeéme immunitaire adaptatif (Dejean et al., 2011; Hedrick, 2009). Dans les lymphocytes
T, Foxol est impliqué dans la survie des cellules naives via la régulation de I’expression de la
chaine o du récepteur a IL-7, ou encore dans la migration et le homing en régulant I’expression
de CD62L et CCR7 (Kerdiles et al., 2009). En effet, chez la souris CD4¢" Foxol1" on observe
une diminution importante des cellules CD4 T, en faveur de cellules mémoires effectrices
(Kerdiles et al., 2010). D’un point de vue fonctionnelle il a récemment été démontré que Foxol
inhibe le programme de différenciation en Th17, en se liant directement 8 RORyt (Lainé et al.,
2015). Concernant la différenciation iTreg, I’équipe de SM. Hedrick a montré que les CD4 Tn
dépourvues de Foxol sont incapables de se différencier en iTregs (Kerdiles et al., 2010). De

maniére similaire, nous observons que les CD4 T issues de souris Foxp3-GFP CD4%* Foxo1"!
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(Foxo1™89), se polarisent difficilement en iTreg suite 4 une stimulation TCR en présence de
TGFp seulement (Figure 30). Cependant nous avons observé, tout comme Kerdiles et al., que
les cellules CD4 Tn déficientes pour Foxol produisent de grandes quantités d’IL-4 et d’IFNy
suite a une stimulation du TCR. Ces cytokines sont impliquées dans la différenciation Th2 et
Thl respectivement, mais inhibent également la différenciation Treg. L’ajout d’anticorps
bloquant ces interleukines non seulement restaure leur capacité a se différencier en iTregs mais
montre aussi une efficacité accrue des cellules déficientes pour Foxol a s’orienter vers ce
lignage par rapport aux CD4 Tx Foxol“" (Figure 30). La présence de Foxol au cours de la
différenciation iTreg en présence des anticorps bloquant ne semble donc pas nécessaire a
I’expression de Foxp3. Des études ont montré que le TGFf inhibe le développement Thl en
inhibant I’induction de T-bet via I’IFNy (Lin et al., 2005; Neurath et al., 2002). D’autres études
menées sur des cellules non lymphoides indiquent que les TFs Foxo interagissent directement
avec SMAD?3 et 4 et régulent une partie de la voie TGFB (Gomis et al., 2006; Seoane et al.,
2004). De plus, dans leur étude Kerdiles et al. montrent que 1’inhibition de T-bet par le TGFf3
dans les cellules T CD4" est dépendante de Foxol (Kerdiles et al., 2010). Ainsi, au cours de la

1 TKO

différenciation 1Treg des CD4 Tn de souris Foxo et en accord avec nos résultats, Foxol

semble requit pour inhiber 1’effet de I’IL-4 et I'IFNy.
2. Foxol et le Tonic Signaling

De maniére intéressante, chez les souris Foxo1™ la proportion de Ly-6C parmi les cellules T
CD4" naives est deux fois plus élevée que chez les souris Foxol“" (Figure 29). Cela est en
accord avec le fait que le pool de CD4 T issu de souris Foxo1T™©, comportant 70% de cellules
Ly-6C, se polarise mieux en iTregs que le pool de CD4 Tn contrdle (en présence des anticorps
oll-4 et alFNy). De plus les CD4 Tn déficient pour Foxol ont un phénotype similaire aux
cellules CD4 Tn Ly-6C" d’une souris sauvage (données non montrées). Cela est en accord avec
I’analyse GSEA réalisée sur les CD4Tn Ly-6C" et Ly-6C* révélant qu’une partie de leurs genes
est régulée par les facteurs de transcription Foxo (Figure 28). Foxol joue donc un role important
dans la maturation périphérique des cellules T CD4" naives. Son absence totale ou encore une
activité nucléaire constitutive sont cependant relativement néfaste. Les souris Foxo1™8° ont une
diminution du nombre de cellules naives et récemment une étude a montré qu’une forme
constitutivement active de Foxol entraine une dérégulation dans 1’homéostasie des CD4 Tn
conventionnelles (Newton et al., 2018). Ainsi il semble qu’une activité oscillatoire de Foxol

soit nécessaire pour I’homéostasic des CD4 Tn. Les cellules T CD4* naives les plus auto-
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réactives (Ly-6C") recoivent un Tonic Signaling plus élevé que leurs homologues Ly-6C*. Une
hypothese serait que les cellules recevant un Tonic Signaling plus important ont un export

nucléaire de Foxol plus fréquent, leur permettant d’acquérir une partie de leur phénotype.

Finalement nous nous sommes intéressés aux capacités de différenciation en iTreg des cellules
CD4 Tx Ly-6C" et Ly-6C* déficientes pour I’expression de la protéine Foxol. Chez la souris
contrdle, les cellules CD4 Tx Ly-6C" se polarisent plus efficacement en cellules Foxp3* que
leurs homologues Ly-6C*, comme nous 1’avions précédemment montré. De fagon inattendue,
chez la souris Foxo1TKO

Ly-6C*. De plus I’EC50 des cellules Ly-6C et Ly-6C* Foxo1™© semble similaire a celui des

aucune différence n’est retrouvée entre les cellules CD4 Tn Ly-6C et

cellules Ly-6C~ Foxo1“" (Figure 31). La différence entre les cellules issues de souris contrdles
pourrait étre attribuée un effet de Foxol, envers les cytokines inhibitrices IL-4 et IFNy (discuté
au-dessus), plus important dans les CD4 Tx Ly-6C". Cependant cette hypothese a été rejetée car
la différence entre les cellules Ly-6C" et Ly-6C* persiste en présence des anticorps bloquants
a-IL-4 et a-IFNy. Plusieurs hypotheses sont donc envisageables pour expliquer cette absence
de différence entre les cellules CD4 Tn Ly-6C" et Ly-6C* déficientes pour Foxol. D’une part
les CD4 Tn Foxo1™8© ont un phénotype similaire au CD4 Tn Ly-6C” Foxo1 et nous avons
vu que Foxol est impliqué dans I’homéostasie des lymphocytes T CD4* naifs et donc dans leur
« maturation périphérique ». Ainsi, en périphérie les cellules CD4 Ty Ly-6C* FoxolTXO
pourraient exprimer une molécule, déja présente dans leur homologue Ly-6C", leur permettant
de mieux répondre aux signaux de polarisation en iTreg. Une autre hypothese serait que Foxol
soit impliqué dans la régulation épigénétique de Foxp3, en induisant des modifications
inhibitrices. Un Tonic Signaling plus important et plus fréquent dans les lymphocytes T CD4*
naifs Ly-6C’, permettrait une sortie nucléaire plus importante de Foxol et ainsi une diminution
de modifications épigénétiques inhibitrices au locus de Foxp3. Enfin la derniere hypothese
serait que Foxol est également un rdle inhibiteur, sur I’expression de Foxp3, au cours de la
polarisation iTreg. Foxol serait alors exclu plus facilement dans les CD4 Tn Ly-6C leur

permettant de mieux se différencier en cellules Foxp3™.
3. Perspectives

e [’effet de Foxol dans la « maturation périphérique » des CD4 Tn

Nous avons récemment réalisé une analyse de I’expression génique des lymphocytes T CD4*

170 et Foxo1“", La comparaison de ces données avec notre signature

naifs issus de souris Foxo
6CSign nous donnera I’'implication de Foxol sur I’expression des geénes induits par le Tonic
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Signaling. De plus il serait intéressant d’obtenir le transcriptome des cellules CT4 Tx Ly-6C" et
Ly-6C" déficientes pour Foxol pour affiner I’étude du Tonic Signaling. Ces données pourraient
également nous renseigner sur la ou les cible(s) de Foxol impliquée(s) dans la différenciation

en iTregs.
e Foxol et différenciation iTreg

Les régulations épigénétiques, méthylation de I’ADN et modifications d’histones, jouent un
role important dans la régulation de Foxp3. Une étude a montré qu’Ezh2, qui fait partie du
complexe PCR2, est recruté au niveau du promoteur de Foxp3 et induit la triméthylation de
I’histone H3K27, une marque d’histone inhibitrice (Xiong et al., 2012). De plus, Foxol a
récemment été décrit comme pouvant interagir avec Ezh2. La différence observée, sur la
différenciation iTreg, entre les cellules CD4Tn Ly-6C et Ly-6C*, pourrait étre due a une
régulation épigénétique de Foxp3 différente. Les cellules Ly-6C", avec un Tonic Signaling plus
fort, pourraient exporter plus facilement et fréquemment Foxol du noyau, inhibant I’effet
d’Ezh2. L’analyse de la méthylation de I’ADN et des marques d’histones au niveau du locus de

Foxp3 dans les CD4 Tn plus ou moins auto-réactives pourrait nous apporter une réponse.

L’autre hypothése étant que Foxol joue un rdle inhibiteur sur Foxp3 au cours de la
différenciation iTreg, plusieurs expériences sont a envisager. Tout d’abord, un test de
polarisation des CD4 Tn Ly-6C" et Ly-6C* en présence d’un inhibiteur de Foxol pour valider
I’implication de ce dernier dans I’expression de Foxp3. Dans I’idée également de supprimer
Foxol dans les CD4 T pour étudier son effet lors de la différenciation, nous pourrions utiliser
une technique innovante récemment mis au point par A. Seki et S. Rutz. Basé sur la technologie
CRISPR/Cas9 cette technique permet d’éteindre I’expression d’un géne dans les cellules T
primaires sans activation préalable et avec une efficacité importante (Seki and Rutz, 2018).
Appliquer cette technique sur les CD4 Ty Ly-6C et Ly-6C* pour éteindre Foxol et tester

ensuite leur capacité de différenciation en iTregs peut tre une alternative tres intéressante.

Foxol semblant jouer un role majeur dans les phénomenes que nous étudions, il serait important
d’en documenter précisément la régulation, la phosphorylation et la localisation, dans nos sous

populations d’intérét, a la fois a 1’état basal mais aussi au cours de la polarisation en iTregs.
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CONCLUSION
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En périphérie, la chronicité des rencontres avec le complexe pCMHII permet aux lymphocytes
T CD4" naifs de recevoir un Tonic Signaling nécessaire a leur survie et a leurs fonctions. Les
cellules CD4 Tn Ly-6C" étant plus auto-réactives bénéficient d’un Tonic Signaling, différent de
leurs homologues Ly-6C™, leur permettant d’étre plus sensibles aux signaux de différenciation
en cellules T régulatrices. Parmi les signaux induits par le Tonic Signaling, nos résultats
montrent I’importance de la voie calcique, en particulier celle dépendante de la calcineurine,

dans I’acquisition du phénotype et des fonctions des cellules T CD4* naives.

De plus, nous avons mis en évidence le role majeur du facteur de transcription Foxol dans les
phénomenes que nous étudions et en particulier au cours de la polarisation des CD4 Tx en

iTregs.
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Article 2

Profiling the lymphoid-resident T cell pool reveals modulation by age and

microbiota.

Nature Communications volume 9, Article number: 68 (2018).

Aurélie Durand, Alexandra Audemard-Verger, Vincent Guichard, Raphaél Mattiuz, Arnaud

Delpoux, Pauline Hamon, Nelly Bonilla, Matthieu Riviere, Jérome Delon, Bruno Martin,

Cédric Auffray, Alexandre Boissonnas & Bruno Lucas.

En dépit de leur implication dans les tissus non lymphoides, les lymphocytes T non-circulants
peuvent également exister dans les organes lymphoides secondaires (SLO). Cependant, une
caractérisation détaillée de ce pool de lymphocytes T lymphoides résidants n'a pas encore été
effectuée. Nous montrons ici qu'une proportion importante de cellules CD4 régulatrices (Treg)
et mémoires (Tmem) établit une résidence a long terme dans les SLOs de souris exemptes
d'organismes pathogenes spécifiques. Parmi ces SLOs, seule la résidence des cellules T dans
les plaques de Peyer est affectée par le microbiote. Les cellules CD4 Tregs et CD4 Tmems
résidantes des ganglions lymphatiques et des tissus non lymphoides partagent de nombreuses
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles. Le pourcentage de lymphocytes T résidants
dans les SLOs augmente considérablement avec 1'dge, la diminution de S1PR1 pouvant
contribuer a cette altération de 'homéostasie. Nos résultats montrent ainsi que la résidence des
lymphocytes T n'est pas seulement une caractéristique des tissus non lymphoides, elle peut

également étre étendue aux organes lymphoides secondaires.
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ARTICLE

Profiling the lymphoid-resident T cell pool reveals
modulation by age and microbiota
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Despite being implicated in non-lymphoid tissues, non-recirculating T cells may also exist in
secondary lymphoid organs (SLO). However, a detailed characterization of this lymphoid-
resident T cell pool has not yet been done. Here we show that a substantial proportion of
CD4 regulatory (Treg) and memory (Tmem) cells establish long-term residence in the SLOs
of specific pathogen-free mice. Of these SLOs, only T cell residence within Peyer's patches is
affected by microbiota. Resident CD4 Treg and CD4 Tmem cells from lymph nodes and non-
lymphoid tissues share many phenotypic and functional characteristics. The percentage of
resident T cells in SLOs increases considerably with age, with STIPRT downregulation possibly
contributing to this altered homeostasis. Our results thus show that T cell residence is not
only a hallmark of non-lymphoid tissues, but can be extended to secondary lymphoid organs.
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ARTICLE

t has been hypothesized that peripheral T cells recirculate

continuously between lymphoid organs to scan antigen pre-

senting cells (APC) for the presence of foreign antigens. Such a
model has been challenged in the last decade by numerous
reports demonstrating the existence of T cells residing in non-
lymphoid tissues, mostly memory CD8 T cells (CD8 Tmem cells)
!, Indeed, results from tissue graft and parabiosis experiments
have demonstrated the resident nature of a substantial proportion
of CD8 Tmem cells found in several tissues, including skin,
intestine, brain, lungs and salivary glands!. A study showed that,
for a given specificity, memory T cells residing in non-lymphoid
tissues outnumber their circulating cell-counterparts?. Although
the existence of tissue-resident memory T cells is best docu-
mented for CD8 T cells, non-recirculating subsets of CD4
memory T (CD4 Tmem) cells have also been described®. Finally,
tissue-resident regulatory CD4 T (CD4 Treg) cells have been
found in multiple tissues, including the skin, muscle, lungs, adi-
pose tissue, and intestine®>. Resident memory T cells may
represent a first line defense against pathogens at sites of infec-
tion, whereas resident CD4 Treg cells may ensure tissue integrity
by dampening T cell responses to self antigens and commensal
bacteria antigens, and by controlling crosstalks between immune
and non-immune cells®%; for example, skin resident CD4 Treg
cells crosstalk with hair follicle stem to modulate skin wound
healing and hair regeneration®!°.

Resident T cells have been extensively studied within non-
lymphoid tissues. However, there is now evidence that resident
T cells might also exist within secondary lymphoid organs (SLO)
8. In humans, it was shown that, in spleen, lymph nodes (LN),
and tonsils, a significant fraction of CD4 and CD8 Tmem cells
phenotypically resembles resident T cells within non-lymphoid
tissues, and that, at least for CD8 T cells, they included cells with
defined specificity for EBV and CMV!!713, The existence of a
subset of effector CD4 Tmem cells retained in mouse SLOs that
accumulated after immunization or in response to chronic anti-
gen exposure has been suggested using photoconvertable fluor-
escence reporters'417, with the implicated resident T cell subsets
including follicular helper CD4 T cells'>!” and populations of
innate-like aff and y3T cells expressing CCR6 and high surface
levels of CD127'6. Retention of CD8 Tmem cells within draining
mediastinal LNs after lung infections and within spleen and LNs
after LCMV acute infection in mice has also been shown!1°,

We and others have recently shown that interactions between
TCR and self peptides/self MHC class II complexes help retain, at
least temporarily, CD4 T cells in mouse LNs**=22, Using two
different experimental approaches, here we show the long-term
residence of a substantial proportion of CD4 Treg and CD4
Tmem cells in the SLOs of specific pathogen-free (SPF) mice. By
contrast, CD8 Tmem cells are retained only in Peyer’s patches.
Microbiota has important function in T cell residence in Peyer’s
patches, but only a minor one, if any, in LNs. LN-resident CD4
Treg and CD4 Tmem cells share many phenotypic and functional
characteristics, including a core transcriptional profile, with their
counterparts from non-lymphoid tissues. In particular, S1PR1
downregulation may represent the main mechanism accounting
for T cell residency within SLOs. Strikingly, T cell residence
increases with age, with the majority of CD4 Treg and Tmem cells
in the LNs being resident but not circulating T cells in old mice.

Results

A proportion of T cells is retained in the SLOs of SPF mice. To
study T cell residence within SLOs, we first generated CD45.1/
CD45.2 parabiotic mice and analyzed them 4 weeks after surgery
(Fig. 1a). Throughout this study, CD4 Treg cells were defined as
Foxp3*CD4"CD8a TCRf* cells, CD4 Tmem cells as
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CD44hiFOXF3_CD4+ CD8a"TCRB™* cells, and naive CD4 T cells
as CD447/°"Foxp3~CD4*CD8« TCRB* cells (Fig. 1b). CD44
expression was also used to discriminate between naive and
memory CD8 T cells (Fig. 1b). Interestingly, unlike naive CD4
and CD8 T cells, CD45.1" and CD45.2% CD4 Tmem and CD4
Treg cells were not equally distributed in all studied SLOs
(including Peyer’s patches and the spleen) with a consistent
enrichment in host-derived cells (CD45.17 cells in the CD45.1
parabiont and CD45.2% cells in the CD45.2 parabiont, Fig. 1c—e).
Such a phenomenon was observed for CD8 Tmem cells only in
Peyer’s patches. Similar results were found when parabiotic mice
were studied 2 months after surgery (Supplementary Fig. 1a). We
have recently shown that Ly-6C expression allows to discriminate
between memory and naive CD4 Treg cells with Ly-6C™ cells
corresponding to memory CD4 Treg cells?’. Using this marker,
we then tested whether the unequal redistribution of CD4 Treg
cells between the two parabionts was differential between the
naive and memory subpopulations. Interestingly, we found that
among CD4 Treg cells, only Ly-6C~ CD4 Treg cells were enriched
in cells deriving from their host in all SLOs tested (Fig. 1f).
Similar results were obtained by using, as proposed by Smigiel
et al?, the expression level of CD44 to discriminate between
naive (CD441°%) and memory (CD44highy cD4 Treg cells (Sup-
plementary Fig. 1b). Altogether, these results suggest that a sig-
nificant proportion of memory regulatory and conventional
T cells are residing for at least several weeks within the SLOs of
SPF mice.

To confirm our hypothesis, we then blocked T cell entry into
LNs and Peyer’s patches through the ip. injection of mAbs
specific to VLA-4 $and LFA-1 as previously described?’, and first
studied the cells remaining in these SLOs 24 h after initiating the
treatment (Fig. 2a). At this time-point, most CD4 and CD8 T cells
have exited the LNs and accumulated in the spleen (Supplemen-
tary Fig. 2a, b). Interestingly, CD4 Treg and CD4 Tmem cells
were greatly enriched in the remaining LN CD4 T cells (Fig. 2b).
Consistent with the results obtained in parabiotic mice, 24 h after
mAb injection, enrichment in CD8 Tmem cells was clearly
observed within Peyer’s patches (Fig. 2c). We then blocked T cell
entry into LNs for 7 days by repeating the mAb treatment every
2 days (Fig. 2d). This protocol led to a gradual increase of the
proportion of CD4 Treg and CD4 Tmem cells within the CD4
T cells remaining in LNs, and a concomitant decrease of the
percentage of naive CD4 T cells (Fig. 2e). More precisely, whereas
naive T cells pursued exiting LNs at least until day 4, the absolute
numbers of LN CD4 Treg and Tmem cells remained almost stable
(Fig. 2f and Supplementay Fig. 2c).

Thus, using two different experimental approaches, we
obtained data suggesting strongly that a substantial proportion
of CD4 Treg cells and of CD4 Tmem cells are not continuously
recirculating through the SLOs of SPF mice, but rather reside for
long periods of time in them. This unexpected result seems to
apply to CD8 Tmem cells, in Peyer’s patches only.

The proportion of LN-resident CD4 T cells increases with age.
Surprisingly, whereas the proportions of CD4 Treg cells and
Tmem cells strongly increase with age in SLOs, the composition
of the blood remains quite unchanged (Fig. 3a). This led us to
suggest that the qualitative changes with age of the CD4 T cell
pool in SLOs may reflect an increase with age in the proportion of
resident CD4 Treg cells and CD4 Tmem cells. To test this
hypothesis, we applied the mAb treatment described above to
young and old mice and analyzed the results as a function of their
age (Fig. 3b). Two days after treatment, whereas the CD4 Treg
and Tmem cells remaining in LNs represent <25% of the cor-
responding pools in 4-week-old animals, these proportions rise to

| DOI: 10.1038/541467-017-02458-4 | www.nature.com/naturecommunications


www.nature.com/naturecommunications

NATURE COMMUNICATIONS | DOI: 10.1038/541467-017-02458-4 ARTICLE

50-75% in 1-year-old mice. For each experiment, we then cal- these cells recovered from LNs (Fig. 3¢, d; see Experimental
culated the proportion of circulating CD4 Treg cells and of CD4  procedures). Interestingly, by doing so, we observed that the
Tmem cells among LN CD4 T cells by subtracting the numbers of  corrected proportion of circulating CD4 Treg cells did not vary
cells recovered 2 days after treatment from the total number of with age in LNs as observed in the blood. The increase in the
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proportion of LN CD4 Tmem cells was also reduced when the
correction factor was applied. Thus, the proportion of LN-
resident CD4 Treg and Tmem cells increases with age to repre-
sent the majority of these cells in old mice.

LN-resident CD4 T cells exhibit an effector phenotype. We
then analyzed the phenotype of CD4 T cells remaining within
LNs 2 days after anti-VLA-4 and anti-LFA-1 mAb injection in
6-12-week-old mice. For simplicity’s sake, we will refer to these
cells as “day 2 CD4 T cells”. Day 2 CD4 Treg and CD4 Tmem
cells exhibited decreased expression of CD62L, CD127, and CCR7
when compared to their counterparts from untreated mice in
both peripheral LNs (pLN; Fig. 4a) and mesenteric LNs (mLN;
Supplementary Fig. 3a). In line with this effector phenotype, day 2
CD4 Treg cells from both pLNs and mLNs contained a higher
proportion of cycling cells (as assessed by Ki-67 staining) than
CD4 Treg cells from untreated mice (Fig. 4b and Supplementary
Fig. 3b). A weak increase in the percentage of Ki-67-expressing

4 | (2018)9:68

cells was observed for CD4 Tmem cells in mLNs only. Upona2h
re-stimulation with PMA and ionomycin, about three times more
day 2 LN CD4 Treg cells were able to produce IL-10 than LN
CD4 Treg cells from untreated animals (Fig. 4c and Supple-
mentary Fig. 3c). Similarly, day 2 LN CD4 Tmem cells were
enriched in cytokine-producing cells (especially IL-17) when
compared to control LN CD4 Tmem cells. We then divided the
absolute number of day 2 CD4 T cells producing a given cytokine
by the number of CD4 T cells from untreated mice producing the
same cytokine. Interestingly, the results obtained suggest that
nearly all IL-10* CD4 Treg cells and almost all IL-17" CD4
Tmem cells are in fact LN-resident T cells (Fig. 4d and Supple-
mentary Fig. 3d). Of note, integrin engagement by monoclonal
antibodies prior to re-stimulation with PMA and ionomycin does
not potentiate the ex vivo ability of T cells to produce cytokines
(Supplementary Fig. 4).

Finally, we studied more extensively the phenotype of day 2
CD4 Treg cells (Supplementary Fig. 5). We first confirmed the
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various ages were injected or not i.p. with 200 pg of anti-LFA-1 (aL) and anti-VLA-4 (a4) Abs. Forty-eight hours later, blood, pLNs, mLNs, and spleen were
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indicated SLOs (see the experimental procedures for calculations)

memory phenotype of these cells as they were expressmg h1gh
surface amounts of CD44 and were not expressing Ly-6C>>%3, W
then examined the expression of molecules known to play a role
in the suppressive capacities of CD4 Treg cells. All tested
molecules, except CD25, were found to be upregulated in day 2
LN CD4 Treg cells when compared to LN CD4 Treg cells from
control mice (Supplementary Fig. 5).

Altogether, our results show that day 2 LN CD4 Treg and
Tmem cells have an effector phenotype that correlates with their
increased ability to produce cytokines upon re-stimulation.

Microbiota affects T cell residence in Peyer’s patches. We
hypothesized that CD4 T cells residing in SLOs would be
receiving more TCR signals than the bulk of CD4 T cells and that
these signals might convert/maintain them in an effector state.
The lack of Ly-6C expression of day 2 CD4 Treg cells fits with this
hypothesis (Supplementary Fig. 5). Indeed, we have recently
shown that Ly-6C downregulation by peripheral memory/effector
CD4 Treg cells resulted from interactions with self MHC class II
molecules??. To go further, we studied the expression of CD5 and
Nur77, two molecules whose levels of expression have been
shown to reflect TCR engagement’*2°. Both molecules were
found to be upregulated in day 2 CD4 Treg and CD4 Tmem cells
in both pLNs and mLNs (Fig. 5a, b and Supplementary Fig. 6a, b).
Collectively, these results strongly suggest that day 2 CD4 Treg
and Tmem cells interact more strongly with MHC class II-
expressing cells in SLOs than their circulating counterparts.

| (2018)9:68

To determine the relative contribution of microbiota- and self
antigen-derived peptides in the retention of T cells within SLOs,
we first studied germ free mice (Fig. 5¢). The total cell numbers in
pLNs and mLNs were comparable between Germ free and SPF
mice whereas the cellularity of Peyer’s patches was strongly
reduced in germ free mice when compared to SPF mice (Fig. 5d).
In agreement, the recovery of day 2 CD4 Treg and Tmem cells
was only slightly reduced in pLNs and not affected in mLNs
(Fig. 5e). By contrast, 2 days after mAb injection, cell recovery
was strongly diminished in the Peyer’s patches of germ free mice
when compared to control mice for both CD4 and CD8 Tmem
cells (Fig. 5f). Although not significant, a similar tendency seems
to apply to CD4 Treg cells. These results were largely confirmed
in mice treated with a combination of antibiotics for 4 weeks
before blocking T cell entry into LNs and Peyer’s patches
(Supplementary Fig. 6c—f). In this setting, although the total
cellularity as well as the absolute numbers of CD4 Treg and
Tmem cells were slightly reduced in the pLNs of antibiotic treated
mice, the absolute numbers of day 2 CD4 Treg and Tmem cells
were not affected by the antibiotic treatment in both pLNs and
mLNs. Two days after mAb injection, cell recovery was strongly
diminished in Peyer’s patches for CD4 Treg cells and for both
CD4 and CD8 Tmem cells (Supplementary Fig. 6f). Microbiota
thus seems to have an important impact on T cell residence in
Peyer’s patches but only a small or no role in LNs.

Transcriptional signature of LN-resident CD4 T cells. We then
decided to compare the transcriptome of day 2 LN CD4 Treg and
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(al) and anti-VLA-4 (a4) Abs. Forty-eight hours later, pLNs were harvested and analyzed. a CD62L, CD127, and CCR7 fluorescence histograms of CD4
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an individual mouse. ¢ Representative IL-10 expression by CD4 Treg cells and representative IL-2, IL-17, and IFN-y expression by CD4 Tmem cells from
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Tmem cells to the transcriptome of the corresponding CD4
T cells from unmanipulated animals. With a fold change cut-off
of 21.5 and a p-value cut-off of <0.05, we found that 398 genes
were differentially expressed in day 2 CD4 Treg cells and 381 in
day 2 CD4 Tmem cells, when compared to their cell-counterparts
from control mice (Supplementary Fig. 7a).

We then further compared our transcriptomic signatures to
transcriptomic signatures from the literature characterizing CD4

6 NATURE COMMUNICATIONS| (2018)9:68

Treg and Tmem cells residing in non-lymphoid tissues as done
recently by Haskett et al.?’. Data sets were filtered to common
probes. Interestingly, day 2 LN CD4 Treg and Tmem cells shared
the expression of many genes specific to resident CD4 Treg and
Tmem cells from non-lymphoid tissues, such as muscle?®, (Fig. 6a,
b) and visceral adipose tissue (VAT)?, (Supplementary Fig. 7b,
). Indeed, most genes overexpressed in CD4 Treg cells from
muscle and VAT were found to be upregulated in day 2 LN CD4
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Fig. 5 Assessing the relative role of self antigens and microbiota in T cell residence in SLOs. a-¢ 6-12-week-old C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or
not i.p. with 200 pg of anti-LFA-1 (aL) and anti-VLA-4 (a4) Abs. Forty-eight hours later, peripheral lymph nodes (pLN) were harvested and analyzed. CD5
(@) and Nur77 (b) fluorescence histograms of CD4 Treg and CD4 Tmem cells from the pLNs of a representative treated and a representative control

C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. Quantification is shown as means + SEM with unpaired t-test on the right part of these panels. c-f 6-8-week-old SPF or germ-
free C57BL/6 mice were injected or not i.p. with 200 pg of anti-LFA-1 (al) and anti-VLA-4 (a4) Abs. Forty-eight hours later, SLOs were harvested and
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Treg cells. Similarly, genes downregulated in CD4 Treg cells from
muscle and VAT were mostly less expressed in day 2 LN CD4
Treg cells than in LN CD4 Treg cells from control mice (Fig. 6a
and Supplementary Fig. 6b). Similar results were obtained with
CD4 Tmem cells (Fig. 6b and Supplementary Fig. 7c).

Out of 327 genes, 109 were differentially expressed between
day 2 and control LN CD4 Treg cells, and 53 out of 308 genes for
CD4 Tmem cells (for this comparison, data sets were filtered to
common probes and a fold change cut-off of 21.5 was used) were
also part of the transcriptomic profiles of muscle and VAT CD4
Treg and CD4 Tmem cells respectively (Fig. 6¢c, d). Thus, 33%
and 17% of differentially expressed genes in day 2 LN CD4 Treg
and Tmem cells respectively, were also part of the transcriptional
profile of their muscle and VAT cell-counterparts. Overall, those
transcripts distinguished resident CD4 T cells from their

| (2018)9:68
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circulating cell-counterparts, and thus represented the core
transcriptional signature of resident CD4 Treg and Tmem cells,
whatever the tissue (lymphoid or non-lymphoid) they originated
from. Among these common genes, several chemokine and
cytokine receptor genes were found, including Siprl, Ccr2, and
Ccr8 for CD4 Treg cells and Ccr2, Il10ra, 1118r1, and Ii2rb for
CD4 Tmem cells (Fig. 6e, f).

S1PR1 downregulation accounts for T cell residence in SLOs.
One of the transcripts with a difference in expression between day
2 LN CD4 Treg cells and their cell-counterparts from untreated
mice, encodes the receptor SIPR1, which controls the entry of
T cells into the lymphatics and thus their exit from SLOs*°. We
therefore decided to analyze its involvement in CD4 T cell
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Fig. 6 Gene expression profiling of LN-resident CD4 Treg and Tmem cells. a “Volcano plot” representation (Log, (ratio) versus Logo (t test p value))
between day 2 and control LN CD4 Treg cells from C57BL/6 Foxp3-GFP mice. Among the 500 genes the most differentially expressed between muscle
and control CD4 Treg cells with a P value of <0.05, upregulated and downregulated genes are highlighted in red and blue respectively. Data sets were
filtered to common probes between the two arrays. b Same as in a for CD4 Tmem cells. ¢ Comparison of the sets of genes differentially expressed between
day 2 LN, Muscle and VAT CD4 Tregs cells and their respective control cells. Data sets were filtered to common probes between the three arrays. d Same
as in ¢ for CD4 Tmem cells. e Expression pattern of chosen genes differentially expressed (+1.5 fold change, with a p value of <0.05) between day 2 LN,
Muscle and VAT CD4 Tregs cells and their respective control cells. f Same as in e for CD4 Tmem cells

retention in SLOs. It should be noted that SIPR1 expression was
also found to be downregulated in day 2 LN CD4 Tmem cells
when compared to control CD4 Tmem cells (day2/control = 0.80,
p=0.006 in the transcriptome analysis shown in Fig. 6) although
to a lesser extent than observed for CD4 Treg cells (day2/control
=0.49, p=0.0001).

In our hands, detection of SIPR1 surface expression required a
two-step staining that could not be used with cells from VLA-4
and LFA-1 mAb-treated mice, as both S1PR1 and LFA-1 mAbs
are rat IgG,, mAbs. We therefore returned to parabiosis
experiments. Based on the expression of SIPR1 and CD69, one
can define three subpopulations among CD4 Treg and Tmem
cells in SLOs: CD697S1PR1*, CD697S1PR17, and CD697S1PR1~
cells (Fig. 7a). Enrichment in host cells was clearly observed in
CD69* SIPR1™ CD4 Treg cells for all SLOs studied, demonstrat-
ing a limited exchange of such cells between the two parabionts.
The proportion of host cells among CD69"S1PR1™ cells was also
increased, but to a lesser extent, than in CD69"S1PR1™ cells,
whereas full chimerism was almost reached for CD69~S1PR1*
cells (Fig. 7b). Results were more complex for CD4 Tmem cells as
a similar clear enrichment in host cells among CD69*S1PR1~
CD4 Tmem cells was only observed in the spleen and in Peyer’s
patches (Fig. 7b).

As described above, the proportion of resident CD4 Treg and
Tmem cells within SLOs increased with age (Fig. 3). In
accordance with the preferential retention of CD69"S1PR1™
CD4 Treg cells, we found that CD4 Treg cells from old mice
contained far more CD69*S1PR1™ cells than CD4 Treg cells from
young mice (Fig. 7c). A significant increase with age of the
proportion of CD69"S1PR1™ cells among CD4 Tmem cells was
also found in the spleen and Peyer’s patches (Fig. 7c). Altogether,
these results suggest that S1IPR1 downregulation is the main
mechanism involved in Treg cell residence within SLOs. Other

8 | (2018)9:68

mechanisms may be involved in the retention of CD4 Tmem cells
especially in LNs.

Discussion

Whereas naive T cells recirculate continuously between SLOs
through lymph and blood, it has become clear that a subset of
CD8 Tmem cells, named resident memory T cells, do not recir-
culate through the body, but remain trapped in non-lymphoid
tissues in which they provide protection against local secondary
infections!. These resident memory T cells derived from pre-
cursors that entered tissues during the effector phase of immune
responses and remained positioned within this compartment.
More recently, resident CD4 Tmem cells have been identified in
non-lymphoid tissues in which they are also implicated in
immune protection against a variety of tissue-tropic pathogens’.
Finally, resident CD4 Treg cells were found to colonize multiple
non-lymphoid tissues, including the gut, skin, lung, VAT, and
muscle in which they control inflammatory cells in the vicinity,
preventing the organism from incommensurate sterile inflam-
matory responses®'. In this paper, our data demonstrate the
existence of CD4 Treg and Tmem cells residing in the SLOs of
SPF mice. Indeed, parabiosis experiments clearly demonstrated
that full chimerism in SLOs between the two parabionts was still
not obtained for CD4 Treg and Tmem cells 2 months after sur-
gery (Fig. 1 and Supplementary Fig. 1). Secondly, CD4 Treg and
Tmem cells remained trapped in the LNs and Peyer’s patches for
several days after blocking the entry of blood T cells into SLOs
(Fig. 2). Finally, these “SLO-resident T cells” share a core tran-
scriptional signature with their cell-counterparts from non-
lymphoid tissues (Fig. 6). Altogether, our results show that T
cell long-term residency is not a particular feature of non-
lymphoid tissues, as it also applies to SLOs. Interestingly,
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Fig. 7 S1PR1 downregulation account for T cell residence in SLOs. a, b Four weeks after parabiosis surgery, blood, cervical LNs (cLNs), mesenteric LNs
(mLNs), spleen, and Peyer's patches (Pp) were recovered and analyzed. a STPR1/CD69 representative dot-plots are shown for blood and cLN CD4 Treg,
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parabiont) among the indicated CD4 Treg (upper panel) and Tmem (lower panel) cell-subsets recovered from cLNs, mLNs, spleen, and Peyer's patches
(Pp) are shown as means + SEM with paired t-test for six parabiotic pairs from three independent experiments. € pLNs, mLNs, spleen, and Peyer's patches
(Pp) of 1- and 12-month-old mice were recovered and analyzed. Proportion of the indicated CD4 Treg (upper panel) and CD4 Tmem (lower panel) cell-
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although well documented in numerous non-lymphoid tissues,
resident CD8 Tmem cells were absent from the spleen and LNs of
SPF mice.

In non-lymphoid tissues, the generation of resident T cells
occurs predominantly after primary infections®. Indeed, resident
memory CD8 T cells in non-lymphoid tissues are enriched in
cells specific for a given pathogen, several months after primary
infection. Similarl?I, 1pathogen—speciﬁc T cells have also been
described in SLOs''=13, We thus first supposed that microbiota-
derived antigens may play a crucial role in the generation of
resident T cells within the SLOs of SPF mice. Antibiotic treat-
ments and the study of germ-free mice revealed that, with the
exception of Peyer’s patches, microbiota does not play a major
role in establishing and maintaining T cell residency within the
SLOs of SPF mice. Thus, in LNs, either T cell residency is not
relying on T cell specificity or it involves recognition of self-
derived peptides. The phenotype of LN-resident CD4 Treg and
Tmem cells with respect to markers whose expression correlates
positively (CD5, Nur77) or negatively (Ly-6C) with the ability of
a T cell to interact with self antigens, would support the second
hypothesis. The existence of self antigen-specific resident CD4
Treg cells within the LNs of SPF and germ-free mice makes sense,
since such cells would protect the drained organs from efficient
priming of conventional self-reactive T cells, thus preventing
autoimmunity. This model corroborates with the results showing
the prominent role of CD4 Treg cells from a given draining LN in
the prevention of autoimmune diseases, targeting the related
organs such as oophoritis, prostatitis and dacryoadenitis®>~4,
Our results also agree with data showing an antigen- and den-
dritic cell-dependent accumulation of prostate-specific CD4 Treg
cells in prostate-draining LNs, an accumulation that can be
abrogated upon castration®>3,

The existence of self antigen-specific resident CD4 Tmem cells
in the SLOs of SPF mice is somehow more puzzling. Indeed, in
response to infections, naive T cells are primed in SLOs in which
they differentiate into effector cells. During this step, they are
induced to express chemokine receptors. Then, they migrate to
the infected tissues in response to chemokine gradients to fight
the pathogens. Finally, once the pathogen is cleared, some of
these cells remain in the tissue as tissue resident CD4 Tmem cells
and would represent a first line of defense preventing re-infection.
In the SLOs of SPF mice, we hypothesize that resident CD4
Tmem cells are generated in response to microbiota and self
antigens. In these conditions, the nature of either APC or of the
cytokines in their environment may cause differences in their
differentiation, particularly in terms of chemokine receptors and
that could participate to their trapping in SLOs. In fact, self
antigen-specific effector CD4 Tmem cells represent a potential
danger for organs. Trapping them in SLOs may prevent them
reaching the drained organs, and initiating autoimmunity. CD4
Tmem cell-residence within SLOs may thus correspond to an
active tolerance mechanism which prevents the migration of
potentially harmful T cells into non-lymphoid tissues. Co-
clustering of self antigen-specific CD4 Treg and CD4 Tmem
cells has been recently described in LNs by Liu et al.>” and these
cells may correspond to the subsets of SLO resident CD4 Treg
and Tmem cells we are describing in this paper.

The membrane receptor S1PR1, by allowing T cells to respond
to the sphingolipid S1P present within efferent I msgh, is the
central mediator of lymphocyte egress from SLOs***%3%, Inhi-
biting SI1P responsiveness, through either downregulation of
Slprl transcription or CD69-dependent internalization and
degradation of membrane S1PR1, appears also to be required for
establishing and maintaining T cell residence within non-
lymphoid tissues®4®*!. Our parabiosis experiments show that
among CD4 Treg cells, CD69*S1PR1™ cells are strongly enriched
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in resident cells in all SLOs (Fig. 7). This is not the case for CD69
~S1PR1™ cells, perhaps because these cells correspond mostly to
cells that have just entered SLOs from the blood. Similar results
were found for CD4 Tmem cells in the spleen and Peyer’s patches
of parabionts, but enrichment was quite moderate in LN CD69
*S1PR1™ CD4 Tmem cells. Thus, for CD4 Treg cells in all SLOs
studied, as well as for CD4 Tmem cells from the spleen and
Peyer’s patches, disrupting the ability of T cells to respond to S1P
gradients may be the main mechanism of T cell retention. Other
mechanisms may participate in CD4 Tmem cell retention within
LNs. Recently, Zhang et al. and Audemard-Verger et al. suggested
that a subset of innate-like aff and y3T cells, defined as CCR6"
CD127M cells, are trapped within pLNS for long periods of time,
and that this retention involves CCR6-dependent migration of
these cells to the subcapsular sinus of the LNs and CD169, a sialic
acid-binding lectin expressed by subcapsular macrophages!®#2,
Day 2 CD4 Tmem cells from pLNs almost all express low surface
levels of CD127 (Fig. 4). Thus, retention of innate-like TCRaf*
T cells and of conventional CD4 Tmem cells within pLNs cer-
tainly relies on different mechanisms.

A constant proportion of Treg cells among CD4 T cells in the
blood have been documented in mice and a marginal increase, if
any, has been reported in humans whereas the frec%uency of CD4
Treg cells increases considerably in SLOs (Fig. 3a,°~*6). Here, we
show that the proportion of resident T cells within the CD4 Treg-
and Tmem-cell compartments in LNs increases considerably with
age (Fig. 3). This observation may help to explain why blood-cell
composition in mice poorly reflects the increases with age of the
frequencies of CD4 Treg and Tmem cells observed in SLOs.
Moreover, an increase with age of resident CD4 Treg cells in
SLOs may play an important role in the lower vaccine-induced
immune responses and the reactivation of chronic infectious

diseases observed in the elderly*>*’.

Methods

Mice. Six to twelve-week-old mice were used for experiments unless otherwise
indicated. C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.1 or CD45.2 mice?>*® were maintained in
our own animal facilities, under SPF conditions. C57BL/6 germ-free (GF) mice and
the related control C57BL/6 SPF mice were obtained from CDTA Orléans (TAAM
CNRS UPS44). All procedures were approved by the French animal experi-
mentation and ethics committees of Paris Descartes and Pierre and Marie Curie
universities and validated by “Service Protection et Santé Animales, Environne-
ment” with the numbers C-75-562 and A-75-1315. Sample sizes were chosen to
assure reproducibility of the experiments in accordance with the replacement,
reduction and refinement principles of animal ethics regulation.

Parabiosis. Female host parabionts were generated with 8—12-week-old C57BL/6
Foxp3-GFP CD45.1 mice and C57BL/6 Foxp3-GFP CD45.2 mice. The percentage
of host cells in a given T cell subset corresponds to the percentage of CD45.1" cells
for the CD45.1 parabiont and the percentage of CD45.2* cells for the CD45.2
parabiont.

Blocking T cell entry into LNs and Pp. C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or
not i.p. with 200 pg of anti-LFA-1 (clone M17/4) and anti-VLA-4 (clone PS/2) Abs
(BioXcell) to block T cell entry into LNs and Peyer’s patches as previously
described??.

Antibiotic treatment. For ablation of commensal microbiota, an antibiotic
cocktail of 1g/l each of Ampicillin (sodium salt, Teva), Neomycin sulfate (Sigma),
Metronidazole (Sanofi), and 0.5 g/l Vancomycin hydrochloride (Fisher) was used®.
Antibiotics were added to the drinking water on a weekly basis for 4 weeks.

Cell surface staining and flow cytometry. SLOs were homogenized and passed
through a nylon cell strainer (BD Falcon) in 5% FCS, 0.1% NaNj; (Sigma-Aldrich)
in phosphate saline buffer saline (PBS). Cell suspensions were then dispensed into
96-well round-bottom microtiter plates. Surface staining was performed as pre-
viously described®®!. For determination of intracellular cytokine production, cells
were stimulated with 0.5 pg/ml PMA, 0.5 pg/ml ionomycin, and 10 pg/ml brefeldin
A (all from Sigma-Aldrich) for 2 h at 37 °C. Cells were then stained for surface
markers, fixed in 2% paraformaldehyde in PBS, and permeabilized with 0.5%
saponin, followed by labeling with specific cytokine Abs. This fixation and
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permeabilization protocol was also used to determine intra+extracellular expres-
sion of CCR7. The Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience) was used for Foxp3,
Nur77, CTLA-4, and Ki-67 intracellular staining. SIPR1 was detected with a rat
monoclonal antibody (clone 713412, R&D Systems). Briefly, cells were first incu-
bated for 90 min with the anti-S1PR1 rat mAb (50 pg/ml) in PBS containing 0.5%
FCS, 1 mM EDTA, 0.05% azide, and 2% normal mouse serum. After washing, the
cells were then incubated with donkey biotinylated anti-rat IgG polyclonal Abs
(Jackson ImmunoReaserch) for 30 min in the above medium followed by
streptavidin-APC (BioLegend). Multi-color immunofluorescence was analyzed
using a BD-LSR2 or a BD-Fortessa cytometer (BD Biosciences). Data acquisition
and cell sorting were performed at the Cochin Immunobiology facility.

Microarray. CD4 T cells from LNs (pooled peripheral and mesenteric LNs) of
C57BL/6 Foxp3-GFP mice were enriched as previously described??. Then, CD4
Treg and Tmem cells were flow-cytometry sorted as defined in the gating strategy
shown in Fig. 1b using a FACS-ARIA3 flow cytometer. Total RNA was extracted
using the RNeasy Mini kit (Cat. No./ID: 74104, QIAGEN). RNA quality was
validated with Bioanalyzer 2100 (using Agilent RNA6000 nano chip kit). Experi-
mental and analytical parts of the microarray analysis were performed according to
the MIAME standards. Amplified, fragmented and biotinylated sense-strand DNA
targets were synthesized from 100 ng total RNA according to the manufacturer’s
protocol (Genechip Whole transcript (WT) Sense Target labeling assay kit (Affy-
metrix)) and hybridized to a mouse gene 1.0 ST array (Affymetrix). The stained
chips were read and analyzed with a GeneChip Scanner 3000 7G and Expression
Console software (Affymetrix). Raw data (.cel files) were then processed and
normalized using the quantile normalization method in RMA with R package
(Bioconductor). Statistical analysis was then performed with MEV software
(TIGR). Microarrays were performed at the Cochin Genom'ic facility.

Calculations. For Fig. 3c, d, calculations were done as follows: for one given
experiment, % circulating Treg cells among CD4 T cells = 100x(absolute number of
CD4 Treg cells in control mice—absolute number of day 2 CD4 Treg cells)/
(absolute number of total CD4 T cells in control mice—absolute number of day 2
CD4 Treg and Tmem cells); % circulating Tmem cells among CD4 T cells =
100x(absolute number of CD4 Tmem cells in control mice—absolute number of
day 2 CD4 Tmem cells)/(absolute number of total CD4 T cells in control mice
—absolute number of day 2 CD4 Treg and Tmem cells); % circulating naive cells
among CD4 T cells=100-% circulating Treg and Tmem cells.

Statistics. Data are expressed as mean + SEM, and the significance of differences
between two series of results was assessed using the Student’s unpaired or paired ¢
test. Values of p < 0.05 were considered as statistically significant (*p < 0.05; **p <
0.01; ***p < 0.001).

Data availability. The original data discussed in this publication have been
deposited in the Gene Expression Omnibus at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
(accession number GSE104011). The authors declare that the data supporting the
findings of this study are available within the article and its supplementary
information files, or are available upon reasonable requests to the authors.
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Supplementary Figure 1: Analysis of mouse parabionts reveals the long-term residence
of regulatory and memory T cell populations in SLOs. (a) Eight weeks after parabiosis
surgery, blood, cervical LNs (cLNs), mesenteric LNs (mLNs), spleen and Peyer’s patches
(Pp) were recovered and analyzed. Proportions of host cells (CD45.1" for the CD45.1
parabiont and CD45.2" for the CD45.2 parabiont) among the indicated CD4 T cell and CD8 T
cell subsets recovered from blood, cLNs, mLNs, Spleen and Pp are shown as means £ SEM.
(b) Four weeks after parabiosis surgery, proportions of host cells among CD44™ and
CD44"¢" CD4 Treg cells. Each pair of dots represents an individual mouse. Significant
differences are indicated by asterisks (paired t-test, *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001).
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Supplementary Figure 2: Analysis of residual T cells after blocking T cell entry into
LNs. 6-12 week-old C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not i.p. with 200 ug of anti-
LFA-1 (aL) and anti-VLA-4 (04) Abs. Twenty-four hours later, cLNs, mLNs and spleen
were harvested and analyzed. (a) Absolute numbers of CD4 T cells in the indicated SLOs of
treated or untreated mice are shown as means + SEM with unpaired #-test or at least three
independent experiments (b) Same than in (a) for CD8 T cells. (¢) C57BL/6 Foxp3-GFP mice
were injected or not i.p. with 200 ug of anti-LFA-1 (alL) and anti-VLA-4 (04) Abs every 2
days from day 0 to day 6 and SLOs were recovered for analysis at various time-points.
Absolute numbers of CD4 Treg, Tmem and Tnaive cells in cLNs, mLNs, and spleen are
shown. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001. ns, not significant.
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Supplementary Figure 3: mLN-resident CD4 T cells exhibit an effector phenotype. 6-12
week-old C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not i.p. with 200 ug of anti-LFA-1 (al)
and anti-VLA-4 (a4) Abs. Forty-eight hours later, mLNs were harvested and analyzed. (a)
CD62L, CD127 and CCR7 fluorescence histograms of CD4 Treg and CD4 Tmem cells from
a representative treated and a representative control C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. (b)
Representative Ki-67 expression by CD4 Treg and CD4 Tmem cells from treated and control
mice. Quantification is shown on the right part of the panel. Each dot represents an individual
mouse (unpaired #-test). (¢) Representative IL-10 expression by CD4 Treg cells and
representative IL-2, [L-17 and IFN-y expression by CD4 Tmem cells from treated and control
mice. (d) Quantification of cytokine production by CD4 Treg and Tmem cells is shown as
means £ SEM with paired t-test. The percentage of recovery for a given cytokine was
calculated by dividing the absolute numbers of cells expressing this cytokine in treated mice
by the mean absolute number of cells expressing this same cytokine in untreated animals
(white bars). The grey bars correspond to the recovery of total CD4 Treg or CD4 Tmem cells
in the same samples. *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001. ns, not significant.
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harvested. Cells from pLNs and mLNs were preincubated or not with anti-LFA-1 (aL) and
anti-VLA-4 (a4) Abs (50 ug/ml) for 30 minutes at 4°C. They were then stimulated with 0.5
mg/ml PMA, 0.5 mg/ml ionomycin, and 10 mg/ml brefeldin A (all from Sigma-Aldrich) for 2
h at 37°C. Cells were then stained for surface markers, fixed in 2% paraformaldehyde in PBS,
and permeabilized with 0.5% saponin, followed by labeling with specific cytokine Abs. The
percentage of CD4 Treg cells producing IL-10 and the percentages of CD4 Tmem cells
producing IL-2, IL-17 or IFN-y were determined and are shown as means = SEM with paired
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Supplementary Figure 5: Analysis of the LN-resident CD4 Treg cell phenotype. 6-12
week-old C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not i.p. with 200 ug of anti-LFA-1 (al)
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fluorescence histograms of CD4 Treg cells from a representative treated and a representative
control C57BL/6 Foxp3-GFP mouse.
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Supplementary Figure 6: Assessing the relative role of self-antigens and microbiota in T
cell residence in SLOs. (a-b) 6-12 week-old C57BL/6 Foxp3-GFP mice were injected or not
i.p. with 200 ug of anti-LFA-1 (al) and anti-VLA-4 (a4) Abs. Forty-eight hours later,
mesenteric LNs (mLN) were harvested and analyzed. CD5 (a) and Nur77 (b) fluorescence
histograms of CD4 Treg and CD4 Tmem cells from the mLNs a representative treated and a
representative control C57BL/6 Foxp3-GFP mouse. Quantification is shown as means + SEM
with unpaired #-test on the right part of these panels. (¢-f) 6-8 week-old C57BL/6 Foxp3-GFP
mice were treated with antibiotics (ATB) for 4 weeks. Then, ATB treated or untreated mice
were injected or not i.p. with 200 ug of anti-LFA-1 (aL) and anti-VLA-4 (04) Abs. Forty-
eight hours later, SLOs were harvested and analyzed. (¢) Diagram illustrating the
experimental model. (d) Total cell numbers recovered from pLNs, mLNs and Pp of antibiotic
treated or untreated mice (e) Recovery of CD4 Treg and CD4 Tmem cells in pLNs and mLNss.
(f) Recovery of CD4 Treg, CD4 Tmem and CD8 Tmem cells in Pp. Each dot represents an
individual mouse (unpaired #-test). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. ns, not significant.
Mouse clip arts were generated in (21).
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Supplementary Figure 7: Transcriptional profiling of LN- and VAT-resident CD4 Treg
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between day 2 and control LN CD4 Treg (left) or CD4 Tmem (right) cells from C57BL/6
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Macrophages Induce Long-Term Trapping of y6 T Cells with Innate-like
Properties within Secondary Lymphoid Organs in the Steady State.

J Immunol September 15, 2017, 199 (6) 1998-2007.

Alexandra Audemard-Verger, Matthieu Riviere, Aurélie Durand, Elisa Peranzoni, Vincent
Guichard, Pauline Hamon, Nelly Bonilla, Thomas Guilbert, Alexandre Boissonnas, Cédric

Auffray, Gérard Eberl, Bruno Lucas and Bruno Martin.

Jusqu'a présent, les cellules T périphériques ont principalement ét€ décrites comme circulantes
entre le sang, les organes lymphoides secondaires (SLO) et la lymphe a I'état basal. Cette
existence nomade leur permettrait d’accomplir leur tiche de recherche pour des antigenes
étrangers et des signaux de survie. Bien qu'il soit maintenant bien établi que les cellules T o
peuvent étre rapidement recrutées dans les sites inflammatoires ou dans certains micro-
environnements tumoraux, les propriétés de trafic des cellules T yd périphériques ont été peu
étudiées a I'état basal. Dans la présente étude, nous mettons en évidence 1'existence de cellules
T vd résidantes dans les SLOs de souris exemptes d'organismes pathogenes spécifiques. En
effet, en utilisant plusieurs approches expérimentales telles que I’injection d’anticorps
neutralisant les intégrines qui inhibent I’entrée des lymphocytes circulants dans les ganglions
lymphatiques et les expériences de parabiose a long terme, nous avons constaté que,
contrairement aux cellules T y§ Ly-6C”+ CD44!° et Ly-6C* CD44", une proportion importante
de cellules T y5 Ly-6C- CD44" sont piégées pendant de longues périodes dans les ganglions
lymphatiques et dans la rate a 1'état basal. Des stratégies de déplétion cellulaire spécifique in
vivo nous ont permis de démontrer que les macrophages sont les principaux acteurs impliqués

dans cette rétention a long terme des cellules T y8 Ly-6C~ CD44" dans les SLOs.
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Macrophages Induce Long-Term Trapping of yo T Cells with
Innate-like Properties within Secondary Lymphoid Organs in

the Steady State

Alexandra Audemard-Verger,*' Matthieu Riviere,*' Aurélie Durand,*" Elisa Peranzoni,*
Vincent Guichard,*’ Pauline Hamon,” Nelly Bonilla,* Thomas Guilbert,*
Alexandre Boissonnas,” Cédric Auffray,* Gérard Eberl,§’11 Bruno Lucas,""2 and

Bruno Martin*?

So far, peripheral T cells have mostly been described to circulate between blood, secondary lymphoid organs (SLOs), and lymph in
the steady state. This nomadic existence would allow them to accomplish their surveying task for both foreign Ags and survival
signals. Although it is now well established that yd T cells can be rapidly recruited to inflammatory sites or in certain tumor
microenvironments, the trafficking properties of peripheral vy T cells have been poorly studied in the steady state. In the present
study, we highlight the existence of resident yd T cells in the SLOs of specific pathogen-free mice. Indeed, using several exper-
imental approaches such as the injection of integrin-neutralizing Abs that inhibit the entry of circulating lymphocytes into lymph
nodes and long-term parabiosis experiments, we have found that, contrary to Ly-6C~"*CD44" and Ly-6C*CD44" v3 T cells, a
significant proportion of Ly-6C~CD44™ v3 T cells are trapped for long periods of time within lymph nodes and the spleen in the
steady state. Specific in vivo cell depletion strategies have allowed us to demonstrate that macrophages are the main actors
involved in this long-term retention of Ly-6C~CD44"™ 3 T cells in SLOs. The Journal of Immunology, 2017, 199: 1998-2007.

subsets, such as NK cells, B cells, and a3 T cells, in that

they combine adaptive features with rapid, innate-like
responses that allow them to play an important role in all phases
of an immune response. yd T cells are crucially involved in host
immune defense against infections (1) but are also known to have
a strong clinical association with various autoimmune diseases
such as inflammatory bowel disease (2, 3), rheumatoid arthritis
(or collagen-induced arthritis, the murine model of rheumatoid
arthritis) (4, 5), and multiple sclerosis (or experimental autoimmune
encephalomyelitis, the murine model of multiple sclerosis) (6, 7).

T he v T cells are unique and distinct from other lymphocyte
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Additionally, there is compelling evidence to indicate that yd
T cells play an important role in immunity to cancer by sensing and
reacting to cellular stress. This has been clearly demonstrated in
murine models of spontaneous (8), chemically induced (9), transgenic
(10), and transplantable tumors (11, 12). However, it seems that the
activity of yd T cells in response to tumors can differ radically
according to the tumor type or environment (13, 14). These data may
actually reflect the high diversity of the y3 T cell compartment.

In this regard, we have recently shown that within murine
secondary lymphoid organs (SLOs), yd T cells can be subdivided
into four subsets according to CD44 and Ly-6C expression. More
precisely, we have characterized the functional heterogeneity of the
peripheral y8 T cell compartment that comprises Ly-6C~ CD44" ~&
T cells exhibiting innate-like features and naive and memory adaptive-
like v8 T cells (Ly-6C *CD44" & T cells and Ly-6C*CD44"
T cells, respectively) (15).

This phenotypic and functional heterogeneity of the peripheral
v8 T cell compartment may be also associated with differential
T cell trafficking dynamic properties. So far, peripheral T cells are
mostly described to circulate between blood, SLOs, and lymph in
the steady state. This nomadic existence would allow them to
accomplish their surveying task for both foreign Ags and survival
signals (16, 17). In line with this concept, Mandl et al. (18) have
shown in a recent study that the mean transit time for CD4" and
CD8" af T cells in peripheral lymph nodes (pLNs) were 12 and 18
h, respectively. Concerning yd T cells, it is now well established
that yd T cells can be rapidly recruited to inflammatory sites or to
certain tumor microenvironments (19, 20). These yd T cell infil-
trations are notably orchestrated by inflammatory cytokines such as
IL-1B or IL-23 or chemokine axes such as CCL2/CCR2 (12, 21—
23). However, the T cell trafficking dynamics of peripheral yd
T cell subsets in the steady state have still been poorly studied.

In this study, using several experimental approaches such as
the injection of integrin-neutralizing Abs that inhibit the entry of
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circulating lymphocytes into LNs and long-term parabiosis ex-
periments, we have found that contrary to Ly-6C* CD44™ and
CD44'° v T cell subsets, which are circulating cells, an important
proportion of Ly—6C7CD44hi vd T cells is residing within SLOs in
the steady state. Moreover, specific in vivo cell depletion strategies
have allowed us to demonstrate that macrophages are the main
actors involved in this long-term trapping of Ly-6C~CD44" 3
T cells in SLOs in the steady state.

Materials and Methods
Mice

C57BL/6 CD45.1 mice, C57BL/6 CD45.2 mice, C57BL/6 uMT mice, and
C57BL/6 CD11¢c.DTR mice (24) were maintained in our own animal fa-
cilities, under specific pathogen-free conditions. C57BL/6 retinoic acid—
related orphan receptor (ROR)yt-GFP mice were initially obtained from
Dr. G. Eberl (Institut Pasteur, Paris, France) (25). Six- to 12-wk-old mice
were used for experiments. Animal housing, care, and research were carried
out in accordance with the guidelines of the French Veterinary Department.
All procedures were approved by the French Animal Experimentation and
Ethics Committee and validated by the Service Protection et Santé Animales,
Environnement (numbers C-75-562 and A-75-1315). Sample sizes were
chosen to assure reproducibility of the experiments and in accordance
with the 3Rs of animal ethics regulation (i.e., replacement, reduction,
and refinement).

Cell suspensions

pLNs (pooled cervical, axillary, brachial, and inguinal LNs), mesenteric
LNs (mLNs), cervical LNs, and spleen were homogenized and passed
through a nylon cell strainer (BD Falcon) in RPMI 1640 GlutaMAX (Life
Technologies) supplemented with 10% FCS (Biochrom) for adoptive
transfer and cell culture (LNs only), or in 5% FCS, 0.1% NaN; (Sigma-
Aldrich) in PBS for flow cytometry.

To verify the efficiency of dendritic cell (DC) or macrophage in vivo
depletion, LNs and spleens were disrupted in RPMI 1640 medium con-
taining 5% FCS, 1 mg of collagenase from Clostridium histolyticum type 11
and type IV (Sigma-Aldrich), and 0.5 mg of DNase I (Sigma-Aldrich) and
incubated for 20 min at 37°C.

Fluorescence staining and flow cytometry

Cell suspensions were collected and dispensed into 96-well round-bottom
microtiter plates (6 X 10° cells per well; Greiner Bioscience). Surface
staining was performed as previously described (26, 27). Briefly, cells were
incubated on ice, for 15 min per step, with Abs in 5% FCS (Biochrom),
0.1% NaNj (Sigma-Aldrich) in PBS. Each cell-staining reaction was
preceded by a 15-min incubation with a purified anti-mouse CD16/32 Ab
(FeyRII/II block; 2.4G2) obtained from hybridoma supernatants. For de-
termination of intracellular cytokine production, cells were stimulated with
0.5 pg/ml PMA (Sigma-Aldrich), 0.5 pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich),
and 10 pg/ml brefeldin A (Sigma-Aldrich) for 2 h at 37°C. Cells were
then stained for surface markers, fixed in 2% paraformaldehyde in PBS,
and permeabilized with 0.5% saponin, followed by labeling with specific
cytokine Abs.

S1PR1 was detected with a rat mAb (R&D Systems). Briefly, cells were
first incubated for 90 min with the anti-S1PR1 rat mAb (50 pg/ml) in PBS
containing 0.5% FCS, 1 mM EDTA, 0.05% azide, and 2% normal mouse
serum. After washing, cells were then incubated with donkey biotinylated
anti-rat IgG polyclonal Abs (Jackson ImmunoReaserch Laboratories) for
30 min in the above medium followed by streptavidin-allophycocyanin
(BioLegend).

Multicolor immunofluorescence was analyzed using BD LSR II and BD
LSRFortessa cytometers (BD Biosciences). List mode data files were an-
alyzed using FACSDiva software (BD Biosciences). Data acquisition was
performed in the Cochin Cytometry and Immunobiology facility.

Parabiosis

Female host parabionts were generated with 8- to 12-wk-old C57BL/6 CD45.1
mice and C57BL/6 CD45.2 mice. The percentage of host cells in a given T cell
subset corresponds to the percentage of CD45.1* cells for the CD45.1 para-
biont and the percentage of CD45.2" cells for the CD45.2 parabiont.

Blocking T cell entry into LNs

Purified anti—-VLA-4 (clone PS/2) and anti—LFA-1 (clone M17/4) Abs were
obtained from Bio X Cell. For short-term treatment, mice were injected i.p.
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one time with 200 g of both Abs and then analyzed 48 h later. For long-
term treatment, mice were injected i.p. every 2 d during 6 d (four injections)
with 200 g of both Abs and analyzed 24 h later.

In vivo cell depletions

For DC depletion, C57BL/6 CD11¢c.DTR mice (referred to as CD11c DOG
mice) were injected i.p. every 2 d during 6 d (four injections) with 250 ng of
diphtheria toxin (DT).

The CSFIR inhibitor PLX3397 incorporated into rodent chow at 290 ppm
(delivering daily doses of ~45 mg/kg) was provided along with control chow
from Plexxikon (Berkeley, CA). For macrophage in vivo depletion, C57BL/6
mice were fed with PLX3397 or control chow during 7 d.

FTY720 treatment

Mice were injected i.p. daily with FTY720 (Cayman Chemical) in saline at
a dose of ~1 pg/g during 7 d.

Immunofluorescence microscopy

Inguinal, axillary, brachial, and maxillary mouse LNs were initially fixed
overnight in 0.1 M phosphate buffer containing 75 mM L-lysine, 10 mM
NalOy, and 1% paraformaldehyde (PLP fixative buffer). These organs were
then embedded in 5% low-gelling-temperature agarose (type VII-A;
Sigma-Aldrich) prepared in PBS. LN slices (230 wm) were cut with a
vibratome (VT 1000S; Leica) in a bath of ice-cold PBS. Slices were then
incubated at 37°C, for 20 min per step, with Abs in PBS. Stained slices
were photographed on an upright Leica stand with a confocal spinning disk
Yokogawa head with a X25/0.95 Leica objective. Acquisitions were made
with a Flash 4 LT Hamamatsu camera. Analysis was performed using
Image] software. Data acquisition was performed on the Cochin imaging
photonic (IMAG’IC) facility.

In vivo LPS challenge

C57BL/6 RORyt-GFP mice were injected i.v. with 100 pg of LPS (from
Escherichia coli 0111:B4; Sigma-Aldrich). Three hours after LPS chal-
lenge, cells recovered from pLNs, mLNs, and the spleen were incubated
with 10 pg/ml brefeldin A (Sigma-Aldrich) for 2 h at 37°C for determi-
nation of intracellular cytokine production.

Statistical analysis

Data are expressed as mean = SEM, and the significance of differences
between two series of results was assessed using the Student paired or
unpaired ¢ test. A p value <0.05 was considered significant (*p < 0.05,
*p < 0.01, #*¥kp < 0.001, ****p < 0.0001).

Results A
An important proportion of Ly-6C~ CD44" 8 T lymphocytes
are trapped in LNs in the steady state

According to Ly-6C and CD44 expression, we have recently
characterized the heterogeneity of the peripheral y3 T cell com-
partment by showing that it comprises Ly-6C~CD44™ v3 T cells
exhibiting innate-like features and naive and memory adaptive-
like v& T cells (Ly-6C "*CD44"° 48 T cells and Ly-6C*CD44™
vd T cells, respectively) (15). To go further, we decided to study
the T cell trafficking dynamics of these subsets. We first inhibited
the entry of circulating lymphocytes into LNs through the injec-
tion of integrin-neutralizing Abs (18, 28, 29). More precisely,
C57BL/6 mice were injected i.p. with anti-LFA-1 and anti-VLA-
4 Abs (Fig. 1A). We first verified that all y3 T cells from pLNs,
mLNs, and the spleen were expressing both LFA-1 and VLA-4
integrins (Supplemental Fig. 1). The phenotype of yd T cells
remaining within LNs was analyzed 48 h after initiating the treat-
ment (Fig. 1A). Interestingly, at that time point, Ly-6C~CD44™ ~&
T cells were greatly enriched within the yd T cells remaining within
pLNs (Fig. 1B, 1C). This resulted from the fact that the great ma-
jority of Ly-6C CD44" 8 T cells (~75%) remained trapped
within pLNs whereas almost all of the other yd T cells had egressed
from them (Fig. 1D). Such a phenomenon could also be observed,
to a lower extent, in mLNs, as ~15% of the Ly-6C~CD44™ ~&
T cells were still present within this SLO 48 h after the injection of
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FIGURE 1. An important proportion of Ly-6C~CD44" v3 T lymphocytes is trapped in LNs in the steady state. C57BL/6 mice have been injected i.p.
with integrin-neutralizing anti—-LFA-1 and anti-VLA-4 Abs. Two days after treatment, pLNs, mLNs, and spleen were recovered separately. (A) Diagram
illustrating the experimental model. (B) CD44/Ly-6C dot plots for gated TCRy3" cells recovered from pLNs of representative control and treated mice.
Numbers on FACS dot plots indicate the percentage of Ly-6C~CD44"™ 3 T cells among the yd T lymphocyte compartment. (C) Pie charts illustrating
the proportions of yd T cell subsets recovered from pLNs, mLNs, and spleen of control and treated mice. (D) Percentage of yd T cell subset recovery
within pLNs, mLNs, and spleen of anti—-LFA-1— and anti-VLA-4—treated mice. The percentage of recovery was calculated by dividing the absolute
numbers in treated mice by the mean absolute number obtained in untreated animals. (E) Percentage of Vyl.1* and Vy2* cells among Ly-6C~ CD44™
vd T cells recovered from pLNs and mLNs of control and anti-LFA-1- and anti-VLA-4—treated mice. (F) IL-17/IFN-vy dot plots for gated TCRY3" cells
recovered from pLNs of representative control and treated mice. (G) Proportion of IL-17— and IFN-y—producing TCRy3" cells recovered from pLNs
and mLNs of control and treated mice. (H and I) C57BL/6 mice have been injected i.p. every 2 d during 6 d with 200 g of both integrin-neutralizing
Abs and analyzed 24 h later. (H) Diagram illustrating the experimental model. (I) Percentage of y8 T cell subset recovery within pLNs, mLNs, and
spleen of 6 d treated mice. For (C)—(E), (G), and (I), results are shown as mean = SEM for at least two mice per group per experiment, from at least three
independent experiments, and each point indicates an individual mouse. Significance of differences between two series of results was assessed using a two-
tailed paired (D and H) or unpaired (C and F) Student ¢ test. *p << 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. a4, anti-VLA-4; Ctrl., control; aL, anti—
LFA-1; Spl., spleen.

integrin-neutralizing Abs (Fig. 1C, 1D). Of note, in this model, we
observed a strong increase in the absolute numbers of all the
different yd T cell subsets in the spleen (Fig. 1D). This phe-
nomenon could result from the accumulation in the spleen of
T lymphocytes egressing from LNs.

Narayan et al. (30) have previously shown that distinct cell types
in the y3 T cell lineage could be identified on the basis of their
TCR repertoire usage. Therefore, we then analyzed the V+y-chain
repertoire of Ly-6C~ CD44" v3 T cells remaining within pLNs and

mLNs after the injection of integrin-neutralizing Abs (Fig. 1E).
Although we noticed a decreased proportion of Vyl.1-expressing
cells associated with an enrichment of Vwy2-expressing cells
within pLNs following treatment, such a discrepancy was not
observed within mLNs, indicating that Vvy-chain usage does not
allow precise identification of LN-trapped yd T lymphocytes.
Consistent with the fact that Ly-6C~CD44™ 48 T lymphocytes
are the only y8 T cells able to produce IL-17 in response to
stimulation (15), we observed that, after treatment, within both
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pLNs and mLNs, a clear and significant increase in the proportion
of IL-17-producing v T cells correlated with a diminished ability
of the remaining vy8 T cells to produce IFN-vy (Fig. 1F, G).

Because circulatory dynamics could differ between v& T cell
subsets (i.e., Ly-6C~CD44" v3 T cells could need more time to
exit LNs than Ly-6C* CD44™ and CD44° 3 T cells), we then de-
cided to extend to 7 d the duration of the treatment blocking T cell
entry into LNs from the blood (Fig. 1H). In this setting, we still
observed that whereas almost all Ly-6CT CD44" and CD44" 3
T cells have left LNs, the great majority of Ly-6C~CD44™ v3 T cells
were still trapped in pLNs and to a lesser extent in mLNs (Fig. 1I).
Taken together, our data suggest that contrary to the other yd T cell
subsets, Ly-6C"CD44™ v T lymphocytes from LNs are in part
noncirculating cells.

A significant proportion of Ly-6C~ CD44"™ v8 T lymphocytes is
long-term SLO-resident cells in the steady state

To explain the results presented above, one may argue that Ly-6C
CD44"™ 3 T cells could enter into LNs in an LFA-1- and VLA-4—
independent manner. To address this issue, we then examined the cell
exchange rate of the various ¥ T cell subsets from SLOs (using
CD45.1 and CD45.2 congenic markers) that occurred between para-
biotic pairs (Fig. 2A). Four weeks following surgery, although both
Ly-6C" CD44™ and CD44" v3 T cells have achieved full chimerism
in all studied SLOs, Ly-6C~CD44" lymphocytes showed only limited
exchange between the parabionts (Fig. 2B). In line with a weak cir-
culatory dynamic of Ly-6C~CD44"™ 8 T cells, we also observed a
limited exchange of splenic IL-17-producing v& T cells between
parabiotic mice (Fig. 2C). To examine whether these results were
stable over time, we performed longer term parabiosis experiments
(Fig. 2D). Eight weeks after surgery, in all studied SLOs, Ly-6C
CD44" 3 T lymphocytes still showed limited exchange between the
paired mice (Fig. 2E). Collectively, these findings strongly suggest
that an important proportion of Ly—6C7CD44hi v& T lymphocytes
corresponds to long-term SLO-resident cells in the steady state.

Macrophages are responsible for the long-term trapping of
Ly-6C~CD44" v T lymphocytes within SLOs in the steady
state

We then attempted to identify the cellular actors involved in the
retention of Ly-6C CD44™ ~8 T cells within SLOs. We first
studied the potential involvement of B cells in this process. B cell-
deficient or —proficient C57BL/6 mice were treated or not with
integrin-neutralizing Abs and analyzed 48 h later (Fig. 3A). The
retention rate (recovery) of Ly-6C~CD44" ~3 T cells in pLNs and
mLNs was comparable in both mouse strains, 48 h after blocking
T cell entry (Fig. 3B). Thus, B lymphocytes do not seem to be in-
volved in the trapping of Ly-6C~CD44™ v& T cells within LNs.

We next assessed whether DCs played a role in the retention of
this yd T cell subset in LNs. For this purpose, C57BL/6 CDllc.
DTR mice (designated CD11c.DOG), which allow, following DT
injections, a continuous in vivo depletion of DCs, were injected or
not with anti-LFA-1 and anti-VLA-4 Abs (Fig. 3C). We first
assessed the depletion efficiency of such a protocol (Supplemental
Fig. 2A, 2B). Depletion was quite efficient for plasmacytoid DCs
in all LNs and better for the other DC subsets in mLNs than in
pLNs. The recovery of Ly-6C~CD44" ~8 T cells in both pLNs
and mLNs 48 h after blocking T cell entry into LNs was not di-
minished by DC depletion (Fig. 3D), suggesting that these latter
cells are not crucially involved in the retention of Ly-6C~ CD44™
v8 T cells within SLOs.

Finally, we examined whether macrophages could contribute to
Ly-6C~CD44" 8 T cell retention within SLOs. To test this hy-
pothesis, C57BL/6 mice were fed with mouse chow containing
an inhibitor of CSFIR (PLX3397; provided by Plexxikon) for 7 d
(Fig. 3E). We first assessed the depletion efficiency of such a
protocol (Supplemental Fig. 1C). This protocol led to the deple-
tion of most subcapsular (F4/80~ CD169") and medullary (F4/80*
CD169") sinus macrophages in both pLNs and mLNs, whereas
F4/80*CD169 macrophages were only poorly affected, especially
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in pLNs. We found that the absolute numbers of Ly-6C~CD44™
v T cells in pLNs, mLNs, and the spleen dropped dramatically in
mice fed 7 d with PLX3397 chow (Fig. 3F). Although the absolute
numbers of the other yd T cell subsets were also affected, the
observed decreases were far less pronounced (Fig. 3F).

We hypothesized that macrophages would be required for Ly-
6C~CD44" v& T cell retention within SLOs. In such a model,
macrophage depletion would lead to the egress of Ly-6C
CD44™ ~8 T cells from SLOs and that would account for the
significant drop in absolute numbers observed in mice treated 7 d
with PLX3397. The membrane receptor SIPR1, by allowing
T cells to respond to the sphingolipid S1P present within efferent
lymph, is the central mediator of lymphocyte egress from SLOs
(31, 32). First, we studied S1PR1 expression by v8 T cell subsets
recovered from pLNs, mLNs, and the spleen (Supplemental Fig.
3). We found that Ly-6C~CD44™ 3 T cells from pLNs and
mLNs exhibited higher S1PR1 surface levels than did the other
v3 T cell subsets. Ly-6C~CD44" 8 T cells should be thus
highly sensitive to S1P gradients. Then, C57BL/6 mice were fed
with PLX3397 chow and daily injected or not for 7 d with
FTY720 (Fig. 3G). Interestingly, FTY720 injections fully abro-
gated the strong decrease in Ly-6C~CD44™ 8 T cell absolute
numbers provoked by the PLX3397 treatment in both pLNs and
mLNs (Fig. 3H). These results suggest that CSFIR inhibitor
administration is not toxic to yd T cells but rather allows them to
egress from LNs through an S1PR1-dependent mechanism. Of
note, FTY720 administration did not abolish the effect of the
PLX3397 treatment in the spleen but rather accentuated the
observed decrease of the absolute number of Ly-6C~CD44" ~§

T cells (Fig. 3G). This result could be explained by the duration
of the SIPR1 agonist treatment. More precisely, it has already
been described that whereas a single injection of FTY720 in-
duces T cell sequestration in the spleen (33, 34), a prolonged
FTY720 treatment rather leads, in this SLO, to a decrease in the
absolute numbers of T lymphocytes (34-36).

Taken together, these last results suggest that macrophages play
a crucial role in the long-term trapping of Ly-6C~ CD44™ ~3
T lymphocytes within SLOs.

Membrane blebs reveal the close intimacy between Ly-6C~ CD44™
vé T lymphocytes and macrophages in SLOs

It has recently been shown that an important fraction of IL-17—
committed T lymphocytes from pLNs could acquire membrane
blebs from subcapsular sinus macrophages, reflecting the intimacy
of the crosstalk between these two cell types (37). We thus ex-
amined the proportion of Ly-6C~CD44™ Ly-6C*CD44"  and Ly-
6C*CD44' v3 T lymphocytes expressing macrophage markers
such as CD11b, F4/80, and CD169 (Fig. 4A, 4B). Expression of
these three molecules was solely detected on the cell surface of
Ly-6C7CD44hi v T cells. Interestingly, the surface expression of
CD11b, F4/80, and CD169 by Ly-6C~CD44" ~3 T lymphocytes
seemed to vary depending on the location of these cells (pLNs
versus mLNs versus the spleen; Fig. 4B), suggesting the ability of
Ly-6C~CD44" 8 T lymphocytes to initiate intimate crosstalk
with various macrophage subsets such as subcapsular sinus mac-
rophages (CD11b"F4/80° CD169%), medullary sinus macro-
phages (CD11b"F4/80"CD169™), or spleen red pulp macrophages
(CD11b" F4/80*CD169 ) (38-40). More precisely, the observed
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(F-H) Location of RORyt~ and RORyt" v T cells within pLNs from C57BL/6 RORyt-GFP mice was examined. (F) Representative immunofluorescence
TCRY3, CD169, and RORyt-GFP staining of fixed pLNs slices (maxillary LN is shown here). RORyt* vd T cells appear in (Figure legend continues)
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proportions of Ly-6C~CD44" v8 T cells acquiring CD11b, F4/80,
and CD169 expression suggest that these cells interact preferen-
tially with subcapsular and medullary sinus macrophages within
pLNs (30% of Ly-6C CD44" v3 T cells from pLNs expressed
CD11b and CD169 whereas only 15% expressed F4/80), with med-
ullary sinus macrophages in mLNs [equal proportions (15%) of
cells from mLNs expressing CD11b, F4/80, and CD169] and with
red pulp macrophages in the spleen (Ly-6C~CD44" v8 T cells only
expressed F4/80) (Fig. 4B, Supplemental Fig. 4).

Using the PLX3397* feeding strategy, we then studied the con-
sequences of macrophage depletion on the expression of macro-
phage markers by Ly-6C~CD44™ 8 T lymphocytes (Fig. 4C).
Following PLX3397 treatment, there was a gradual decrease with
time in the proportion of SLO Ly-6C~CD44™ v3 T cells expressing
CD11b, F4/80, or CD169 (Fig. 4D). These latter results confirm that
the expression of CD11b, F4/80, and CD169 by this v T cell
subset results from the transfer of membrane blebs from macro-
phages to yd T cells.

Collectively, our results suggest that Ly-6C~ CD44M ~3 T
lymphocytes initiate strong adhesive interactions with macro-
phages that may lead to their long-term retention within SLOs.

RORyt expression allows determination of the localization of
resident yd T cells within pLNs

We have described above a clear enrichment in IL-17—producing
cells among vd T cells in LNs, 48 h after blocking T cell entry into
these SLOs (Fig. 1E, 1F). We thus hypothesized that the expres-
sion of the transcription factor RORyt may allow a precise iden-
tification of resident yd T cells in SLOs. We first evaluated the
proportion of Ly-6C~CD44" Ly-6C*CD44" and Ly-6C*CD44'°
v8 T lymphocytes expressing RORyt in SLOs by using ROR+yt-
GFP transgenic mice (Fig. 5A, 5B). In agreement with the fact that
only Ly-6C~CD44" & T lymphocytes are able to produce IL-17 (15),
we found that RORyt expression was restricted to these cells. Sur-
prisingly, the proportion of RORyt* cells within Ly-6C~CD44" ~&
T cells differed considerably depending on the organ studied.
Indeed, whereas the vast majority (~80%) of Ly-6C~ CD44" ~3
T lymphocytes recovered from pLNs expressed ROR~t, this pro-
portion was quite lower in mLNs and the spleen (Fig. 5B). We
then examined the expression of ROR+yt by LN-resident yd
T lymphocytes 48 h after blocking T cell entry (Fig. SC-E). In
pLNGs, after treatment, the proportion of Ly-6C~CD44"™ v& T cells
expressing ROR+yt was significantly higher than in pLNs from
control mice (Fig. 5D). Accordingly, 48 h after blocking T cell entry,
the recovery of RORytJ'Ly—6C7CD44hi v T cells was far better than
the recovery observed for their RORyt cell counterparts (Fig. SE).
This was not the case for mLNs, as in this SLO, RORyt Ly-6C™~
CD44" v3 T cells were more efficiently retained after treatment than
ROR~t"Ly-6C~CD44" v3 T cells (Fig. 5D, 5E).

Altogether, these results suggest that the expression of RORvyt
can be considered as a reliable marker to identify resident yd T cells
within pLNs (but not in mLNs). Thus, to study the location of
resident yd T cells in pLNs, we imaged pLN slices recovered from

2005

ROR~yt-GFP mice by immunofluorescence microscopy (Fig. SF—
H). In line with the capacity of Ly-6C~CD44" v3 T lymphocytes
to acquire membrane blebs from subcapsular and medullary sinus
macrophages, we clearly observed that RORyt* y8 T cells (most
of which are resident cells within pLNs) were localized close to
CD169" sinus macrophages (Fig. 5F, 5G). Quantification of the
distance between RORyt™ or RORyt* 8 T cells and CD169" cells
confirmed that RORyt" y3 T cells were very significantly far closer
to CD169* cells than their RORyt ™~ cell counterparts (Fig. 5H). Such
a close vicinity may help explain the capacity of Ly-6C~CD44™ v3
T cells to acquire macrophage-related surface markers, and such
interactions may lead to the long-term retention of these cells
within SLOs.

Ly-6C~CD44" v8 T lymphocytes from SLOs respond rapidly
in vivo to LPS challenge

As described above, our results suggest that Ly-6C~ CD44™ &
T lymphocytes initiate strong adhesive interactions with macro-
phages that may lead to their long-term retention within SLOs.
Additionally, we observed that resident RORyt* v8 T cells were
localized close to CD169" sinus macrophages within pLNs. We
thus hypothesized that SLO-resident ¥ T cells could represent
sentinels surveying the pathogen-exposed surface of SLOs.

To address this issue, RORyt-GFP transgenic mice were injected
i.v. with LPS. IL-17 and IFN-y productions by Ly-6C~CD44™ ~3
T cells recovered from pLNs, mLNs, and the spleen were then
analyzed 3 h later (Fig. 5I). We observed that, in all SLOs, ~20%
of Ly-6C~CD44" ~3 T cells were already producing IL-17 in
response to LPS challenge at this early time point (Fig. 5J). Ad-
ditionally, we noticed that IL-17 production was restricted to
RORvt-expressing cells (Fig. SK). Of note, in the same setting, we
detected a small proportion of IFN-y—producing Ly-6C~CD44™
v T cells in the spleen, and this IFN-y production was restricted
to RORyt~ cells (Fig. 5J, 5K). The capacity of Ly-6C~CD44™ ~3
T cells to rapidly produce IL-17 upon LPS challenge strongly
suggests that these SLO-resident yd T cells could play a crucial
surveying role to protect these organs from infections.

Discussion

To achieve their surveying task for foreign Ags and survival signals,
peripheral T cells have been described as having a nomadic ex-
istence between blood, SLOs, and lymph in the steady state (16,
17). Transit times within SLOs should be 1) not too long, as
T cells must continuously scan APCs from different LNs to find
where the next pathogen will cross the epithelial barrier, but also
2) not too rapid to avoid missing the rare APCs presenting their
specific Ag in SLOs in the early phases of an infection. However,
in parallel to that model, recent findings highlight the existence
of T cells residing for long periods of time within nonlymphoid
tissues (41). More precisely, subsets of CD8" and CD4" o3 T cells
but also subsets of NK cells, NKT cells, and 8 T cells have been
shown to reside within nonlymphoid tissues such as the skin, gut,
lungs, or adipose tissue, providing rapid and efficient protection

yellow. Squares indicate zoomed areas presented on the figure. (G) Location modeling of RORyt~ and RORyt" y3 T lymphocytes within pLNs (maxillary LN
is shown here). Coordinates of all RORyt~ and RORyt" v T cells were calculated from immunofluorescence staining shown in (F) and were then reapplied
on CD169-stained LN slice. (H) Distance between RORyt~ and ROR+yt* y8 T lymphocytes and CD169™ cells were calculated. (I-K) C57BL/6 RORyt-GFP
mice were injected i.v. with LPS. Three hours later, cells recovered from pLNs, mLNs, and spleen were incubated during 2 h with brefeldin A for de-
termination of intracellular cytokine production. (I) Diagram illustrating the experimental model. (J) Percentage of IL-17— and IFN-y—producing cells
among Ly-6C~CD44" 3 T cells recovered from pLNs, mLNs, and spleen of control and LPS-treated mice. (K) Percentage of IL-17— and IFN-y—producing
cells among RORyt~ and RORyt* Ly-6C~CD44™ v3 T cells recovered from pLNs, mLNs, and spleen of LPS-treated mice. Results are shown as mean *
SEM for at least three different LN slices from three different mice. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. a4, anti-VLA-4; Ctrl., control;

oL, anti-LFA-1; Spl., spleen.
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against reinfection by tissue-tropic pathogens but also promoting
the repair of damaged tissues (42—47).

In the present study, using injection of integrin-neutralizing Abs
and parabiosis strategies, we highlight the existence of yd T cells
residing in the steady state in the SLOs of specific pathogen-free
mice. In line with our results, Zhang et al. (32) have recently
shown that innate-like T cells defined as expressing high surface
levels of CD127 and CCR6, among which about one fourth cor-
responds to yd T cells, accumulated near the subcapsular sinus in
pLNs. In this study, we confirm and extend these observations.
First, whereas Zhang et al. (32) examined the amount of cell ex-
change 2 wk after surgery in parabiotic mice or 2 d after T cell
photoconversion in photoconvertible fluorescence protein Kaede
transgenic mice, our parabiosis experiments clearly showed that
full chimerism between the two parabionts was still not reached
in pLNs for Ly-6C~CD44" 43 T cells at least up to 2 mo after
surgery (Fig. 2). Thus, in this study we demonstrate the long-term
residency of these cells within pLNs. Second, we showed that the
long-term retention of Ly-6C~CD44" v3 T cells was not a pe-
culiar feature of pLNs, as it also applies to mLNs and the spleen.
Third, although we confirmed that in pLNs, innate-like Ly-6C™
CD44hi v T lymphocytes were located close to subcapsular sinus
macrophages and were able to acquire, from this vicinity, the
apparent expression of CD11b and CD169, our results strongly
suggest that other subsets of macrophages are involved in the
retention of these cells within SLOs (see below). Finally, we have
also studied the behavior of the other vd T cell subsets (i.e., Ly-
6C*CD44™ and Ly-6C~*CD44"° v T cells) in SLOs and showed
that whatever their naive-like or memory-like phenotype, they
corresponded to circulating cells.

In addition to the CD11b and CD169 markers, about half of
CD11b-expressing innate-like yd T cells in pLNs and all of them
in mLNs were also acquiring F4/80 expression (Fig. 4B). Similar
to CD11b and CD169, F4/80 surface expression by yd T cells
decreased gradually following in vivo macrophage depletion, sug-
gesting that innate-like yd T cells are not only interacting with sub-
capsular (CD11b*F4/80 CD169™) sinus macrophages but also with
medullary (CD11b*F4/80*CD169") sinus macrophages. Finally, our
parabiosis experiments show that a fraction of Ly-6CCD44" ~&
T cells are also residing for long periods of time in the spleen. In this
SLO, only F4/80 was detected at the cell surface of Ly-6C~CD44™
v T cells. This latter result suggests that resident yd T lymphocytes
are interacting with splenic red pulp (CD11b~ F4/80*CD169 )
macrophages. Such a hypothesis would be in agreement with pre-
vious studies that have observed a preferential localization of human
and mice yd T lymphocytes within the red pulp of the spleen (48,
49). Interactions between tissue-resident y& T cells and F4/80"
macrophages have been reported in the lungs in mice (50). Indeed, it
has been shown that pulmonary-resident yd T cells had an intrinsic
preference to interact with F4/80" macrophages (51). These con-
tinuous interactions would be important for their protective role as
sentinels of airways and lung tissues.

Collectively, our data suggest that the precise nature of resident
vd T cells but also of the macrophages involved in their retention
varies according to the SLOs analyzed (pLNs versus mLNs versus
the spleen). Indeed, whereas in pLNs, the residence of Ly-6C™
CD44M 3 T cells was mostly restricted to RORyt* cells, RORyt ™
cells were more efficiently trapped in mLNs than their RORyt" cell
counterparts. Furthermore, whereas both subcapsular and medullary
sinus macrophages would be involved in the retention of Ly-6C
CD44™ 3 T cells in pLNs, the role of subcapsular sinus macro-
phages would be less crucial in mLNs and the spleen. Indeed,
medullary sinus and red pulp macrophages appear as the main ac-
tors implied in the retention of yd T cells in mLNs and the spleen,

vd T CELL RESIDENCY IN SECONDARY LYMPHOID ORGANS

respectively. Sinus and red pulp macrophages have a propensity to
capture particulate material arriving in the lymph and the blood
(52-54). Thus, we hypothesize that resident Ly-6C~CD44" &
T cells could play a critical surveillance role in protecting SLOs
from infections. In our previous study, we showed that Ly-6C
CD44" 3 T cells possessed innate-like properties such as the ability
to respond directly to TLR ligands in vitro (15). In this study, we
found that Ly-6C~CD44" v T cells from SLOs were rapidly able
to produce IL-17 in vivo in response to LPS challenge. In this set-
ting, LPS may activate them directly or indirectly through the in-
duction of IL-23 and IL-1 production by neighboring macrophages,
as it has been described that RORyt" y3 T cells express IL-23R and
produce IL-17 in response to IL-13 and IL-23, without TCR en-
gagement (6). We are thus proposing that resident y3 T cells and
macrophages could have complementary roles and may represent a
major barrier blocking the systemic spread of pathogens within
SLOs by providing rapid innate responses.
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Supplementary Figure 1: LFA.1 and VLA.4 expressions by y0 T-cell subsets recovered

from SLOs
LFA.1 and VLA 4 fluorescence histograms of Ly-6C CD44", Ly-6C" CD44" and CD44" v§

T cells recovered from pLNs, mLNs and spleen (Spl.) are shown for a representative

C57BL/6 mouse. Unstained cells are shown (grey histograms).
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Supplementary Figure 2

Supplementary Figure 2: Gating strategy and in vivo cell depletions assessment

(A) Dot plots illustrating the gating strategy used to define peripheral myeloid subsets. Cells
recovered from pLNs are shown here. (B) C57BL/6 CDI11c.DTR mice (designated
CD11¢.DOG) have been injected with Diphtheria Toxin (DT) every 2 days during 6 days (as
shown on Fig. 3C). pLNs, mLNs and spleen were then recovered to analyze the depletion
efficiency of DT treatment on the different dendritic cell subsets. (C) C57BL/6 mice were fed
with mouse chow containing or not an inhibitor of CSFIR (PLX3397). Seven days after
PLX3397 feeding, pLNs, mLNs and spleen were recovered separately to analyze the

depletion efficiency of macrophage subsets.
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Supplementary Figure 3: SIPR1 expression by Y5 T-cell subsets recovered from SLOs
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Supplementary Figure 4: Macrophage blebs expression by innate-like yd T cells within
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recovered from pLNs, mLNs and spleen of a representative C57BL/6 mouse.
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