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Abreéviations

7-AAD : 7-Aminoactinomycin D

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

Bcl-2 : B-Cell Lymphoma 2

Bcl-6 : B-Cell Lymphoma 6 protein

BK-v : BK-virus

Blimp-1 : B Lymphocyte-Induced Maturation Protein-1

BTLA : B and T Lymphocyte Attenuator

CCL : Ligand des récepteurs aux Chimiokines CC

CCR : Récepteur aux Chimiokines CC

CD : Cluster de Differenciation

CD40L : CD40 Ligand

CEF peptide pool : pool de peptides de Cytomégalovirus, Epstein-Barr et
Influenza virus

CFSE : CarboxyFluoresceine Succimidyl Ester

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMV : Cytomégalovirus

CPA : Cellule présentatrice de 1’antigéne

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Antigen-4

CXCL : Ligand des récepteurs aux Chemokines CXC

CXCR5 : Récepteur aux Chemokines CXC de type 5

EBV : Epstein-Barr Virus

Eomes : Eomesodermin

Fas-L : Fas ligand

FOXOL1 : Forkhead box protein O1

FoxP3 : Forkhead box P3

GODT : Global Observatory On Donation And Transplantation

HLA : Human Leucocyte Antigen
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HSV : Herpes Simplex Virus

ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule 1

IE-1 : Immediate Early Protein 1

IFNYy : Interféron-y

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukine

JC-v : JC-virus

KLRG-1 : Killer cell Lectin-like Receptor subfamily G member 1
KTR : Patients Transplantés Rénaux

LCMV : Lymphocytic Choriomeningitis Virus
LEMP : Leuco-Encéphalopathie Multifocale Progressive
LFA-1 : Lymphocyte Function-Associated Antigen 1
LT : Lymphocytes T

LT-Ag : Large-Tumor-Antigen

LTregs : Lymphocytes T Régulateurs

MPEC : Cellules Précurseurs Mémoires

mTOR : mammalian Target of Rapamycin

NCCR : Non Coding Control Region

NFAT : Nuclear Factor of Activated T-cells

NF-«B : Nuclear Factor-Kappa B

Nx BK-v : Néphropathie a BK-virus

PBMC : Cellules Mononuclées du Sang Total

PCR : Polymerase Chain Reaction

PD-1 : Programmed Death-1

pp65 : phosphoprotéine 65

S1P : Sphingosine-1-phosphate

SIDA : Syndrome d’Immuno-Déficience Acquise
SLEC : Cellules Effectrices de Courte Durée de Vie

T-bet: T-box expressed in T-cells
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TCM: Lymphocytes T centraux mémoires

TCR : T-cell receptor

TEM: Lymphocytes T effecteurs mémoires

TET ou TEMRA: Lymphocytes T effecteurs terminaux

TGF-B: Transforming Growth Factor-3

Th: T Helper

Tim-3 : T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3
TNFa: Tumor Necrosis Factor-o

TRAIL: Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand
TRM: Lymphocytes T Résident Mémoires

TSCM: Cellules Souches Mémoires T

VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule 1

VHBY/C: Virus de I’hépatite B/C

VIH : Virus de I’'immunodéficience humaine

VLA-4 : Very Late Antigen de type 4

VP1 : Viral Protein 1
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CONTEXTE ET ENJEUX DU TRAVAIL DE THESE

La transplantation rénale constitue le traitement le plus efficace de I’insuffisance
rénale chronique terminale, en termes de survie et de qualité de vie des patients, avec un
codt financier moindre. Du fait de la pénurie d’organe actuelle en transplantation, il est
nécessaire d’accroitre la durée de vie des greffons rénaux actuellement estimée a 13 ans.
L’ immunosuppression thérapeutique est ainsi indispensable pour controler la réponse
immune allogénique et augmenter la survie des greffons.

L’ immunosuppression thérapeutique est associée a des complications, notamment
infectieuses. Les réactivations a Polyomavirus, BK-virus et JC-virus, sont des
complications majeures en transplantation rénale, responsables de néphropathie a BK-v
(Nx BK-v) et de leuco-encéphalopathie multifocale progressive (LEMP). Sans
thérapeutique antivirale spécifique, ces infections virales menent a la perte du rein
transplanté ou au décés du patient. Le seul traitement actuellement reconnu est
I’allégement de I’immunosuppression thérapeutique, exposant secondairement le patient
a un risque de rejet d’allogreffe.

Le diagnostic des réactivations a Polyomavirus est basé sur un dépistage de la
charge virale par PCR suivi d’une confirmation histologique dans le cadre des
Nx BK-v ou d’une confirmation radiologique dans le cadre des LEMP. Or, ces
marqueurs sont des marqueurs tardifs tandis que 1’évolution de ces infections virales
dépend de 1’étendue des 1ésions histologiques, elle-méme liée a I’intensité de la charge
virale. Ainsi, la démarche diagnostique actuelle des réactivations a Polyomavirus en
transplantation pose le souci d’étre source de retards et de difficultés diagnostiques alors
que la prise en charge thérapeutique de ces complications doit étre la plus précoce
possible afin d’éviter la survenue de I€sions irréversibles.

Il apparait donc important de développer de nouveaux outils en transplantation
rénale afin de détecter précocement ces réactivations virales, voire de les anticiper, pour
mieux tenter de les contréler. L’altération de la réponse immune est un facteur crucial
dans la pathogénie des réactivations a Polyomavirus. Ainsi, la caractérisation precise de
la fonctionnalité des lymphocytes T spécifiques des Polyomavirus humains pourrait
ouvrir de futures pistes diagnostiques et/ou thérapeutiques. Elle pourrait permettre de
dépister les patients a risques de développer ces complications et pourrait contribuer au

développement d’immunothérapies innovantes.
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INTRODUCTION

« La science efface ['ignorance d’hier et révéle ['ignorance de demain. »

De David Gros
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Partie 1 - Immunologie Fondamentale :

La Réponse Immune

1 La réponse immune, coopération entre immunité acquise et immunité innée

La réponse immune, par ’intermédiaire de I’immunité innée et de I’immunité
adaptative, permet d’assurer I’intégrité de l’organisme en éliminant les éléments
infectieux ou du soi altéré et en tolérant les éléments nécessaires au maintien de
I’intégrité de 1’organisme.

L’immunité innée constitue la premiere barriere de protection de I’organisme. Elle
se compose de multiples types cellulaires, tel que les monocytes/macrophages, les
cellules dendritiques, les polynucléaires neutrophiles/éosinophiles/basophiles, les
cellules Natural Killer, les cellules endothéliales, et de protéines tel que le systeme du
complément. Il s’agit d’une réponse tres rapide, de spécificité globale aux agressions de
’organisme, sans mise en place de mémoire immune. Les éléments de I’immunité innée
reconnaissent des structures partagées par différentes classes de pathogenes (PAMP
pour pathogen-associated molecular pattern) ou exprimées a la surface des cellules
endommagées (DAMP pour danger-associated molecular pattern).

L’immunité adaptative assure une protection de [’organisme hautement
specifique. Son activation dépend de I’immunité innée et nécessite une reconnaissance
antigénique spécifique. L’ immunité cellulaire, médiée par les lymphocytes T (LT),
oppose une défense contre les pathogénes intra-cellulaires, tandis que 1’immunité
humorale, médiée par les lymphocytes B et les plasmocytes, oppose une défense contre
les pathogenes extra-cellulaires. Elle se caractérise par 1’établissement d’une mémoire
immune spécifique, conférant une meilleure efficacité lors d’une exposition ultérieure
au méme antigéne. La mémoire immunologique est ainsi cruciale dans le processus de

contrble des infections chroniques ou persistantes.
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2 La mise en place de la réponse lymphocytaire T effectrice primaire

2.1 Les lymphocytes T naifs

Les LT dérivent des progeéniteurs de la lignée myéloide de la moelle osseuse. Ces
progeniteurs lymphocytaires T migrent dans le thymus, ou se déroule la sélection des
cellules T avec I’acquisition d’'un TCR (T-cell receptor) unique et spécifique et
I’élimination des cellules dotées d’un TCR de spécificité inappropriée. Il en résulte une
sélection lymphocytaire thymique stricte, avec la génération d’un pool de LT matures
restreints au complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), tolérant au soi et de
specificité antigénique restreinte (Klein et al. 2014). En I’absence de rencontre avec leur
antigéne spécifique, ces LT matures hautement spécifiques (aussi appelés LT naifs)
migrent dans les organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques, rate et tissus
lymphoides secondaires associées aux muqueuses). Cette migration s’effectue par
I’expression membranaire de CD62L (L-selectin) et de CCR7 (CD197). L’expression
de CD62L a la surface lymphocytaire permet 1’adhésion et la progression du LT sur
I’endothélium vasculaire, tandis que 1’adressage aux organes lymphoides secondaires se
fait par attraction chimiotactique. Les chimiokines CCL19 et CCL21 sont secréteées au
sein des ganglions lymphatiques et se lient specifiquement au CCR7. L’expression de
CCRY7 permet ainsi le recrutement des LT naifs dans les organes lymphoides secondaires
(Masopust et Schenkel 2013).

Les LT naifs sont ainsi caractérisés par 1’expression des marqueurs de
différenciation précoce suivants : CD45RA™ CD27* CD62L" CCR7". En I’absence de
rencontre antigénique spécifique, les LT naifs circulent continuellement au sein des
organes lymphoides secondaires (Hwang et al. 2017). Leur survie est assurée par
I’interleukine (IL)-7 (Schluns et al. 2000; J. T. Tan et al. 2001) et les interactions avec
le CMH du soi (Viret, Wong, et Janeway 1999). L’IL-7 est également impliqué dans le
remodelage et 1’organisation structurelle des organes lymphoides secondaires (Onder et

al. 2012).
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2.2 Rencontre antigénique et mise en place de la réponse lymphocytaire T

Aprés I’entrée dans 1’organisme et la constitution du foyer infectieux par I’agent
pathogene, ce dernier entraine 1’élaboration d’une réponse inflammatoire avec
accumulation au sein du site infecticux de phagocytes et autres cellules de I'immunité
innée capables d’ingérer et de détruire les agents pathogenes. La capture et 1’ingestion
du pathogéne par les cellules dendritiques immatures entrainent leur maturation en
cellules présentatrices d’antigénes (CPA). Cette maturation permet I’amplification de
I’apprétement antigénique ainsi que I’augmentation de I’expression des molécules du
CMH de classes | et Il et des molécules de costimulation permettant une optimisation
de la présentation antigénique.

Par I’expression membranaire de CCR7, les cellules dendritiques matures
provenant de divers sites infectieux migrent vers les organes lymphoides secondaires
afin d’activer les LT naifs spécifiques du complexe CMH-peptide antigénique. D’autres
cellules sont également capables de présenter efficacement les antigénes et jouent ainsi
le rle de CPA tels que les lymphocytes B matures, les macrophages actives ou les
cellules épithéliales activées par des pathogenes.

La réponse lymphocytaire T ainsi induite comporte différentes phases
successives :

- I’activation et I’expansion clonale,

- ladifférenciation en LT effecteurs permettant le contréle de 1’agent pathogene par
I’intervention des LT CD4 (recrutement et activation des cellules immunes) et des
LT CDS8 (infiltration et destruction des agents infectieux),

- la phase de contraction clonale, signant la fin de la réponse primaire. Cette phase
est cruciale par la mise en place de la mémoire lymphocytaire T de longue durée

de vie (Harty et Badovinac 2008; Williams et Bevan 2007).
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La Figure 1 montre 1’élaboration de la réponse lymphocytaire T aprés la rencontre

antigénique.

Expansion Death Memory

-
Ll

Virus-specific
CD8 T Cells/Spleen

v

Time Post Infection

+Antiaen Without Antigen

Naive T cell Stimulation Effector Cell Death. Survival and
Generates Effectors & Progressive, Linear
Memory Precursors Differentiation of Memory T cells

Figure 1: Mise en place de I'immunité adaptative lors de la rencontre avec un
antigene spécifique (d'aprés (Wherry et Ahmed 2004) - N: LT naifs, E: LT

effecteurs, Memory: LT mémoires)

2.3 Activation lymphocytaire T et expansion clonale

L'activation des LT naifs par les CPA comprend 3 types de signaux, tous les 3
indispensables a la mise en place d’une réponse cellulaire effective. Le signal 1
correspond a I’interaction du complexe [peptide antigénique - molécule du CMH du soi]
avec le TCR. Les signaux additionnels sont des signaux de costimulation impliqués dans
la survie et I’expansion lymphocytaire T (signal 2) et des signaux de différenciation
entrainant la polarisation des LT en différentes sous-populations de LT effecteurs (signal

3) (Bromley et al. 2001; Bour-Jordan et Blueston 2002; Kapsenberg 2003).
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Les 3 signaux nécessaires a I’activation lymphocytaire sont représentés sur la Figure 2.
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Figure 2 : Activation des LT naifs: réle des 3 signaux d'activation lymphocytaire

(d’apreés (Kapsenberg 2003))

231 Signal 1 ou « synapse immunologique » :

Par I’intermédiaire de son TCR, un LT naif reconnait son antigene spécifique sous
la forme du complexe [peptide antigénique - molécule du CMH]. Le TCR est une
protéine transmembranaire de la super famille des immunoglobulines. Il s’agit d’un
hétérodimére formé soit d’une chaine o et d’une chaine B unies par un pont disulfure
pour les LTqp (95 % des LT) ou d’une chaine y et d’une chaine 6 pour les LTys (5 % des
LT). Par ailleurs, chaque LT exprime a sa surface un complexe moléculaire
membranaire CD3, et une des deux molécules CD4 ou CD8. Alors que la reconnaissance
antigénique se fait par le TCR, la transmission intracellulaire du signal passe par le
complexe CD3.

Ce complexe CD3 est un complexe protéique membranaire appartenant a la super
famille des immunoglobulines et constitu¢ de 4 chaines différentes, une chaine y, une 6
et deux chaines €. Ces protéines transmembranaires s'associent avec le TCR et une

chaine { pour former le « complexe TCR - CD3 » permettant la transmission complete
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du 1* signal d’activation lymphocytaire. La partie intracellulaire des molécules CD3
contient un motif fortement conservé connu sous le nom d'ITAM (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif). Ce motif est essentiel pour la signalisation du TCR. La
phosphorylation du motif ITAM sur les chaines CD3 leur permet de lier ’enzyme
ZAP70 (zeta associated protein), kinase importante pour la cascade de signalisation des
LT (Call et al. 2002).

En plus de la liaison [peptide antigénique - molécule du CMH] a son TCR, les LT
établissent des liens supplémentaires avec le CMH afin de stabiliser cette interaction et
mettre en place une réponse lymphocytaire optimale. Les protéines CD4 et CD8
exprimées a la surface des LT sont ainsi requises et se lient respectivement aux
molécules du CMH de classe Il et I. La double spécificité de cette présentation
antigénique explique également la restriction au CMH des réponses lymphocytaires T.
Ainsi, les LT CD4 reconnaissent des fragments antigéniques longs, de 13 a 25 acides
aminés, présentés par des molécules du CMH de classe Il. Les LT CD8 sont eux activés
par des fragments antigéniques plus courts, de 8 a 10 acides aminés, présentés par des
molécules du CMH de classe I. Ces interactions spécifiques [CMH-molécule CD4 ou
CD8] agissent comme des corecepteurs stabilisants et amplifiants la réponse
lymphocytaire. lls permettent avec les molécules LFAL (LT) — ICAM1 (CPA) et CD2
(LT) — LFA3 (CPA) de former la synapse immunologique nécessaire & la transmission
du signal intracellulaire (Dustin et Depoil 2011; Irvine et al. 2002). Cette premiére étape

est nécessaire a la pré-activation du LT mais n’est pas suffisante a son activation.

2.3.2 Signal 2 ou « signal de costimulation » :

Ce signal de costimulation fait intervenir la liaison de protéines de surface des
CPA (B7-1 ou CD80 et B7-2 ou CD86) au récepteur CD28 exprimé a la surface des LT.
L’engagement du « complexe TCR — CD3 » en présence d’une costimulation
CD28/CD80-CD86 induit 1’activation de facteurs de transcription, de type NFAT, AP1

et NF-xB, qui régulent I’activation et la croissance lymphocytaire par la synthése de
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cytokines telle que 1’IL-2 (X. Y. Zhou et al. 2002). L’activation de NFAT se fait de
facon calcium-dépendante impliquant la calcineurine. Cette derniere est une
phosphatase qui déphosphoryle NFAT et permet son passage intranucléaire. NFAT
migre alors dans le noyau et participe a la transcription de genes impliqués dans la
régulation du cycle lymphocytaire (Hogan et al. 2003).

La costimulation par CD28 induit également la formation du récepteur de haute
affinité pour I’'IL-2. Les LT naifs n’expriment a leur surface que les chaines By qui
constituent un récepteur d’affinité modérée pour I’IL-2. La costimulation par CD28
déclenche la synthése de la chaine a (CD25). Son association aux chaines By permet
alors la formation d’un récepteur de haute affinité pour I’IL-2. La production et la liaison
de I’IL-2 a son recepteur déclenche alors ’entrée du LT naif en phase G1 du cycle
cellulaire, permettant ainsi la survie et la prolifération lymphocytaire T (Gaffen 2001).
Récemment, il a ét¢ démontré que I'IL-7 est également impliqué dans 1’activation
lymphocytaire T en stimulant la production d’IL-2 et de la chaine o (CD25) du récepteur

pour I’IL-2 (Shmarov et al. 2016).

I1 s’ensuit une phase de prolifération intense de 5 a 8 jours apres ’activation
lymphocytaire (Arens et Schoenberger 2010). Cette expansion clonale aboutie a la
formation de clones de cellules T effectrices de spécificité antigénique identique. 1l a été
mis en évidence qu’un LT CD4 spécifique de 1’antigéne active generait en moyenne plus
de 20 cellules filles. La coopération des signaux dépendants de 1’engagement du TCR
et de CD28 détermine également le degre de I’expansion clonale primaire en augmentant
a la fois la proportion des cellules T en division et le nombre de division cellulaire
(Gudmundsdottir, Wells, et Turka 1999). Pendant la phase de prolifération induite par
I’IL-2, les LT acquiérent leur phénotype effecteur. Ainsi, chez toutes cellules effectrices,
la rencontre ultérieure avec son antigéne spécifique déclenchera une réponse immune
indépendante de la costimulation. A I’inverse, I’engagement initial du TCR en 1’absence
de costimulation entraine une inactivation fonctionnelle des LT a une stimulation

ultérieure, appelé aussi anergie lymphocytaire (Fathman et Lineberry 2007).
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2.3.3 Signal 3 ou « signal de différenciation » :

Les LT se différencient en plusieurs sous-populations effectrices
fonctionnellement différentes selon 1’environnement cytokiniques auxquelles elles ont
été exposées. Ainsi, la polarisation de la différenciation lymphocytaire dépend
largement des cytokines produites par les CPA et autres cellules de I’'immunité innée
(IL-12, 1L-21, interférons (IFN) de type | (af) ou IFNy, ...) (Kapsenberg 2003). Si les
LT CD8 se différencient assez uniformément en LT effecteurs cytotoxiques, les LT CD4
se différencient en sous-populations effectrices distinctes afin d’orienter spécifiquement

la réponse immune au pathogéne.

2.4 Différenciation lymphocytaire T CD4 : les lymphocytes T CD4 auxiliaires
« helpers »

Les LT CD4 naifs peuvent ainsi se différencier en 5 sous-populations de LT CD4
« helpers » : les LT CD4 de type Tnl, Tnh2, Tnl7, Tm et les LT CD4 régulateurs. Ces
sous-populations se distinguent par une production cytokinique spécifique, responsable
du recrutement et de I’activation de cellules immunes spécifiques. L’orientation de la
différenciation lymphocytaire CD4 dépend en majeure partie du milieu cytokinique
produit par les cellules de I’'immunité innée en reponse aux pathogenes (J. Zhu, Yamane,

et Paul 2010; Fang et Zhu 2017).
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La Figure 3 montre I’orientation de la différenciation lymphocytaire T CD4 en fonction

du milieu cytokinique environnant.
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Figure 3 : Différenciation lymphocytaire et fonctions effectrices des LT CD4

helpers (d’aprés (Swain, McKinstry, et Strutt 2012))

24.1 Lymphocytes T CD4 Th1

Les LT CD4 Tnl coordonnent la réponse aux pathogénes intra-cellulaires (viral ou
bactérien). Les cytokines IL-12 et IFN-y orientent la différenciation des LT CD4 vers la
voie Thl par l’intermédiaire du facteur de transcription T-bet. Les Tnl sont
indispensables & la formation des LT CD8 effecteurs via la sécrétion d’IL-2, activent les
macrophages par la sécrétion d’IFNy et de TNFa et stimulent I’immunité humorale en
aboutissant a la production d’anticorps opsonisants. Les Tnl sécrétent également de
I’'IL-3 et du GM-CSF. Ces cytokines ont pour role de stimuler les progéniteurs
hématopoiétiques et induisent ainsi la production de polynucléaires neutrophiles et de

macrophages (Wan 2010; Ilwasaki et Medzhitov 2015).
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2.4.2 Lymphocytes T CD4 TH2

Les LT CD4 Tn2 coordonnent la réponse aux pathogenes extra-cellulaires. La
différenciation vers la voie Th2 est favorisée par 1’IL-4 et dépend du facteur de
transcription GATAS. Les T2 sont impliqués dans la maturation des lymphocytes B en
plasmocytes matures via la sécrétion d’IL-4, IL-5 et d’IL-13. Les Tn2 sécretent
également de I’'IL-3, de I’'IL-5 et du GM-CSF. Cette voie de différenciation permet
d’éliminer les pathogénes extracellulaires et les helminthes par la production d’anticorps
specifiques ou par I’action dédiée des polynucléaires éosinophiles. Cette voie est
également impliquée dans les manifestations allergiques, via I’activation des mastocytes

et des polynucléaires éosinophiles (Wan 2010; Iwasaki et Medzhitov 2015).

24.3 Lymphocytes T CD4 TH17

En présence d’IL6 et de TGFg, les LT CD4 naifs sont orientés vers la voie Tnl7.
Les Tnl7 sont largement impliqués dans la défense contre les bactéries extracellulaires
et les infections fongiques, notamment au niveau cutanéo-muqueux. lls amplifient la
réaction inflammatoire aiglie en recrutant préecocement des polynucléaires neutrophiles.
En effet, les Thl7 sécrétent des cytokines/chimiokines chemo-attractives (IL-17A, IL-
17F et 1L-22). Ces cytokines stimulent la production de cytokines pro-inflammatoires
par les cellules épithéliales endommagées, entrainant ainsi le recrutement des cellules

de ’immunité innée au sein du site infectieux (Littman et Rudensky 2010).

24.4 Lymphocytes T CD4 TrH

De découverte récente, les LT CD4 T sont indispensables a la formation et au
maintien des centres germinatifs au sein des organes lymphoides secondaires (Crotty
2011). Les cytokines IL-6 et IL-21 orientent la différenciation des LT CD4 vers la voie
T par ’intermédiaire du facteur de transcription Bcl-6 (Hatzi et al. 2015). Ces Tm
expriment le récepteur de chimiokine CXCR5 et migrent ainsi vers les follicules B des

organes lymphoides secondaires, ou elles soutiennent la différentiation et la maturation
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des lymphocytes B via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-21 (Laurent, Fazilleau, et Brousset
2010). Ces cellules peuvent également secréter d’autres cytokines comme 1’IL-4, I’'TFNy
et I’IL-17 qui sont associées respectivement avec les lignées cellulaires Tn2, Thl et Thl7

(Yu et al. 2009).

245 Lymphocytes T CD4 régulateurs

Les LT CD4 régulateurs (LT regs) représentent 5 a 10 % des LT CD4 totaux et sont
impliqués dans le controle des réactions immunes en assurant la tolérance immunitaire
aux antigénes du soi, la prévention des maladies auto-immunes et le controle des
réactions d’hypersensibilité. Ces cellules se caractérisent par une expression constitutive
de CD25, une faible expression de CD127 (sous-unité o du récepteur a I’'IL-7) et
I’expression du facteur de transcription FoxP3 (Josefowicz, Lu, et Rudensky 2012). Ces
cellules exercent une activité immunosuppressive en inhibant [D’activation, la
prolifération et les fonctions effectrices des LT actives.

Plusieurs mécanismes interviennent, incluant une competition vis-a-vis de 1’IL-2
(phénomene de déprivation d’IL-2), la sécréetion de cytokines inhibitrices tel que I'TL-
10 ou le TGF-B, ou une inhibition lymphocytaire par contact cellulaire direct (via
I’interaction de molécules inhibitrices comme CTLA-4) ou par cytotoxicité directe

(Vignali, Collison, et Workman 2008).

2.4.6 Temporalité de la différenciation lymphocytaire T CD4

Les Thl7 représentent la premiére sous-population de LT effecteurs générés en
réponse a une infection (Fossiez et al. 1996). Une délétion sélective du récepteur de I’IL-
17 dans des modeéles murins est associée a une surmortalité a 48h d’une infection a
Klebsielle pneumoniae par un retard de recrutement des polynucléaires neutrophiles sur
le site infectieux (Ye et al. 2001). A I’inverse, la différenciation vers les voies Thl ou
Th2 se développe durant les stades plus tardifs de I’infection, I’élimination compléete du

pathogene lors des infections prolongees ou chroniques requérant des activités

Page 27 sur 227



effectrices hautement spécialisées (Oth et al. 2014). Les voies Thl ou Trl7 sont aussi
impliquées dans le développement des maladies auto-immunes tandis que la voie Tn2
est impliquée dans les réactions allergiques. La différenciation lymphocytaire Thl- Th2
est mutuellement antagoniste, 1’expression de T-bet régulant négativement 1’expression
de GATAS3 et réciproquement. Cependant, une relative plasticité a été mise en évidence

au niveau des sous-population Tr17 et LTregs (L. Zhou, Chong, et Littman 2009).

2.5 Différenciation lymphocytaire T CD8 : les lymphocytes T CD8 effecteurs
cytotoxiques

Les LT CD8 sont activés en présence des signaux 1 et 2, proliferent et se
différencient en LT CD8 effecteurs cytotoxiques sous I’influence des IFNqp (Kolumam
et al. 2005; Curtsinger et al. 2005) ou de I’IL-21 (Zeng et al. 2005).

Néanmoins, 1’activation lymphocytaire T CD8 nécessite une aide supplémentaire
apportée par les LT CD4. Les LT CD4 helpers stimulent 1’expression des molécules
CDB80/CD86 et CD40 a la surface des CPA, renforcant ainsi le signal de costimulation.
Cette aide a I’activation CD8 peut se faire de fagon simultanée, la CPA interagissant en
méme temps avec un LT CD8 naif et un LT CD4 Tx1 ou de fagon retardée, la CPA ayant

été prealablement stimulée par un LT CD4 Thl.

2.6 Migration des lymphocytes T effecteurs vers les foyers infectieux

L’activation compléte et I’expansion clonale d’un LT naif prend 4 a 5 jours. Les
cellules effectrices générées doivent ensuite quitter les ganglions lymphatiques pour
gagner le site infectieux grace a 1’acquisition de nouvelles chimiokines et molécules

d’adhérence (Krummel, Bartumeus, et Gérard 2016).
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Sortie des LT effecteurs des organes lymphoides secondaires

Les LT effecteurs quittent les organes lymphoides secondaires grace a la
diminution de 1’expression des récepteurs de domiciliation lymphatique (CCR7 et
CD62L) et ’augmentation de 1’expression du récepteur au Sphingosine-1-phosphate
(S1P). Les ganglions lymphatiques étant pauvres en S1P, cette concentration augmente
au niveau des organes périphériques et permet I’attraction chimiotactique des LT
effecteurs. Ceci aboutie a la sortie du lymphocytes des organes lymphoides secondaires

(Cyster et Schwab 2012).

Migration et entrée des LT effecteurs aux sites inflammatoires

Aprés I’activation lymphocytaire, les LT CD4 Tnl et les LT CD8 effecteurs
expriment rapidement CXCR3. Ce récepteur de chimiokines a pour ligands CXCLD9,
CXCL10 et CXCL11, chimiokines largement produites par les cellules endothéliales
lors d’une réaction inflammatoire (Groom et Luster 2011). CXCRS3 régule la migration
et le recrutement des lymphocytes vers les sites infectieux, en induisant 1’expression
membranaire d’intégrines. L’ intégrine VLA-4 est exprimée a la surface lymphocytaire.
VLA-4 se lie spécifiqguement a la molécule d’adhérence VCAM-1 présente sur les
cellules endothéliales activées. L’interaction VLA-4/VVCAM-1 permet I’adhésion du LT
a I’endothélium vasculaire et sa migration vers le site inflammatoire (Thatte et al. 2003).
Les LT effecteurs surexpriment également les molécules d’adhésion lymphocytaire
LFA1l et CD2. Ceci induit I’adhésion et I’extravasation lymphocytaire dans les
épithéliums cibles (Pribila et al. 2004). L’expression du programme d’adressage des LT
effecteurs au site infecté est mediée par le site ganglionnaire d’activation du LT naif
correspondant. Par exemple, une activation lymphocytaire au niveau des ganglions
lymphatiques drainant 1’intestin aboutie a I’expression de molécules d’adressage des LT
effecteurs vers la muqueuse intestinale (intégrine a4f7 et CCR9) (lwata et al. 2004).
Inversement, une activation lymphocytaire au niveau des ganglions lymphatiques
drainant la peau aboutie a I’expression de molécules d’adressage des LT effecteurs au

niveau cutané (E et P-selectin ligands, CCR4 et CCR10) (Campbell et Butcher 2002).
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2.7 Fonctions effectrices des lymphocytes T effecteurs

Toutes les fonctions lymphocytaires effectrices impliquent ’interaction d’un LT
effecteur avec une cellule cible de méme spécificité antigénique. Le contact initial d’un
LT effecteur avec sa cellule cible se fait par 1’intermédiaire de molécules d’adhérence
non spécifique (LFA-1/ICAM-1 et CD2/CD58). Ce contact est transitoire & moins que
le LT effecteur ne reconnaisse son antigene spécifique. Cette liaison est alors renforcée,
entraine la transmigration du lymphocyte a travers la barriere épithéliale et la libération

focalisée des molécules effectrices.

2.7.1 Sécrétions de cytokines et de chimiokines

Les LT CD4 effecteurs assurent des fonctions de sécrétions cytokiniques
différentes selon leur voie de différenciation lymphocytaire. Les cytokines étant des
protéines solubles, elles agissent a la fois localement sur les cellules cibles mais aussi a
distance en favorisant le recrutement des cellules immunocompétentes sur le site infecte.
Les cytokines ont de multiples effets biologiques tels que 1’initiation de la prolifération
ou de la différenciation cellulaire, la production de nouvelles cytokines/chimiokines par
les cellules immunocompétentes ou encore 1’induction d’un état d’apoptose. Les LT
CD8 effecteurs exercent des fonctions de sécrétions cytokiniques de type IFN-y, TNF-y
et lymphotoxine-a. Ces cytokines inhibent directement la réplication virale en induisant
I’apoptose des cellules infectées, favorisent le recrutement et [’activation des
macrophages sur le site infecté et induisent une augmentation de I’expression des
molécules du CMH de classe | (Harty, Tvinnereim, et White 2000). Ces sécrétions
cytokiniques sont indispensables au contrble des infections virales, indépendamment
des activités cytotoxiques des LT CD8 effecteurs (Goulding et al. 2014; Bekker et al.
2001). Des chimiokines sont également co-secrétées avec I’'IFN-y (CCL3, CCL4 et
CCL5). Elles jouent un role important de chimio-attraction et d’activation des

macrophages en possédant une activité synergique avec I’IFN-y (Dorner et al. 2002) .
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Le Tableau 1 représente les principales cytokines produites par les LT.

Tableau 1 : Nomenclature et fonctions des principales cytokines produites par les

LT(d’apres (Murphy et Weaver 2017))
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2.7.2 Cytotoxicité des lymphocytes T CD8

Du fait de la réplication intracytoplasmique des infections virales et autres
pathogenes intracellulaires, I’élimination des cellules infectées est indispensable au
maintien de I’intégrité de 1’organisme. Les LT CD8 effecteurs cytotoxiques assurent
cette fonction par contact cellulaire direct avec leurs cellules cibles (synapse immune
cytotoxique (Dustin et Long 2010)).

L’activité lytique s’exerce par 2 voies principales (Halle, Halle, et Forster 2017) :

- la cytotoxicité directe dépendante de la voie perforines / granzymes : Les LT
cytotoxiques liberent des protéines cytotoxiques préformées et contenues dans les
granules sécrétoires nommées perforine et granzyme. Les perforines forment des
pores transitoires au niveau de la membrane plasmatique de la cellule cible. Ceci
permet, soit I’entrée massive de milieu extracellulaire entrainant la nécrose de la
cellule cible, soit ’entrée rapide de granzyme au niveau cellulaire qui active la
voie des caspases induisant ainsi 1I’apoptose de la cellule cible (Lopez et al. 2013).

- la cytotoxicité directe deépendante de la voie Fas / Fas-ligand: Les LT
cytotoxiques expriment a leur surface le ligand du récepteur Fas, ce récepteur de
mort cellulaire étant quant a lui exprimé a la surface des cellules cibles.
L’activation du récepteur Fas par son ligand induit I’activation de la voie des

caspases (notamment la caspase 8) induisant 1’apoptose de la cellule cible.

Ainsi, la fonction cytotoxique des LT CD8 entraine un signal de mort cellulaire et
d’apoptose de la cellule cible (Siegel 2006). Les cellules apoptotiques sont rapidement
prises en charge et éliminées par les cellules phagocytaires (dont les macrophages
tissulaires). Cette mort cellulaire programmée permet le maintien des particules
pathogénes a I’intérieur des corps apoptotiques et la régulation du processus
inflammatoire, contrairement a la nécrose cellulaire pro-inflammatoire (Taylor, Cullen,

et Martin 2008).
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2.8 Régulation négative de la réponse immune cellulaire

Aprés le controle de ’agent pathogene, la réponse immune est régulée
négativement afin d’éviter tout dommage tissulaire excessif et maintenir ’homéostasie
de I’organisme. Cette régulation de ’activité du systéme immunitaire permet également
de limiter les risques d’auto-immunité ou de syndrome prolifératif pouvant survenir lors

de I’accumulation de lymphocytes.

Les mécanismes de contr6le mis en jeu sont de 3 types.

2.8.1 Phase de contraction clonale des lymphocytes T effecteurs

En réponse a I’expansion clonale secondaire a une infection, cette phase de
contraction clonale permet 1’élimination de pres de 90% des LT effecteurs, le pool de
LT survivants servant a générer les LT mémoires (Kaech, Wherry, et Ahmed 2002). Les
mécanismes d’actions impliquent les voies extrinséque et intrinséque de I’apoptose par
I’intermédiaire de 1’activation des caspases (Krammer, Arnold, et Lavrik 2007).

L’induction de la mort cellulaire se fait en réponse a 2 facteurs :

- P’activation lymphocytaire aboutissant a 1’expression du récepteur de mort
cellulaire Fas (activation-induced cell death (Arakaki et al. 2014)),

- la déprivation cytokinique (activated cell autonomous death (Hildeman et al.
2002)).

Le role de la charge antigénique dans ’initiation de la contraction clonale reste
débattu. S’il a été démontré que la charge antigénique régule I’induction de la mort
cellulaire (une forte charge antigénique empéchant la contraction clonale), la phase de
contraction clonale semble néanmoins étre un processus concomitant de celui de

I’expansion clonale (Garrod et al. 2012).

2.8.2 Récepteurs inhibiteurs de la superfamille CD28

Des récepteurs inhibiteurs appartenant a la superfamille CD28 contribuent

également a réguler la réponse immune. L’expression de ces récepteurs inhibiteurs est
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fortement corrélée au niveau de différentiation ou d’activation lymphocytaire (Legat et
al. 2013). Ces récepteurs comprennent de facon non exhaustive PD-1 (Programmed
Death-1), CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4), BTLA (B and T Lymphocyte
Attenuator) et TIM-3 (T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3) (Legat
etal. 2013; C. Zhu et al. 2005). CTLA4 se lie de facon spécifique a CD80-86 mais avec
une plus grande avidité que CD28 permettant ainsi une compétition entre CD28 et
CTLA4. PD-1 se lie specifiquement a ses ligands PD-L1 (ou B7-H1) et PD-L2 (ou B7-
DC) tandis que BTLA se lie & HVEM (Herpesvirus Entry Mediator) et TIM-3 a

Galectin-9.

La Figure 4 décrit les principaux récepteurs de la superfamille CD28.
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Figure 4 : Identification des principaux récepteurs activateurs et inhibiteurs de la

superfamille CD28 (d’aprés (L. Chen et Flies 2013))
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Aprés I’activation lymphocytaire, les récepteurs inhibiteurs sont exprimés a la
surface des LT effecteurs. Leurs engagements entrainent 1’inactivation des voies de
signalisation impliquées dans 1’activation et la survie cellulaire. Il en résulte une
diminution des capacités de survie avec diminution des capacités de sécretions
cytokiniques, de prolifération et de différenciation lymphocytaire. Ainsi, I’action de ces
récepteurs inhibiteurs est cruciale pour restreindre une réponse immune excessive et

prévenir le développement de lésions tissulaires et/ou de maladies auto-immunes.

La Figure 5 indique les voies de signalisations impliquées dans le cycle d’activation
lymphocytaire et les interactions entre les récepteurs activateurs et inhibiteurs de la

superfamille CD28 (L. Chen et Flies 2013).

TCR
ICOS CD28 Mg BTLA PD1

YMFM

Unknown
> | inhibitory |
patvayall|

‘. o~
<—r—.-<§f
@ ):

=== = = —
= =P o, @m0 0 = = =
= L)
= ==
- Jv v v =
€K1/ @112y (nToR) QrAT
l NF-xB
L J L
IL-4 expression * Cell growth | Hyporesponsiveness
» Effector function
Nucleus * Survival

Figure 5 : Implication des récepteurs activateurs et inhibiteurs de la superfamille

CD28 dans le cycle d’activation lymphocytaire (d’aprés (L. Chen et Flies 2013))
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2.8.3 Roéle des LT régulateurs

Les LT CD4 régulateurs (LTregs) représentent 5 a 10 % du pool de LT CD4 totaux
et peuvent étre naturellement générés dans le thymus (nTreg) ou induits en périphérie
(iTreg). Ces LT sont caractérises par 1’expression constitutive de CD25 (sous-unité a du
récepteur a I’IL-2) et I’expression du facteur de transcription FoxP3. lls sont dépendant
de I’IL-2 pour assurer leur homéostasie et leur fonction immunosuppressive (Antony et
al. 2006; Goudy et al. 2011).

Les LTregs exercent leurs fonctions de diverses fagons :

- la sécrétion de cytokines inhibitrices telles que I’TL-10, I’TL-35 ou le TGF-B,

- la capture sélective de I’TL-2 entrainant un phénomene de déprivation cytokinique
inhibant I’expansion des LT effecteurs,

- des capacités de cytotoxicité dépendante de la voie perforine-granzyme,

- ’inhibition lymphocytaire par contact cellulaire direct via CTLA-4 (Vignali,

Collison, et Workman 2008).

Les LTregs sont indispensables a la mise en place précoce de la réponse CD8
primaire et au maintien des réponses immunitaires mémoires (de Goér de Herve et al.
2012). Ainsi, la déplétion des LTregs au cours d’une infection a herpesvirus chez la souris
était responsable d’une évolution infectieuse fatale. Cette évolution était marquée par
une augmentation de la charge virale, une diminution des quantités d’IFNy sécrétees et
un retard a I’arrivée sur le site infectieux des cellules effectrices. Les LTregs Semblaient
ainsi permettre le recrutement et I’entrée des cellules immunes au niveau local (Lund et
al. 2008). Ces cellules ont également un réle dans I’induction d’une réponse effectrice
primaire de haute avidité et la génération d’une réponse mémoire effective en stabilisant
I’interaction CPA/LT naifs (Pace et al. 2012). Ces cellules régulatrices sont également
largement impliquées dans le controle des réactions auto-immunes en participant a la

tolérance immunitaire des antigénes du soi (Liston et Gray 2014).
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3 La mise en place de la réponse lymphocytaire T mémoire

Au-dela du contrdle initial de 1’épisode infectieux, I’immunité cellulaire a pour
fonction essentielle la mise en place d’une mémoire immunologique de longue durée de
vie. Dans le cadre du modele infectieux de la variole, I’étude de I’'immunité anti-virale
a mise en évidence la persistance d’une immunité mémoire protectrice 20 a 30 ans apres
le contact antigénique initial (Hsieh et al. 2004). Si la réponse mémoire de type humorale
était stable, la réponse mémoire de type cellulaire déclinait au cours du temps avec une
demi-vie évaluée entre 8 et 15 ans (Hammarlund et al. 2010, 2003). Le maintien au long
cours d’une immunité mémoire efficiente est ainsi crucial a la survie de 1’organisme,
notamment dans le cadre des infections virales avec persistance du virus a 1’état latent
(cas des herpesvirus, polyomavirus, ...).

La différenciation en LT mémoires comprend la formation de populations
distinctes, orientées soit vers un potentiel prolifératif assurant la reconstitution de
I’immunité mémoire, soit vers un potentiel effecteur assurant une protection rapide et
efficace de I’organisme. On dénombre actuellement cing stades de LT mémoires : les
cellules souches mémoires T (Tscwm), les LT centraux mémoires (Tcwm), les LT effecteurs
mémoires (Tem), les LT effecteurs terminaux (Temra OU Tet) €t les LT résidents

mémoires (Trm) (cf infra).

3.1 Génération et maintien de la réponse lymphocytaire T mémoire

La rencontre avec le pathogéne aboutie a 1’émergence de deux populations
distinctes de LT ayant rencontré I’antigene, les cellules effectrices de courte durée de
vie (SLEC, cellules sénescentes en phase terminale de différenciation KLRG1"9"
IL-7Receptor'™) et les cellules précurseurs mémoires (MPEC, cellules KLRG1'™"
IL-7Receptor"9") (Kaech et Wherry 2007). Au cours de la réponse immune, des cellules
précurseurs de I’immunité mémoire sont identifiées trés précocement au sein de la
population effectrice, par 1’expression du récepteur a 1’IL-7. Son expression est down-

régulé dans les 48 premiéres heures suivant une infection puis réexprimé au 8™ jour
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par une petite population de LT. Ces LT constituent le pool de cellules précurseurs de
I’immunité mémoire, ces cellules étant dotées de quantité élevée de molécules anti-
apoptotiques et possedant des capacités de renouvellement et de réponse secondaire
effective lors d’un contact antigénique ultérieur. Le transfert adoptif de ces cellules
aboutit préférentiellement au développement de LT de phénotype mémoire et confére
une protection infectieuse a long terme (Kaech et al. 2003). L’expression de la molécule
d’adhésion cellulaire CD44 semble jouer un role primordial dans 1’élaboration de la
réponse lymphocytaire T mémoire. Son mécanisme d’action pourrait étre d’inhiber
I’expression du récepteur de mort cellulaire Fas, permettant une résistance cellulaire a
I’apoptose (Mitchell et Williams 2010). Dans un mode¢le d’infection a Influenza virus
de souris déficientes pour CD44, la rencontre primaire de 1’antigéne aboutissait a une
réponse CD4 de type Thl mais était associée a une impossibilité a générer une réponse
lymphocytaire T CD4 mémoire. CD44 assurait ainsi la survie des cellules effectrices de
type Thl et leur engagement dans la voie de différenciation memoire en limitant la mort
cellulaire médiée par Fas et en activant les voies de signalisation de survie cellulaire

(Baaten et al. 2010).

3.1.1 Modeéles de différenciation lymphocytaire

Les mécanismes assurant 1’élaboration et le maintien de la réponse lymphocytaire
T mémoire sont encore débattus. Néanmoins, deux modéles de génération de I’'immunité
mémoire sont proposés, un modele de différenciation linéaire et un modele de
différenciation parallele (Ahmed et al. 2009; Espinosa, Samy, et Kirk 2016) :

Le modéle de différenciation linéaire

Il s’agit d’un modele linéaire de progression ot tous les LT mémoires dérivent des
LT effecteurs. Un LT effecteur va s’orienter dans deux voies distinctes de
différenciation lymphocytaire : soit en devenant une cellule sénescente de type SLEC
destinée a mourir par apoptose, soit en devenant un LT mémoire de type Tewm, qui pourra

contribuer a maintenir la réponse mémoire de longue durée de vie en générant des Tcwm
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(Wherry, Teichgréber, et al. 2003). L’émergence de cette population de LT mémoires
survient au moment de la contraction clonale et persiste apres la résolution de 1’épisode
infectieux initial (Maris et al. 2003). Ainsi, dans un modele murin permettant de suivre
le devenir des LT effecteurs au décours d’une infection primaire, il a été démontré que
les LT mémoires répondeurs lors d’un deuxiéme contact antigénique dérivaient de
cellules effectrices cytotoxiques générées lors de 1’infection primaire (Bannard,
Kraman, et Fearon 2009). L’orientation d’un LT effecteur en SLEC ou sa différenciation
en LT mémoire dépend de facteurs tels que la durée et la force de I’engagement du TCR
ou du milieu cytokinique environnant (Cui et Kaech 2010; Sarkar et al. 2008). Un tel
modele n’est cependant pas entiérement satisfaisant si on prend en considération les
capacités de prolifération et de différenciation des LT mémoires, capacités se rapportant
plus a celles de cellules indifférenciées. Ce modele de différenciation linéaire sous-
entend ainsi une dédifférenciation de cellules effectrices differenciées vers un phenotype

de cellules memoires multipotentes indifférenciées.

La Figure 6 représente la génération de la réponse lymphocytaire T mémoire selon le

modeéle de différenciation linéaire.
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Figure 6 : Génération et maintien de la réponse mémoire lymphocytaire T selon le

modele de différenciation linéaire (d’apreés (Ahmed et al. 2009))
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Le modéle de différenciation asymétrique

Pour prendre en compte cette notion de cellules effectrices différenciées et de
cellules mémoires multipotentes indifférenciées, un autre modéle a été suggeré. Ce
modele propose qu’apres la rencontre avec I’antigéne, un LT activé aurait la capacité de
se diviser en 2 cellules filles de phénotype distinct, une cellule fille de phénotype
effecteur différenciée et une cellule fille de phénotype mémoire indifférenciée (Fearon
2007). Des études ont montré qu’un seul LT naif activé pouvait étre a 1’origine d’un
pool de SLEC mais également d’un pool de MPEC (Gerlach et al. 2010; Stemberger et
al. 2007). Cette asymétrie de la premiére division cellulaire résulte de la polarisation du
LT activé par la formation de la synapse immunologique et I’acquisition de programmes
transcriptionnels distincts (Chang et al. 2011). Ainsi, le p6le cellulaire proche de la
synapse immunologique aboutie a la formation de SLEC tandis que le pdle cellulaire
opposé aboutie a la formation de MPEC (Arsenio, Metz, et Chang 2015; Chang, Wherry,
et Goldrath 2014). La cellule fille proximale possédait un profil d’expression génique
orient¢ vers les fonctions lymphocytaires effectrices (IFNy et granzyme B), tandis que
la cellule fille distale possédait un profil d’expression génique orienté vers les fonctions

lymphocytaires mémoires (IL-7R et CD62L) (Chang et al. 2007).

La Figure 7 représente la génération de la réponse lymphocytaire T mémoire selon le

modele de différenciation asymetrique.
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(A) Asymmetric division at the first cell division of an activated naive T cell (white) results in unequal inheritance of a hypothetical
fatc-associated molecule (small green or pink circles) into once of the two daughter cells (pre-memory cells (yellow); pre-cffector cells (teal)).

Figure 7 : Génération et maintien de la réponse mémoire lymphocytaire T selon le

modele de différenciation asymétrique (d’aprés (Arsenio, Metz, et Chang 2015))
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3.1.2 Régulation transcriptionnelle

La différenciation lymphocytaire en SLEC ou en MPEC est le résultat de
modifications transcriptionnelles (Chang, Wherry, et Goldrath 2014). Cette orientation
lymphocytaire est dictée par des signaux provenant du microenvironnement influencant
eux-mémes la régulation des facteurs de transcription. Un environnement cytokinique
pro-inflammatoire tel qu’un niveau élevé d’I1L-12 induit la génération de SLEC (Pipkin
et al. 2010; Joshi et al. 2007). A I’inverse, un niveau bas d’IL-12 ou une sécrétion
soutenue d’IL-2 (Pipkin et al. 2010), d’IL-10 ou d’IL-21 (Cui et al. 2011) induit la
différenciation en MPEC. L’expression sélective du récepteur a I’IL-7 (CD127) sur les

LT CD8 induit la formation de MPEC (Kaech et al. 2003).

Les principaux facteurs de transcription coonus sont :

Le couple antagoniste T-bet et EOMES

Dans le cadre des infections a Listeria monocytogenes, le role de 1’'1L-12 passe par
I’activation de T-bet et la répression d’EOMES (Eomesodermin). Apres la résolution de
I’infection aigue, le niveau d’IL-12 décline, permettant 1’expression d’EOMES et la
formation de MPEC (Takemoto et al. 2006). T-bet et EOMES sont ainsi deux facteurs
de transcription impliqués dans la différenciation lymphocytaire, T-bet étant impliqué
dans la génération des SLEC (Joshi et al. 2007) et EOMES dans celle des MPEC
(Banerjee et al. 2010).

FOXO1

FOXOL1 est nécessaire au développement d’une immunité meémoire fonctionnelle
a long terme (Tejera et al. 2013). Dans des modeles murins déficients pour FOXO1, une
réponse effectrice était genérée lors de 1’épisode infectieux initial. Cependant, a distance
de I’épisode infectieux, les LT CD8 conservaient un phénotype SLEC, sans phénotype

mémoire identifiable (Hess Michelini et al. 2013). L’impact de FOXO1 sur la
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différenciation en LT mémoires passe par I’inhibition de T-bet et I’activation d’EOMES

(Rao et al. 2012).

Le couple antagoniste BLIMP1/BCL-6

Le facteur de transcription BLIMP1 entraine la différenciation des LT CD8 en
SLEC, en réprimant le développement des MPEC (Rutishauser et al. 2009; Kallies et al.
2009). BLIMP1 est antagonisé par différents facteurs de transcription tels que BCL-6
ou BCL-11b. Ces facteurs de transcription promeuvent le développement et la survie a

long terme des MPEC (Pepper et al. 2011; Abboud et al. 2016).

La voie mTOR

La voie mTOR semble tres impliquée dans la différenciation lymphocytaire
(Araki, Youngblood, et Ahmed 2010). Par I’intermédiaire de 1I’'IL-12, la kinase de la
voie mTOR est capable de réguler ’expression de T-bet et ’EOMES, induisant ainsi la
formation de SLEC. Le blocage pharmacologique de la voie mTOR entraine

I’expression d’EOMES et la formation de MPEC (Rao et al. 2010).

Autres facteurs de transcription

Récemment, de nouveaux facteurs de transcription tels que Runx2 ont également
été impliqués dans la différenciation en MPEC, la perte Runx2 étant associée a la

diminution du nombre de cellules KLRG1"" IL-7Receptor"" (Olesin et al. 2018).
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La Figure 8 illustre le role des facteurs de transcription dans la différenciation

lymphocytaire en SLEC et MPEC.
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Figure 8 : Régulation transcriptionnelle entrainant des destins lymphocytaires

différents (d’apreés (Kallies 2008))

3.1.3 Implication des Lymphocytes T CD4 auxiliaires « helpers » dans la
génération et maintien de la réponse mémoire lymphocytaire T CD8

Les LT CD4 helpers sont indispensables & 1’élaboration d’une réponse T CD8
mémoire efficace (Laidlaw, Craft, et Kaech 2016). L’absence d’aide lymphocytaire CD4
est caractérisée par la génération de LT effecteurs de type SLEC, mais est associée a une
incapacité a developper une réponse T CD8 mémoire fonctionnelle (Janssen et al. 2003).
En I’absence d’aide CD4, un LT CDS va acquérir un phénotype effecteur mais sera plus
sensible a 1’apoptose lors d’une restimulation ultérieure par la surexpression de la
molécule TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Janssen et al. 2005). Notre

groupe a précédemment montré qu’en I’absence de LT CD4 régulateurs lors de la
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rencontre antigénique primaire, les LT CD8 mémaoires ainsi générés proliféraient peu et
étaient incapable de se différencier en LT effecteurs secondaires (de Goér de Herve et
al. 2012). Les LT CD4 régulateurs agissaient en limitant 1’exposition des précurseurs

mémoires CD8 a I'lL-2 (de Goér de Herve et al. 2012).

Trés récemment, notre groupe a étudié le role des LT CD4 Trn sur la génération
des précurseurs mémoires MPEC. Le stade trés précoce des précurseurs mémoires T
CD8 peut étre identifié par I’expression de CXCRS. L’expression de CXCR5 entraine
la relocalisation des MPEC dans la zone inter-folliculaire T-B des centres germinatifs,
ou ils recoivent 1’aide des LTrH pour devenir des cellules mémoires de longue durée de
vie hautement compétentes. L’aide médiée par les LTrH est médiée par I’interaction

CD40/CD40L et I’IL-21 (These d’Immunologie de Mme Maisa Abdoh).

L’aide lymphocytaire T CD4 est également requise lors de la réactivation
antigénique des LT CD8 mémoires afin d’assurer une expansion secondaire et une
différentiation optimale en cellules effectrices secondaires (de Goér de Herve et al.,
2008). Notre equipe a démontré que des LT CD4 hétérospécifiques interagissant avec
les mémes CPA pouvaient fournir une aide effective aux LT CD8 mémoires, et
notamment en situation de défaut de la mémoire lymphocytaire T CD4 homospécifique

(de Goér de Herve et al. 2008).
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La Figure 9 illustre I’aide lymphocytaire CD4 dans le développement et le maintien de

la réponse T CD8 mémoire.
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Figure 9 : Aide lymphocytaire médiée par les lymphocytes T CD4 au
développement et au maintien de la réponse T CD8 mémoire (d’aprés (Kaech et

Ahmed 2003))

Rble de I’interaction CD40-CD40L

Cette aide CD4 requiére un contact cellulaire direct et implique notamment
I’interaction CD40-CD40L (de Goér de Herve et al. 2010, 4; Arens et Schoenberger
2010). Apres une stimulation antigenique, les LT CD4 actives expriment la molécule de
surface CD40 ligand (CD40L) alors que les CPA activées expriment la molécule CDA40.
L’interaction CD40-CD40L induit I’expression de CD80/CD86 sur la CPA, permettant
I’activation efficace des LT CD8 naifs (Schoenberger et al. 1998). En outre, des
stimulations par un anticorps agoniste CD40 en ’absence de LT CD4 se sont révélées
suffisantes in vitro et in vivo pour induire des réponses T CD8 efficaces (Schoenberger
etal. 1998; Bennett et al. 1998). Les LT CD8 activés peuvent également exprimés CD40
et recevoir ainsi une aide lymphocytaire directement médiée par les LT CD4 (Bourgeois,

Rocha, et Tanchot 2002; de Goér de Herve et al. 2010, 4).
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3.14 Environnement cytokinique

Si I’homéostasie des LT mémoires dépend de l’environnement cytokinique
avoisinant, les cytokines impliquées sont différentes de celles impliquées dans la survie
des LT naifs (Schluns et Lefrancois 2003). Ainsi, la survie des LT mémoires dépend
largement de 1’1L-7 et de 1’1L-15. Ces deux cytokines se sont révélées indispensables a
la survie des LT CD8 mémoires, les souris déficientes pour I’IL-15 étant incapables de
générer une immunité CD8 mémoire (Kennedy et al. 2000).

L’IL-7 est essentiellement produite par les cellules épithéliales des organes
lymphoides primaires et secondaires (Shitara et al. 2013; Onder et al. 2012). Cette
cytokine permet le maintien a long terme des LT mémoires en stimulant leur survie et
leur capacité proliférative indépendamment de la présence de 1’antigéne (Shmarov et al.
2016; Bradley, Haynes, et Swain 2005; Seddon, Tomlinson, et Zamoyska 2003).
L’IL-7 permet également d’abaisser le niveau de restimulation lymphocytaire en
augmentant le niveau d’expression de CD25 sur les LT mémoires de type Tcm, Tem et
Temra. L’IL-7 était également capable d’augmenter les fonctions effectrices des LT
activés en augmentant leurs niveaux de production d’IL-2, d’IL-10 et
d’IFN-y (Shmarov et al. 2016).

L’IL-15 est produite par les macrophages ou les cellules dendritiques activés mais
peu par les LT eux-mémes (Mattei et al. 2001). Cette cytokine a été impliquée comme
médiateur de 1’aide fournie par les LT CD4, son apport exogeéne en 1’absence de CD4
permettant la génération d’une réponse mémoire effective. L’IL-15 diminue
I’expression de la molécule pro-apoptotique Bax et augmente I’expression de la
molécule anti-apoptotique Bcl-X(L), entrainant un signal de survie lymphocytaire (Oh
et al. 2008). Ainsi, un LT CD4 helper pourrait induire 1’expression d’IL-15 par la CPA
présentant 1’antigéne au LT CDS8 et permettre la génération d’une immunité mémoire
specifique de longue durée de vie (Oh et al. 2008).

De fagon intéressante, I'IL-2 a également été identifiée comme un facteur
contribuant a I’homéostasie de la mémoire lymphocytaire T et semble jouer un role

primordial dans la genése d’une mémoire CD8 efficace. Si une exposition prolongée a
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I’IL-2 favorise la génération d’effecteurs de type SLEC (Kalia et al. 2010; Pipkin et al.
2010), I’'IL-2 est néanmoins crucial pour 1’élaboration d’une réponse CD8 mémoire
efficace lors d’un contact antigénique ultérieur (Williams, Tyznik, et Bevan 2006). Ceci
suggere une influence importante sur la différentiation lymphocytaire de 1’amplitude
et/ou de la durée de I’exposition a I’'IL-2. L’IL-2 entraine la sécrétion lymphocytaire de
la protéine NGFI-A binding protein 2, entrainant la suppression de TRAIL et permettant
une expansion lymphocytaire secondaire (Wolkers et al. 2012). Par ailleurs, la sécrétion
d’IL-2 induit I’expression du récepteur a I’IL-7, permettant ainsi I’interaction de 1’IL-7

avec son récepteur et la survie des LT mémoires (Dooms et al. 2007).

La Figure 10 montre I’impact des différentes cytokines dans 1’élaboration et le maintien

de la réponse immune.
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Figure 10 : Implication des cytokines dans I’élaboration et le maintien de
IPimmunité T effectrice primaire et de I’immunité mémoire (d’aprés (Schluns et

Lefrancois 2003))

3.2 Propriétés fonctionnelles de I’'immunité mémoire

L’immunité mémoire dispose de propriétés fonctionnelles différentes de celles de

la réponse effectrice primaire, permettant ainsi une réponse immune plus rapide et plus
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efficace lors de la rencontre ultérieure avec I’antigéne (London, Lodge, et Abbas 2000).
La fréquence des LT CD8 mémoires spécifiques d’un antigene est plus de 1000 fois
supérieure a celle d’un LT naif spécifique de ce méme antigene (Blattman et al. 2002).
Leur TCR semble également de plus forte affinité, résultant de 1’activation préférentielle
des LT ayant la plus forte spécificité antigénique. Ainsi, les Tscm spécifiques du
Cytomégalovirus possédent un TCR de haute affinité pour I’antigéne virale pp65,
assurant de ce fait une meilleure fonctionnalité de I’'immunit¢é mémoire antivirale
(Miyama et al. 2017). Le seuil de restimulation lymphocytaire est également moins
élevé. Cette amélioration des capacités de restimulation antigénique s’explique par une
sensibilisation accrue des voies de signalisation impliquées dans 1’engagement du TCR
(Teixeiro et al. 2009; Kersh et al. 2003). Les LT mémoires possedent une cinétique de
réponse lymphocytaire plus rapide en termes de secrétions cytokiniques, de prolifération
et de cytotoxicité, et cela en réponse a une charge antigénique moindre (Strutt et al.
2012; Rogers, Dubey, et Swain 2000). Une autre propriété importante est la
redistribution des LT mémoires, a I’entrée des ganglions lymphatiques de drainage ou
directement a I’intérieur des tissus, permettant leur réactivation rapide (Kastenmuller et
al. 2013). Cette redistribution s’accompagne d’une surexpression des molécules
d’adhésion cellulaire, CD2 et LFA-1, permettant I’adressage des lymphocytes vers les
épithéliums cibles et facilitant leur rencontre avec les CPA présentant 1’antigéne

pathogeéne (Ito et al. 1995).

3.3 Hétérogénéité des différentes sous-populations de lymphocytes T
meémoires

Les différentes sous-populations de LT mémoires sont distinguées selon leurs

fonctionnalités, leurs localisations distinctes et I’expression spécifiques de récepteurs de

surface (Harari et al. 2006; Appay et al. 2008; S. N. Mueller et al. 2013).
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Cing stades de LT mémoires sont actuellement décrits.

3.3.1 Les cellules souches mémoires T (Tscm)

Les cellules souches mémoires T (Tscm pour « Stem-Cells Memory T cells »)
représentent 2 a 3% des LT circulants. Elles sont caractérisées par la co-expression de
marqueurs de différenciation précoce (CD27* CD45RA™ CCRT") et tardive (CD95") et
sont localisées préférentiellement dans les organes lymphoides secondaires (Gattinoni
etal. 2011).

Majoritairement polyfonctionnelles, ces cellules sont dotées de grandes capacités
de prolifération et de sécrétions cytokiniques. Dotées de fonctions d’auto-
renouvellement et de différenciation en Tcm, Tem et Ter, les Tscm constituent
probablement le réservoir de I’'immunité mémoire de longue durée de vie (Lugli et al.

2013; Costa Del Amo et al. 2018).

3.3.2 Les lymphocytes T centraux mémoires (Tcwm)

Les LT centraux mémoires (Tcwm) sont caractérisés par les marqueurs suivants :
CD44"e" CD45RA" CD45RO* CD95* CD27+ CCR7+ CD62L".

Localisées préférentiellement dans les ganglions lymphatiques, ces cellules sont
dotées de capacités prolifératives par synthése autonome d’IL-2, sont capables de
restimuler efficacement les CPA lors d’un contact antigénique ultérieur et peuvent se
différencier en Tem et Ter. Ne possédant pas de fonctions effectrices immédiates, les
Tcm permettent d’initier plus rapidement une réponse immune efficace lors d’une
rencontre ultérieure avec 1’antigéne (Sallusto et al. 1999; Sallusto, Geginat, et

Lanzavecchia 2004).

3.3.3 Les lymphocytes T effecteurs mémoires (Tem)

Les LT effecteurs mémoires (Tem) sont caractérisés par les marqueurs suivants :

CD44"9" CD45RA" CD45RO* CD95* CD27- CCR7- CD62L".
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Localisées préférentiellement dans les tissus périphériques, ces cellules sont
dotées de capacités effectrices immédiates en termes de sécrétions cytokiniques (IFNy
et TNFa) et de cytotoxicité. Elles ont des capacités prolifératives limitées et peuvent se
différencier en Tet. Les Tem assurent ainsi un contrdle rapide et efficace lors d’une

réinfection secondaire (Sallusto et al. 1999; Sallusto, Geginat, et Lanzavecchia 2004).

3.34 Les lymphocytes T effecteurs terminaux (Temra OuU TEeT)

Les LT effecteurs terminaux (Temra OU TeT) représentent le stade terminal de la
différenciation lymphocytaire et sont caractérisés par les marqueurs suivants :
CD45RA* CD45R0O CD95" KLRG1*CD27° CCR7 CD62L.

Il s’agit de cellules a fortes capacités effectrices (sécrétions d’IFNy, de TNFa et
de cytotoxicité directe) mais a faibles capacités prolifératives ou de différenciation
lymphocytaire (Geginat, Lanzavecchia, et Sallusto 2003). Ce dernier point a été remis
en cause par la mise en évidence de capacité proliférative et de dédifférenciation en Tem
en situation de réactivation virale. Ces capacités €taient néanmoins dépendantes d’une
aide lymphocytaire CD4 ou d’un environnement cytokinique comprenant de 1’IL-2, de
I’IL-15 ou de I’'IL-21 (van Leeuwen et al. 2002). Le marqueur de sénescence CD57
pourrait permettre d’identifier les Ter dotés ou non de capacité de dédifférenciation. En
effet, les Ter CD57 étaient dotés de capacités de prolifération et de différenciation en

Tewm tandis que les Ter CD57" en étaient incapables (Verma et al. 2017).

3.35 Les lym