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Les neutrophiles 

Le développement des neutrophiles 

Lors de ce projet de thèse j’ai particulièrement étudié les polynucléaires neutrophiles, une population 

cellulaire du système immunitaire inné.  Cette cellule appartient à la lignée des cellules myéloïdes de part la 

provenance de ses progéniteurs et à la famille des granulocytes de part son riche contenu en granules. Les 

neutrophiles sont souvent associés à l’adjectif polynucléaire puisqu’ils possèdent un noyau multilobé qui se 

segmente au cours du processus de différenciation (figure 1, (Coffelt et al., 2016)). Chez l’homme, les 

neutrophiles sont la population immunitaire majoritaire dans le sang, représentant 50 à 70% des leucocytes et 

95% des granulocytes à l’état basal. Afin de maintenir une telle concentration cellulaire, plus de 10
11

 

neutrophiles sont générés chaque jour (Dancey et al., 1976). Cela est possible grâce à une machinerie de 

Figure 1 : La différenciation du neutrophile chez la souris. 
Le développement du neutrophile se déroule dans la moelle osseuse, depuis la cellule souche 
hématopoïétique (CSH) jusqu’à la génération de neutrophiles matures. Le processus de différenciation fait 
intervenir plusieurs stades intermédiaires qui expriment différenciellement des molécules de surface et des 
facteurs de transcription. G-CSFR: Récepteur au G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor), C/EBP: 
CCAAT/enhancer binding protein, Gfi1: growth factor independent 1, VLA4 : very late antigen 4, TLR : Toll like 
receptor, CXCR : CXC chemokine receptor. Schéma adapté de Coffelt et al. 
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production neutrophilique très efficace qui se déroule dans la moelle osseuse. Toutes les cellules leucocytaires 

proviennent de la moelle osseuse mais l’importance de la population neutrophilique fait que les deux-tiers de 

ce compartiment sont affectés à la production des neutrophiles (granulopoïèse) (Borregaard, 2010).  

Les cellules immunitaires proviennent des cellules souches hématopoïétiques (CSH) qui prolifèrent 

pour donner des précurseurs de chaque lignée leucocytaire : lymphoïde (lymphocytes T, lymphocytes B, inate 

lymphoid cells et Natural killers) ou myéloïde (neutrophiles, éosinophiles, basophiles, plaquettes, monocytes, 

mastocytes et érythrocytes). Les CSH se regroupent sous forme de niches cellulaires en interagissant avec la 

matrice extracellulaire mais aussi avec les ostéoclastes et ostéoblastes de la moelle osseuse (Grassinger et al., 

2009). Les ostéoclastes et ostéoblastes sont respectivement responsables de la dégradation et de la génération 

osseuse, ce qui leur octroie la capacité de modeler l’os à façon (Martin and Sims, 2005). De part cette capacité, 

ils participent activement à la formation et au maintien des niches de CSH (Mansour et al., 2012; Visnjic, 2004). 

La structure en niche cellulaire permet une compartimentation des zones responsables de la différenciation de 

chaque population leucocytaire et ce sont les facteurs de croissance qui vont déterminer l’orientation de ces 

niches vers chaque lignée. 

Le facteur le plus efficace pour stimuler la différenciation neutrophilique est le « granulocyte-colony 

stimulating factor » (G-CSF) (Grail et al., 1994). Ceci est reflété par l’expression de son récepteur le G-CSF 

récepteur (G-CSFR), qui est rapidement induite chez les progéniteurs neutrophiliques et maintenue jusqu’au 

stade de neutrophile mature (Figure 1) (McKinstry et al., 1997). Le G-CSF induit la prolifération des progéniteurs 

et favorise la transition de chaque étape du développement neutrophilique. En effet, une fois que la CSH est 

engagée dans cette voix, la cellule se différencie progressivement en myéloblaste, promyélocyte, myélocyte, 

métamyélocyte, cellule en bande et enfin neutrophile (Pillay et al., 2013; Rosenbauer and Tenen, 2007). Ce 

processus de différenciation s’accompagne de modifications morphologiques importantes. Notamment, le 

noyau commence à se déformer au stade myélocyte pour atteindre une forme annulaire au stade 

métamyélocyte. Le noyau continu de se déformer au stade de cellule en bande pour enfin atteindre une forme  

segmentée caractéristique, une fois le stade de neutrophile mature atteint. 

 Ces modifications morphologiques s’associent à des modifications d’expression moléculaire. Les plus 

notables sont celles des récepteurs CXCR4 et CXCR2 dont l’équilibre régule la rétention des cellules dans la 



 22 

moelle osseuse. Le CXCR4 reconnait le CXCL12 qui est produit par les ostéoblastes et les cellules stromales, ce 

qui favorise la rétention des cellules dans la moelle osseuse (Ma et al., 1999). A l’inverse, le CXCR2 reconnait 

notamment le CXCL1 et le CXCL2 produit par les cellules endothéliales, ce qui stimule la migration vers les 

vaisseaux sanguins irrigant la moelle osseuse (Kohler et al., 2011). Ainsi, au cours du processus de 

différenciation, les cellules perdent progressivement le CXCR4 pour acquérir le CXCR2 (figure 1), cela ayant pour 

conséquence de maintenir les progéniteurs dans la moelle osseuse et de favoriser la migration des neutrophiles 

matures vers la circulation sanguine. Dans le même sens, les cellules en fin de maturation perdent l’intégrine 

VLA-4 qui est responsable de l’ancrage des progéniteurs dans  la moelle osseuse (Vermeulen, 1998). Enfin, il est 

aussi possible de suivre le processus de différenciation par l’apparition des marqueurs caractéristiques des 

neutrophiles (CD11b et Ly6G chez la souris ou CD66b chez l’homme) et la perte de ceux associés aux 

progéniteurs (c-Kit). 

Nous ne pouvons pas parler de la différenciation d’un granulocyte comme le neutrophile sans évoquer 

son contenu granulaire. Les granules des neutrophiles sont classiquement définies en quatre catégories : 

primaires, secondaires, tertiaires et les vésicules sécrétoires. Ces granules apparaissent séquentiellement au 

cours de la différenciation des neutrophiles et encapsulent le contenu protéique de la cellule à chaque stade 

(Borregaard et al., 1995). Les granules primaires apparaissent au stade promyélocyte, les secondaires eu stade 

métamyélocyte, les tertiaires au stade de cellule en bande et les vésicules sécrétoires se forment dans les 

neutrophiles matures. Ces granules contiennent des molécules actives destinées à être rapidement libérées 

après activation des neutrophiles dont les principales sont : des sous unités de la nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NADPH) oxidase (NOX), la myélopéroxidase (MPO), la neutrophile élastase (NE), la 

cathepsine-G ou l’arginase-1 (Arg-1) (Cowland and Borregaard, 2016). 

Les transitions entres les stades de différenciations, et les changements associés, sont coordonnés par 

l’expression transitoire de facteurs de transcription (figure 1). L’orientation des CSH vers le lignage 

neutrophilique est favorisée par la présence de G-CSF qui stimule l’expression du facteur de transcription 

« CCAAT enhancer–binding protein-α » (C/EBPα). C/EBPα oriente les progéniteurs vers le lignage neutrophilique 

en inhibant directement PU-1, le facteur de transcription responsable de l’orientation des progéniteurs vers le 

lignage monocytaire (Dahl et al., 2003). C/EBPα est aussi capable d’induire l’expression du microARN-223 

(mir223) qui accélère la différenciation neutrophilique (Fazi et al., 2005). Notamment, mir223 cible E2F1, une 
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molécule impliquée dans le cycle cellulaire, pour inhiber la prolifération des progéniteurs favorisant ainsi leur 

différenciation (Pulikkan et al., 2010). Le « growth factor independent-1 » (Gfi-1) est un autre facteur de 

transcription nécessaire à l’engagement des progéniteurs vers le lignage neutrophilique (Hock et al., 2003). 

Dans un premier temps Gfi-1 réprime l’expression des molécules associées au lignage monocytaire comme 

l’ « early growth response-2 » (Egr2)(Laslo et al., 2006) et le « colony-stimulating factor-1 » (CSF-1)(Zarebski et 

al., 2008). Gfi-1 défavorise également l’orientation vers le lignage monocytaire par l’inhibition des microRNA 

pro-monocytaire miR-21 et miR-196b (Velu et al., 2009). Ainsi la combinaison C/EBPα et Gfi-1 favorise 

nettement l’orientation des progéniteurs vers le lignage neutrophilique, si bien qu’un défaut dans leur 

expression induit de sévères neutropénies (Person et al., 2003; Skokowa and Welte, 2009). A partir du stade 

promyélocyte, les cellules étant engagées dans la différenciation en neutrophile, les facteurs de transcription 

inhibant les autres lignages deviennent obsolètes. Les expressions de C/EBPα et de Gfi-1 sont alors diminuées 

au profit d’un autre facteur de transcription, le C/EBPε. Ce dernier est responsable de la production du contenu 

granulaire au stade myélocyte et métamyélocyte (Lekstrom-Himes et al., 1999). Enfin, C/EBPε achève la sortie 

des myélocytes du cycle cellulaire en interagissant avec la protéine du rétinoblastome (qui inhibe la 

prolifération cellulaire) et en réprimant la molécule pro-mitotique E2F1 (Gery, 2004). En fin de maturation du 

neutrophile, on retrouve l’expression du facteur de transcription PU-1. Bien que PU-1 favorise l’orientation des 

CSH vers le lignage monocytaire, il est aussi nécessaire dans les dernières étapes de maturation du neutrophile. 

La fin de la maturation du neutrophile est aussi associée à l’expression des facteurs de transcription C/EBPβ, ζ et 

δ (Bjerregaard, 2003). Ces facteurs de transcription favorisent notamment la formation des granules tertiaires.  

Lorsque le processus de différenciation est achevé, les neutrophiles matures quittent la moelle osseuse 

par la circulation sanguine. 

L’homéostasie des neutrophiles 

 Une fois dans le sang, les neutrophiles circulent afin de sonder la moindre présence d’agents 

pathogènes. Il existe des compartiments servant de réservoir en cas de nécessité d’un apport rapide et 

important en neutrophiles. Ainsi il est possible de détecter des neutrophiles en grand nombre dans la rate, la 

moelle osseuse, le foie et les poumons chez l’homme (Kreisel et al., 2010; Szczepura et al., 2011). La durée de 

vie des neutrophiles a longtemps été considérée comme courte de part leur fonction principale de phagocytose 
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des pathogènes suivie de l’apoptose de la cellule. Cependant, de nouvelles données indiquent que ces cellules 

peuvent survivre jusqu’a 18 heures chez la souris et 5,4 jours chez l’homme (Pillay et al., 2010). Il a été évoqué 

que, due à la méthodologie utilisée, cette donnée de 5,4 jours est probablement surestimée (Tofts et al., 2011) 

mais la notion d’une durée de vie bien plus longue que quelques heures est admise. Ceci a été confirmé par une 

étude chez le zebrafish qui accorde aux neutrophiles une survivabilité de 120h (Dixon et al., 2012). De plus, au 

cours du processus inflammatoire, les neutrophiles activés voient leur durée de vie largement augmentée (Kim 

et al., 2011). Cela peut s’expliquer par le fait que de nombreuses molécules induites par l’inflammation sont des 

facteurs stimulant la survie des neutrophiles comme le G-CSF, l’IL-1β, le « tumor necrosis factor » (TNF) ou 

l’interféron γ (IFN-γ), mais aussi des composants bactériens comme le lipopolysaccharide (LPS) (Colotta et al., 

1992). 

 En condition physiologique, lorsque les neutrophiles arrivent en fin de vie, ils expriment à nouveau le 

CXCR4 ce qui les renvoie dans la moelle osseuse où ils sont éliminés par les macrophages résidants (Furze and 

Rankin, 2008). Ce vieillissement cellulaire est notamment influencé par le microbiome qui génère des signaux 

stimulant les neutrophiles circulants (Zhang et al., 2015). De façon intéressante, le vieillissement des 

neutrophiles est aussi dépendant du rythme circadien qui favorise leur élimination lors de la journée alors que 

le potentiel antibactérien des neutrophiles est à son maximum pendant la nuit (Adrover et al., 2019). Ces 

neutrophiles circulants peuvent aussi être éliminés par le foie. Là, des macrophages spécialisés appelés cellules 

de Kupffer, phagocytent les neutrophiles mourants (Shi, 2001). Suite à l’internalisation des neutrophiles 

sénescents, les macrophages sécrètent l’IL-23 qui stimule les lymphocytes T tissulaires pour induire leur 

production d’IL-17. L’IL-17 est un stimulant connu du G-CSF, qui comme nous l’avons vu, favorise la 

différenciation des neutrophiles (Schwarzenberger et al., 2000). Ainsi la phagocytose des neutrophiles 

apoptotiques entraine une stimulation de la granulopoïèse par la production de G-CSF (Stark et al., 2005). Cet 

équilibre, entre élimination des neutrophiles circulants et stimulation de la granulopoïèse, est notamment 

régulé par le niveau d’expression du « liver X receptor » (LXR) dans les cellules phagocytaires du foie. Ce 

récepteur stimulé par l’internalisation des neutrophiles apoptotiques inhibe l’axe IL-23/IL-17/G-CSF (Hong et al., 

2012), effectuant ainsi un rétrocontrôle négatif de la granulopoïèse. Par conséquent, l’homéostasie de la 

population neutrophilique est étroitement associée à l’axe IL-23/IL-17/G-CSF induit par l’élimination des 

neutrophiles apoptotiques circulants. Outre son importance dans l’équilibre de la granulopoïèse, l’élimination 
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des neutrophiles sénescents est nécessaire afin de prévenir l’apparition de graves troubles vasculaires (Adrover 

et al., 2019). 

Il existe donc un renouvellement constant de la population neutrophilique afin de maintenir un 

réservoir important de neutrophiles dans certains organes et dans la circulation sanguine. Ce réservoir permet 

un recrutement rapide de neutrophiles lors d’événements pouvant mettre en danger l’intégrité de l’organisme. 

Le recrutement des neutrophiles 

 Deux types d’agressions peuvent menacer l’intégrité de l’organisme et font intervenir le système 

immunitaire. Le premier est lié aux chocs, blessures, brûlures, etc… qui portent atteintes aux tissus. Le second, 

correspond à l’intrusion d’un agent pathogène pouvant induire des dégâts au niveau cellulaire. Dans les deux 

cas, la réaction du corps est appelée inflammation (stérile ou non stérile). Celle-ci se manifeste par l’apparition 

d’un gonflement, de rougeurs, d’un échauffement et d’une douleur au niveau du site atteint à cause d’un 

important afflux de cellules immunitaires et de molécules plasmatiques recrutées pour protéger l’organisme. 

L’inflammation est initiée par les cellules immunitaires résidentes que sont les macrophages et les cellules 

dendritiques qui détectent les agents pathogènes ou la destruction tissulaire et répondent en sécrétant des 

médiateurs proinflammatoires. De part son réservoir important et ses capacités migratoires, le neutrophile est 

la cellule immunitaire circulante la plus rapidement recrutée dans le site inflammatoire. Le recrutement des 

neutrophiles est initié par les cellules vasculaires endothéliales qui forment les capillaires irrigant le site 

inflammatoire. Ces cellules sont alertées par l’IL-1β et le TNF produits sur le site inflammatoire ce qui provoque 

leur expression de la P-sélectine et E-sélectine (Bevilacqua et al., 1989). Les neutrophiles transportés par la 

circulation sanguine expriment sous forme d’ilots la P-selectin ligand-1 (PSGL-1), pouvant reconnaître ses 

ligands (P- et E-sélectines) à la surface des cellules endothéliales (Sundd et al., 2012). On donne le nom de 

« roulement » à cette première étape du recrutement neutrophilique car les points de contacts entre les 

sélectines et PSGL-1 sont défaits par la pression sanguine pour être reformé plus loin sur la membrane des 

neutrophiles (Sundd et al., 2012). Ce phénomène entraine un roulement des neutrophiles à la surface des 

cellules endothéliales, ralentissant son déplacement (Granger and Smith, 1993; Ley et al., 1991). 
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L’étape de roulement permet aux neutrophiles de reconnaître des molécules inflammatoires 

présentées par les cellules endothéliales, c’est l’étape d’activation. Les cellules endothéliales expriment, dans la 

lumière des vaisseaux sanguins, des heparane sulfates. Ces structures de charge négative s’associent avec les 

molécules qui proviennent du site inflammatoire et qui sont chargées positivement. Par ce système, les cellules 

endothéliales présentent des molécules permettant l’activation des neutrophiles, comme l’IL-8 ou le CCL5, et 

empêchent leur dissémination par la pression sanguine (Kuschert et al., 1999). Pour certaines chimiokines, 

comme l’IL-8 ou le CXCL1, ce rôle de présentation peut aussi être assuré par les récepteurs « Duffy antigen 

receptor of chemokines » (DARC) spécialisés dans le contrôle de la migration des cellules comme le neutrophile 

(Pruenster et al., 2009).  

L’activation permet l’arrêt des neutrophiles à la surface des cellules endothéliales en terminant le 

roulement, c’est l’étape d’adhérence. En effet, puisque le CXCL1 et l’IL-8 (ou son homologue fonctionnel chez la 

souris le MiP-2) sont exprimés par les cellules endothéliales, ils peuvent être reconnus par leur récepteur 

commun le CXCR2, exprimé sur les neutrophiles. Cette reconnaissance induit un signal intrinsèque aux 

neutrophiles qui aboutit à l’activation des ses intégrines LFA-1 et Mac-1 (Seo et al., 2001). LFA-1 est un dimère  

composé du CD11a et du CD18 et, similairement, Mac-1 est composé du CD11b et du CD18. La stimulation des 

neutrophiles augmente l’expression de ces intégrines et leur capacité à reconnaître leur ligand ICAM-1 et ICAM-

2 (« intercellular adhesion molecule »-1 et -2) exprimés par les cellules endothéliales. Ainsi le niveau 

d’expression des intégrines comme CD11b est associé au niveau d’activation des neutrophiles. L’interaction 

entre le couple LFA-1/Mac-1 et leur ligands ICAM-1/ICAM-2 marque l’arrêt des neutrophiles à la surface de 

l’endothélium vasculaire. Enfin, cette interaction permet aux neutrophiles de traverser l’endothélium soit entre 

deux cellules (voie paracellulaire) ou à travers une cellule endothéliale (voie transcellulaire) (Henderson et al., 

2001). 

Après avoir répondu à l’IL-8 pour traverser l’endothélium vasculaire, les neutrophiles pénètrent dans le 

tissu en suivant un gradient de chimiokines dominant comme le bacteria-derived N-formyl-methionyl-leucyl-

phenylalanine (fMLP) (Foxman et al., 1997). Le fMLP est un dérivé de composants bactériens et donc est lié à 

une infection, mais la migration des neutrophiles est aussi stimulée en absence d’infection notamment par 

l’ADN mitochondrial libéré par les cellules qui entrent en nécrose suite à des dommages tissulaires (Zhang et al., 

2010). Les cellules en nécrose perdent l’intégrité de leur membrane et sont source de nombreuses molécules 
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inflammatoires. Notamment, la libération dans le milieu extracellulaire de la « Dual Oxidase » (DUOX), génère 

un gradient de péroxyde d’hydrogène (H2O2) qui attire les neutrophiles (Niethammer et al., 2009). Ces 

molécules issues de la rupture de l’intégrité des cellules du tissu sont appelées « Damage-Associated Molecular 

Patterns » (DAMP) et sont reconnues par les « Patern Recognition Receptor » (PRR) du neutrophile détaillés ci-

dessous. 

Des études récentes indiquent que le recrutement des neutrophiles dans les organes et aussi contrôlé 

par le rythme circadien. Ainsi, même en absence d’infection, les neutrophiles infiltrent quotidiennement 

certains tissus. Nous avons évoqué que les neutrophiles sénescents sont dirigés vers le foie ou les intestins pour 

être éliminés, et cela de façon dépendent du cycle jour/nuit. De nombreux neutrophiles infiltrent également les 

poumons pendant la journée et stimulent ainsi la production de transcrits associés au rythme circadien dans les 

cellules pulmonaires (Casanova-Acebes et al., 2018). Cela indique un rôle physiologique des neutrophiles dans 

l’homéostasie tissulaire, mais ce recrutement cyclique des neutrophiles possède aussi un rôle dans certaines 

pathologies comme le cancer puisque qu’il est notamment responsable de l’invasion des poumons par les 

cellules de mélanome (Casanova-Acebes et al., 2018).  

En condition inflammatoire, la combinaison de plusieurs facteurs liés à l’initiation de l’inflammation 

induit l’adressage des neutrophiles vers le site de l’agression pour leur permettre de participer à l’amplification 

de la réponse immunitaire. 

L’activation des neutrophiles 

 Certains DAMP que nous venons d’évoquer pour le rôle de chemoatractants, sont aussi source de 

stimuli pour les fonctions effectrices des neutrophiles (Zhang et al., 2010). Lorsque la rupture de l’intégrité 

tissulaire est associée à une infection, d’autres signaux viennent s’ajouter pour stimuler les neutrophiles. Ces 

signaux associés aux agents pathogènes sont regroupés sous l’acronyme « Pathogen-Associated Molecular 

Patterns » (PAMP) et se composent de motifs exprimés par les agents pathogènes et reconnus par les PRR. Les 

récepteurs PRR peuvent être divisés en sous familles comprenant les récepteurs transmembranaires, « Toll like 

receptors » (TLR) et « C-type lectin receptor » (CLR) mais aussi les récepteurs cytoplasmiques de type 

« nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors » (NLR) et « retinoid acid-inducible gene I-
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like receptors » (RLR). Les neutrophiles expriment les TLR1 à 10. Les TLR1, 2, 4 et 6 reconnaissent divers 

composant de la paroi des bactéries. Par exemple, le TLR4, qui reconnait le LPS bactérien (Hoshino et al., 1999), 

est particulièrement important pour le contrôle de l’infection par les bactéries Gram-négatives (Jack et al., 

1997). Le TLR-5, quant à lui, reconnait la flagelline des bactéries. Les TLR3, 7,8 et 9 sont responsables de la 

reconnaissance des agents pathogènes internalisés par la détection de l’ARN simple brin ou double brin viral et 

de motifs CpG déméthylés sur l’ADN bactérien (Hemmi et al., 2000; Tabeta et al., 2004; Yang et al., 2005). Le 

TLR10 quant à lui s’associe au TLR2 et module son activité (Oosting et al., 2014). Parmi les autres types de PRR, 

Les CLR dectin-1 et dectin-2 permettent aux neutrophiles de reconnaitre les agressions fongiques (Kennedy et 

al., 2007; McDonald et al., 2012). Concernant les NLR, les neutrophiles expriment le NLRP3 dont on ignore le 

ligand mais qui est important pour la sécrétion d’IL-1β par les neutrophiles dans divers conditions 

inflammatoires (Mankan et al., 2012). Enfin, les neutrophiles expriment les RLR retinoid acid-inducible gene I 

(RIG-I) et melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA-5), des hélicases qui ont pour ligand l’ARN double 

brin des virus (Yoneyama et al., 2005). 

En somme, les neutrophiles expriment un très large éventail de PRR pour reconnaître tout type 

d’intrusion et stimuler leurs fonctions effectrices. 

Les réponses des neutrophiles activés 

 Suite à leur activation, les fonctions principales des neutrophiles se résument en 4 mécanismes : 

phagocytose, dégranulation, production d’espèces réactives dérivées de l’oxygène ou de l’azote (ROS/RNS) et 

formation de « neutrophil extracellular traps » (NET). 

 Nous avons mentionné que les neutrophiles pouvaient reconnaitre directement les agents pathogènes 

via leur  divers PRR. L’activation peut induire l’encapsulation de l’agent pathogène par la membrane plasmique 

du neutrophile dans un phénomène appelé phagocytose. Ceci est permis par le recrutement des protéine Rho, 

Rac et cdc42 qui modulent la polymérisation et la dépolymérisation de l’actine afin de réorganiser le 

cytosquelette (Nobes and Hall, 1995; Ridley and Hall, 1992), entrainant la formation de structures 

membranaires (Caron, 1998). Cela résulte en l’internalisation de l’agent pathogène par le neutrophile dans une 

vésicule appelée phagosome. L’étape d’internalisation peut être efficacement favorisée par l’opsonisation de 
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l’agent pathogène, c'est-à-dire son recouvrement par des molécules immunitaires facilitant sa reconnaissance 

par le neutrophile. L’opsonisation est assurée par les anticorps spécifiques de l’agent pathogène ainsi que par la 

molécule du complément C3b. Les anticorps reconnaissent l’agent pathogène par leur partie variable et sont 

facilement reconnus par les neutrophiles via les récepteurs pour les fractions constantes des anticorps (FcR). 

Cette reconnaissance indirecte de l’agent pathogène facilite son internalisation (Heineke et al., 2017; Rivas-

Fuentes et al., 2010). Le C3b est une molécule issue de la cascade du complément qui se fixe aux membranes et 

qui est systématiquement éliminée de la surface des cellules saines mais pas sur les cellules apoptotiques ou les 

agents pathogènes (Ollert et al., 1995). Les corps ainsi opsonisés sont reconnus par les neutrophiles via le 

récepteur Mac-1. Nous avons vu ce récepteur dans son rôle d’intégrine facilitant la transmigration du 

neutrophile mais ici, en liant le C3b, il induit le processus de phagocytose (Lukácsi et al., 2017). La phagocytose 

liée au C3b peut être facilitée par la présence du complexe « Mannose-binding complexe » (MBL), promoteur 

de la cascade du complément (Brouwer et al., 2008). Après l’internalisation, le phagosome fusionne avec les 

granules des neutrophiles pour éliminer l’agent pathogène phagocyté (Johnson and Criss, 2013). L’activation des 

neutrophiles et la fusion du phagosome avec les granules entraînent la formation du complexe NADPH oxydase 

(NOX) à partir de ses sous unités cytosoliques et transmembranaires (Anderson et al., 2010). Cette oxydase 

génère dans le phagosome une forte concentration d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui ont un potentiel 

toxique envers les agents pathogènes. Ainsi, la mutation de cette enzyme est associée à la « chronic 

granulomatous disease » (CGD), une pathologie due à un défaut d’élimination des agents pathogènes 

phagocytés par les neutrophiles (Roesler et al., 2000). La NOX génère le ROS H2O2 qui en plus de son action 

destructrice, sert de substrat à une autre enzyme granulaire, la myélopéroxydase (MPO). Celle-ci génère 

d’autres radicaux au potentiel antibactérien comme le HOCL (Klebanoff, 1968). Similairement aux ROS, les 

phagosomes des neutrophiles activés contiennent des taux élevés d’espèces réactives de l’azote (RNS). 

L’enzyme « inducible Nitric Oxyde Synthase »  (iNOS) induit notamment la production de Nitric Oxyde (NO) 

ayant un rôle redondant avec les ROS (Wheeler et al., 1997). En effet des souris déficientes pour NOX et iNOS 

développent des infections spontanées alors que les souris déficientes uniquement pour l’une des enzymes ne 

présentent pas de phénotype particulier à l’état basal (Shiloh et al., 1999). Outre la production d’espèces 

réactives, les protéases granulaires neutrophil élastase (NE) et cathepsin-G ont un rôle non redondant dans 

l’élimination des agents pathogènes phagocytés suite à la fusion entre le phagosome et les granules des 
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neutrophiles (Reeves et al., 2002). Celles-ci agissent principalement en dégradant les protéines constituant la 

paroi bactérienne. 

 Les granules ont donc un rôle important dans l’élimination des agents pathogènes phagocytés, mais 

leur contenu peut aussi être libéré dans le milieu extracellulaire par le processus de dégranulation. La libération 

des protéases dans le milieu extracellulaire induit directement la neutralisation des agents pathogènes bien que 

cela soit moins efficace que lorsqu’elles sont concentrées dans le phagosome. L’effet des protéases sécrétées 

dans l’élimination des pathogène est surtout indirect. Notamment, la NE favorise la transmigration de nouveaux 

neutrophiles vers le site inflammatoire (Ginzberg et al., 2001). Autrement, Les neutrophiles accumulent une 

quantité importante d’IL-8 qui est libérée lors du signal de dégranulation (Pellmé et al., 2006). La dégranulation 

déclenche aussi la sécrétion d’IL-1β et d’IL-6, bien qu’il ne soit pas clair si ces dernières cytokines sont libérées 

lors de la dégranulation ou synthétisées de novo par les neutrophiles (Naegelen et al., 2015). Nous avons vu 

l’importance de l’IL-8 et de l’IL-1β dans le recrutement neutrophilique, ainsi la dégranulation des neutrophiles 

entraine un afflux exponentiel de nouveaux neutrophiles sur le site inflammatoire. 

 Indépendamment de la dégranulation, les neutrophiles sécrètent certaines molécules dans le milieu 

extracellulaire. En plus de l’IL-1β, l’IL-6 et l’IL-8, il a été montré que, selon le contexte étudié, les neutrophiles 

sont une source potentielle de TNF-α (Shikama et al., 2016), d’IL-17 (Taylor et al., 2013) ou d’IL-10 (Zhang et al., 

2009). Enfin, les neutrophiles sont d’importants producteurs de ROS extracellulaires. Le potentiel toxique des 

ROS ne représente pas leur fonction principale une fois libérés dans le milieu. Ces molécules sont plutôt à 

l’origine de signalisation favorisant la production de cytokines inflammatoires (Naik and Dixit, 2011), la 

dégranulation des neutrophiles (Grigorieva et al., 2016) ou encore la génération de NET (Al-Khafaji et al., 

2016)(décrit ci-dessous). 
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 La dernière activité antibactérienne des neutrophiles est la NETose, qui est la capacité à produire des 

NET (Brinkmann, 2004). La NETose consiste en l’expulsion dans le milieu extracellulaire de l’ADN décondensé en 

association avec des protéines granulaires du neutrophile afin de créer un maillage, véritable piège à bactérie 

(figure 2). Dans un premier temps, ce mécanisme a été montré comme dépendant du niveau oxydatif de la 

cellule et en particulier de l’activité de la NADPH oxydase (Fuchs et al., 2007). L’élévation en ROS entraîne la 

localisation nucléaire de la peptidylarginine déiminase 4 (PAD4) qui citrulline alors les histones. Cette 

citrullination induit la décondensation de l’ADN, nécessaire à la production de NET (Wang et al., 2009). 

Cependant d’autres ont montré que le phénomène de NETose, pouvait dans certains cas,  être indépendant de 

la NADPH oxydase et donc du niveau oxydatif de la cellule (Pilsczek et al., 2010). Dans chacun des cas, l’ADN 

décondensé est associé aux protéines du neutrophiles, notamment l’histone H2A et des protéases granulaires 

(NE et cathepsin-G). Il a été montré que par ces molécules bactéricides, les NET tuent les bactéries 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium et Shigella flexneri (Brinkmann, 2004). Cependant d’autres 

chercheurs n’ont pas relevé de mortalité induite par les NET sur ces même bactéries (Menegazzi et al., 2012). La 

capacité des NET à tuer directement les bactéries peut être influencée par le mode d’induction des NET, le 

contexte inflammatoire du neutrophile ou des techniques d’échappement mises en place par les bactéries. En 

revanche, même en absence d’activité lytique sur les bactéries, les NET limitent la dissémination bactérienne en 

piégeant les bactéries dans leur maillage d’ADN (Menegazzi et al., 2012). Les stimulations permettant la 

production de NET in vitro font généralement intervenir le LPS (Clark et al., 2007) , la « Phorbol 12-Myristate 13-

Figure 2 : La NETose suicidaire.  
L’ajout in vitro  de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) provoque chez le neutrophile l’expulsion de son 
ADN décondensé et associé à des protéines. Ce phénomène, associé à l’activation de l’enzyme peptidyl 
arginine deiminase 4 (PAD4), engendre des « neutrophil extracellular traps » (NET) et des cytoplastes. 
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Acetate » (PMA) ou l’IL-8 (Brinkmann, 2004). Cependant, les signaux responsables de la production de NET in 

vivo restent incertains. Classiquement, l’ADN décondensé est libéré dans le milieu extracellulaire par rupture de 

la membrane plasmique, ce qui provoque la mort du neutrophile (NETose suicidaire, Fuchs et al., 2007), mais il 

a aussi été décrit une NETose vitale ne menant pas à la mort cellulaire grâce à l’expulsion de fragments d’ADN 

encapsulés dans des vésicules sécrétoires (Yipp et al., 2012). D’autres équipes ont montrées qu’un phénomène 

similaire à la NETose permettait de libérer l’ADN mitochondrial (et non l’ADN nucléaire) du neutrophile en 

conservant son intégrité cellulaire (Yousefi et al., 2009). Le neutrophile après une NETose classique est 

dépourvu de noyau, il est qualifié alors de cytoplaste et conserve des fonctions limitées de migration et de 

phagocytose (Malawista et al., 1989). Plus récemment, un équipe a montré que les cytoplastes pouvaient 

conditionner les cellules dendritiques pour la génération de lymphocytes Th17 (Krishnamoorthy et al., 2018). 

Les lymphocytes Th17 sont proinflammatoires et producteurs d’IL-17, une cytokine stimulant la granulopoïèse 

via l’induction de G-CSF (Schwarzenberger et al., 2000). Ainsi, la génération de Th17 par les cytoplastes favorise 

indirectement le recrutement de nouveaux neutrophiles et l’amplification de la réponse inflammatoire. 

 En résumé, les neutrophiles sont très rapidement recrutés sur le site inflammatoire et doivent 

intervenir immédiatement pour contenir la dissémination des agents pathogènes. Pour cela, ils phagocytent les 

agents pathogènes directement reconnus ou opsonisés, libèrent le contenu de leurs granules ou produisent des 

NET et des ROS. Mais, comme acteur principal de la réponse inflammatoire, ils interagissent aussi avec de 

nombreux partenaires du système immunitaire. 

 Les neutrophiles promoteurs de l’inflammation 

 Avec l’assomption que la durée de vie des neutrophiles est bien supérieure à celle originellement 

décrite, des équipes ont étudié un potentiel rôle des neutrophiles dans la modulation de la réponse 

immunitaire, en particulier en étudiant son interaction avec d’autres cellules du système immunitaire. 

 La mise en place de l’inflammation par les neutrophiles favorise le recrutement et l’activation de 

l’immunité adaptative. L’activation des lymphocytes Tγδ fait partie des premiers événements de la réponse des 

lymphocytes T. Les neutrophiles participent à l’activation des Tγδ et induisent leur prolifération par la 

production de (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl pyrophosphate (HMB-PP) (Davey et al., 2011). Ce métabolite 
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est issu de la phagocytose des bactéries par les neutrophiles, suggérant un rôle de l’interaction lymphocyte 

Tγδ/neutrophile dans l’immunité antibactérienne. Par ailleurs, l’activation des lymphocytes T nécessite la 

maturation des cellules dendritiques présentant l’antigène. Cette maturation est facilitée par la reconnaissance 

du « Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin » (DC-SIGN) des cellules 

dendritiques par l’intégrine Mac-1 des neutrophiles (van Gisbergen et al., 2005). Ainsi, les neutrophiles 

induisent indirectement la différenciation et l’activation des lymphocytes T. 

Les neutrophiles ne sont pas prisonniers du site inflammatoire. Il a été mis en évidence qu’une 

proportion d’entre eux repasse à travers la paroi vasculaire pour retourner dans le sang. Cette capacité de 

« reverse migration » (ou migration transendothéliale) à été décrite en premier lieu in vivo chez le zebrafish 

(Mathias et al., 2006), puis confirmée chez la souris (Woodfin et al., 2011). Le rôle précis de ces neutrophiles 

activés sur le site inflammatoire qui retournent dans la circulation sanguine n’est pas encore clairement 

déterminé. Certains ont proposé que ce mécanisme favorise la résolution de l’inflammation en éliminant les 

neutrophiles du site inflammatoire (Mathias et al., 2006). D’autres laissent supposer que la « reverse 

migration » est la résultante d’une inflammation grave et engendre une dissémination cellulaire favorisant 

l’atteinte d’organes distants du site inflammatoire primaire (Wu et al., 2016). Mais ce qui nous intéresse ici, est 

la « reverse migration » des neutrophiles qui leur permet de se relocaliser dans les organes lymphoïdes pour 

interagir avec des cellules immunitaires. En effet, certains d’entre eux rejoignent la zone marginale de la rate 

pour interagir avec les lymphocytes B. Les neutrophiles peuvent produire du « B-cell activating factor » (BAFF), 

de l’ « a proliferation-inducing ligand » (APRIL) et l’IL-21 qui stimulent la commutation de classe, l’hyper-

mutation somatique et la production d’anticorps par les lymphocytes B (Puga et al., 2012). La moelle osseuse 

est aussi un lieu d’adressage des neutrophiles après « reverse migration ». Dans un modèle d’infection virale, 

des neutrophiles migrent dans la moelle osseuse pour interagir avec les lymphocytes T CD8
+
 et participer à 

l’installation d’une mémoire immunitaire (Duffy et al., 2012). 

 Similairement, des neutrophiles activés ont été retrouvés dans les organes lymphoïdes secondaires 

(Maletto et al., 2006) et possèdent la capacité de présenter des antigènes directement aux lymphocytes T CD4
+
 

(Abi Abdallah et al., 2011) et T CD8
+
 (Beauvillain et al., 2007) induisant leur prolifération et différenciation. Les 

neutrophiles responsables de l’activation des lymphocytes expriment fortement les molécules associées à la 

présentation antigénique que sont le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et les molécules de 
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costimulation CD80/CD86 (Abi Abdallah et al., 2011; Beauvillain et al., 2007). Ces molécules sont faiblement ou 

non exprimées par les neutrophiles quiescents mais induites par l’interaction avec les lymphocytes T.  Nous 

pouvons ajouter à cela l’effet des NET qui pré-activent les lymphocytes T, les rendant plus sensibles à la 

présentation antigénique in vitro par un mécanisme encore indéterminé (Tillack et al., 2012). 

 Les neutrophiles ont donc un rôle important dans la progression de l’inflammation et la mise en place 

de la réponse adaptative via leurs nombreuses interactions aux conséquences proinflammatoires. 

Les neutrophiles régulateurs 

Bien que les neutrophiles soient classiquement associés à leurs propriétés proinflammatoires, 

certaines évidences nous informent sur l’importance de leur rôle immuno-régulateur. Par exemple, la délétion 

des neutrophiles dans le modèle murin inflammatoire de Dry Eye Disease aggrave l’inflammation et donc la 

pathologie (Gao et al., 2015).  

En premier lieu, les protéases NE et cathepsine-G libérées lors de la dégranulation diminuent le niveau 

inflammatoire en dégradant les récepteurs pour l’IL-2 et l’IL-6 à la surface des cellules cibles ainsi qu’en ciblant 

directement l’IL-6 (Bank et al., 1999). De façon intéressante la capacité des protéases neutrophiliques à 

diminuer la concentration en cytokines inflammatoires est favorisée lorsqu’elles sont complexées aux NET et en 

particulier dans un contexte de fort infiltrat neutrophilique comme dans la goutte (Schauer et al., 2014). Le 

potentiel anti-inflammatoire des NET a aussi été décrit par notre équipe. Les NET inhibent la production d’IL-6 

et favorisent la sécrétion d’IL-10 par les macrophages activés et cette action est potentialisée par la présence de 

la protéine du complément C1q (Ribon et al., 2019). De façon importante les NET ont un rôle pro-inflammatoire 

si les cellules cibles ne sont pas activées, indiquant un rôle ambivalent du NET dépendant du contexte. 

Parallèlement, des neutrophiles sécrétant la cytokine régulatrice IL-10 ont été décrits chez la souris suite à une 

infection bactérienne (Zhang et al., 2009). Ces données impliquant des produits des neutrophiles dans des 

fonctions inhibitrices suggèrent l’existence de neutrophiles régulateurs. 

La première évidence de vraie sous-population de neutrophile régulateur vient du contexte tumoral, 

ou sous l’influence du « Transforming Growth Factor » (TGF-β), les neutrophiles adoptent un phénotype 

favorisant la progression tumorale appelé « tumor associated neutrophil » (TAN) (Fridlender et al., 2009). De 
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façon intéressante, le blocage du TGF-β dans ce modèle murin de tumeur modifie le comportement des TAN, 

les rendant anti-tumoraux. Par analogie avec les macrophages M1 et M2, les neutrophiles anti-tumoraux ont 

été nommés N1 et les pro-tumoraux, N2 (Fridlender et al., 2009). L’activité pro-tumorale des N2 est due à une 

inhibition des lymphocytes T CD8
+
 luttant contre la tumeur, à l’inverse les N1 limitent la progression tumorale 

par une cytotoxicité directe contre les cellules tumorales. Ainsi, le TGF-β produit dans l’environnement tumoral 

contrôle une certaine plasticité des neutrophiles vers une fonction régulatrice N2.  A ce jour, aucun marqueur 

précis ne permet de clairement distinguer les N1, des N2 ou même des neutrophiles non tumoraux. 

Parallèlement, chez des patients atteints de cancer, des neutrophiles de faible densité présentant une 

activité immunosuppressive caractérisée par une inhibition des lymphocytes T on été détectés et qualifiés de 

« Low Density Neutrophiles » (LDN). En pratique, le sang est classiquement déposé sur un gradient de densité 

pour en séparer les cellules chez le donneur sain. Les neutrophiles sont très denses de part leur contenu 

granulaire et leur noyau multilobé, ils sont donc facilement séparés des cellules mononuclées du sang 

(« peripheral blood mononuclear cells » ou PBMC). Cependant, chez les patients atteints de cancer, des 

neutrophiles peuvent être retrouvés parmi les cellules de faible densité, justifiant leur qualificatif de LDN. Ces 

cellules présentent des propriétés immunosuppressives (Rodriguez et al., 2009), laissant supposer que les LDN 

pouvaient représenter les neutrophiles régulateurs. Cependant, ceci n’est pas valable dans tous les contextes 

puisque les LDN son considérés comme hautement proinflammatoires dans des pathologies auto-immunes 

(Denny et al., 2010; Hacbarth and Kajdacsy-Balla, 1986). Enfin, il a été montré chez des patients traités par le G-

CSF,  que parmi les LDN, il est possible de détecter des populations non régulatrices et que parmi les 

neutrophiles à densité normale, il est possible de trouver des neutrophiles aux fonctions inhibitrices (Marini et 

al., 2017) invalidant un peu plus la caractérisation des LDN comme neutrophiles régulateurs en dehors du 

contexte tumoral. Cette dernière équipe propose la molécule CD10 comme un marqueur plus fiable 

représentatif des neutrophiles régulateurs. 

Ces neutrophiles humains CD10
+
 sont induits par le G-CSF et possèdent la capacité d’inhiber la 

prolifération des lymphocytes T par un contact dépendant de Mac-1 et de la sécrétion locale d’Arg-1 (Marini et 

al., 2017). L’Arg-1 est libérée des granules des neutrophiles et appauvrie le milieu en L-arginine qui est un acide 

aminé essentiel à la prolifération lymphocytaire (Rodriguez et al., 2007) et au maintien de l’expression du « T 

cell receptor » TCR (Rodriguez et al., 2002). Cette étude révèle aussi que les neutrophiles CD10
-
 ne possèdent 
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pas d’activité suppressive mais au contraire, stimulent la prolifération des lymphocytes T. Cependant, chez le 

sujet sain, tous les neutrophiles sont CD10
+
 et ne présentent pas d’activité suppressive, cette terminologie n’est 

donc valable que chez le patient. Ainsi, les CD10
+
 constituent une population de neutrophiles clairement 

identifiée comme régulatrice mais son apparition est restreinte au contexte très particulier qu’est le traitement 

de patients par le G-CSF.  

Similairement, le LPS induit une population neutrophilique régulatrice inhibant la prolifération des 

lymphocytes T par contact direct impliquant Mac-1 et la production de ROS dirigés contre le lymphocyte (Pillay 

et al., 2012). Le stress oxydatif généré par les ROS inhibe l’expression du TCR (Otsuji et al., 1996) ainsi que la 

voie de signalisation du « Nuclear Nactor-kappa B » (NF-κB) (Malmberg et al., 2001) importantes pour 

l’activation des lymphocytes T. Dans ce cas, les neutrophiles régulateurs ont été caractérisés comme 

CD11c
high

/CD62L
low

/CD11b
high

/CD16
high

. Ce profil d’expression est étroitement lié à un niveau d’activation élevé 

des neutrophiles, difficile donc de clairement les différencier des neutrophiles activés non régulateurs. Seule 

une étude protéomique à large échelle permet des les différencier, et définit ces cellules comme favorisant 

l’expression de protéines impliquées dans l’adhérence cellulaire, la régulation du système immunitaire et la 

présentation antigénique (Tak et al., 2017). De façon intéressante l’inhibition observée envers les lymphocytes 

est dépendante d’un contact cellulaire via Mac-1, ce qui est commun aux neutrophiles CD10 producteurs d’Arg-

1. Comme ni l’expression de CD10, ni l’implication d’Arg-1, n’ont été analysées dans ces études, on ne peut pas 

relier ces deux populations neutrophiliques pourtant très proches fonctionnellement. 

Enfin, les neutrophiles peuvent inhiber les lymphocytes T en induisant leur apoptose. Dans un modèle 

de septicémie, l’IFN-γ induit l’expression de « Programmed Death receptor Ligand 1 » (PD-L1) sur les 

neutrophiles qui en se liant à son récepteur le « Programmed Death receptor 1 » (PD-1) sur les lymphocytes, 

induit leur apoptose (de Kleijn et al., 2013). Ce mécanisme d’inhibition a aussi été décrit chez une population de 

neutrophile tumorale (Wang et al., 2017). Les neutrophiles PD-L1
+

 peuvent donc aussi être considérés comme 

régulateurs. 
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En conclusion, selon le contexte inflammatoire, les neutrophiles possèdent des rôles ambivalents dans 

leurs interactions avec les cellules immunitaires, en particulier avec les lymphocytes T (résumé figure 3). En 

suivant les progrès réalisés avec les populations lymphocytaires et macrophagiques, les neutrophiles se voient 

aussi, petit à petit, segmentés en sous-populations selon leur fonction, leur phénotype et le contexte 

immunitaire. Un effort particulier est prodigué pour déterminer l’origine et les caractéristiques phénotypiques 

liées aux neutrophiles régulateurs, puisque ceux-ci se démarque nettement du neutrophile classiquement 

défini comme promoteur de la réponse inflammatoire. Dans ce contexte de l’analyse et d’identification du 

neutrophile immuno-modulateur, nous avons étudié son interaction avec la population régulatrice par 

excellence du système immunitaire qu’est le lymphocyte T régulateur (Treg). 

Figure 3 : Rôle ambivalent du neutrophile sur les lymphocytes T (LT). 
Les neutrophiles peuvent activer les LT (1) indirectement en induisant la maturation des cellules 
dendritiques ; (2) présentation antigénique directe via les molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH); (3) libération de métabolites microbiens (HMG-PP après phagocytose pour 
activer les LTγδ. Parallèlement, les neutrophiles inhibent l’activation des LT par la libération de protéases 
(4), la serine protéase élastase et la cathepsine G dégradant l’IL-6 ainsi que les récepteurs pour l’IL-2 et 
l’IL-6 à la surface des LT; (5) production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et d’arginase. Cela résulte 
en l’inhibition de la prolifération des LT par la diminution de l’expression du TCR. (6) Expression du PDL-1. 
L’interaction PD-L1 / PD1 induit l’apoptose des LT. 
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Les lymphocytes T régulateurs 

Le développement des Treg thymiques 

 Les Treg sont des lymphocytes T CD4
+
, ainsi, pour introduire leur processus de différenciation il faut 

commencer par introduire la différenciation du lymphocyte T. Dans la moelle osseuse, le premier précurseur 

notable des lymphocytes T est l’early lymphoid progenitor (ELP) (Igarashi et al., 2002), qui s’oppose au common 

lymphoid precusor (CLP) des lymphocytes B et aux précurseurs de granulocytes. Les ELP quittent la moelle 

osseuse par la circulation sanguine afin de rejoindre l’organe principal de la différenciation des lymphocytes T, 

le thymus (Schwarz and Bhandoola, 2004). Une fois dans le thymus, les progéniteurs des lymphocytes T se 

localisent dans la zone sous capsulaire du thymus et sont alors appelés early thymic progenitor (ETP) (Allman et 

al., 2003). Les ETP s’organisent en niches cellulaires constituées de fibroblastes thymiques, qui favorisent leur 

différenciation en lymphocytes T (Buono et al., 2016). Cette différenciation se déroule en plusieurs étapes où 

les cellules perdent progressivement l’expression de la protéine d’adhésion CD44 et expriment transitoirement 

la chaine α du récepteur de l’IL-2 (CD25). Les lymphocytes T se différencient alors selon 4 stades successifs 

CD44
+
CD25

-
 (DN1), CD44

+
CD25

+
 (DN2), CD44

-
CD25

+
 (DN3) et CD44

-
CD25

-
 (DN4) (Godfrey et al., 1993). Les 

fibroblastes thymiques fournissent aux DN1 les ligands nécessaires à la transition en DN2 que sont le c-kit ligand 

(Buono et al., 2016) et le ligand du récepteur Notch (Schmitt et al., 2004). La transition cruciale du stade DN2 à 

DN3 est marquée par l’expression de la chaine β du T cell receptor (TCR), marquant l’engagement définitif du 

précurseur vers le lignage T (Mombaerts et al., 1992). 

 Afin de bien comprendre l’importance de cette étape de la différenciation du lymphocyte T, un aparté 

sur le TCR est nécessaire. Le TCR des lymphocytes T permet de faire la différence majeure entre immunité innée 

et immunité adaptative. En effet, ce récepteur confère aux lymphocytes une spécificité de reconnaissance pour 

un antigène unique, là où les cellules myéloïdes comme les neutrophiles expriment des PRR permettant de 

reconnaître divers agents pathogènes par des motifs conservés (voir Activation des neutrophiles). Afin de 

diversifier les motifs reconnus par les lymphocytes, chaque cellule exprime un TCR différent, avec une 

spécificité différente. Il faut alors comprendre comment une telle diversité est possible pour un même 

récepteur. La solution se trouve dans le mode particulier de production de la protéine TCR. Celle-ci se compose 
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de deux chaînes protéiques définies α et β (j’omets ici les chaînes γ et δ à l’origine des lymphocytes Tγδ, 

puisque ceux-ci ne génèrent pas de Treg par la suite). La chaîne β est divisée en trois parties désignées variable 

(V), diverse (D) et de jonction (J). La chaîne α est structurellement similaire mais ne possède pas de domaine D. 

Chaque domaine V, D et J est codé par un nombre élevé de séquences génomiques différentes, et la première 

étape consiste en la sélection du segment qui codera pour chaque domaine. Cela est assuré par l’enzyme 

« recombination activating genes » RAG (Wilson, 1994), qui génère des coupures aléatoires de l’ADN au niveau 

de séquences cibles encadrant les segments V, D et J (McBlane et al., 1995). En premier lieu une coupure est 

générée en amont d’une séquence J aléatoire puis en aval d’une séquence D aléatoire encore. S’en suit un 

réarrangement de l’ADN pour relier les deux séquences, ce qui peut entrainer l’ajout ou la délétion de plusieurs 

nucléotides (Komori et al., 1993). Similairement, une coupure en amont de la séquence DJ recombinée suivie 

d’une coupure en aval d’une séquence V aléatoire entraine un autre réarrangement de l’ADN (Sleckman et al., 

2000). Le réarrangement des différents segments engendre une séquence VDJ continue permettant la 

transcription de la chaîne β. La chaîne α suit un processus identique mais ne comprend qu’un réarrangement 

entre un segment V et un segment J. Enfin les chaines α et β s’associent pour former le TCR. Cette 

recombinaison de l’ADN est absolument nécessaire au développement des lymphocytes T, puisque la mutation 

de la protéine RAG entraine une sévère lymphopénie (Shinkai, 1992). De par le nombre de séquences V, D et J, 

l’ajout de nucléotides aléatoires suite aux recombinaisons et l’appariement des chaine α et β, les combinaisons 

possibles, et donc les spécificités différentes de TCR pouvant être générées, sont virtuellement infinies (Robins 

et al., 2009). Il est important de noter que le TCR n’a pas pour rôle de reconnaître directement sa cible mais des 

peptides présentés par les CMH, il doit donc reconnaitre un complexe composé d’un peptide ainsi que la 

molécule conservé du CMH. Cela signifie que les TCR générés aléatoirement doivent être sélectionnés par leur 

habilité à reconnaitre le CMH, étape que nous détaillerons plus loin. 

 Pour en revenir aux étapes de la différenciation des lymphocytes T, le stade DN3 est caractérisé par 

l’expression de la protéine RAG induisant la recombinaison de la chaîne β du TCR (Wilson, 1994). L’expression de 

la chaîne β à la surface de la cellule n’est pas stable, la chaîne β est alors associée à une pseudo-chaîne α, pTα 

pour former le pre-TCR. L’expression du pre-TCR permet la différenciation en DN4 (Fehling et al., 1995). D’un 

point de vu spatial, la progressive différenciation du stade DN1 à DN4 s’associe à une expression croissante du 

CXCR4, qui dirige les cellules vers les fibroblastes de la zone corticale du thymus exprimant le CXCL12 (Kim et al., 
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1998). L’expression différentielle du CXCR4 par les DN crée des espaces réservés à chaque stade de 

différenciation dans la zone sous capsulaire du thymus (Lind et al., 2001). La combinaison de cette migration et 

de la signalisation du pre-TCR entraine l’expression du CD4 et du CD8 sur les lymphocytes en fin de 

différenciation, leur valant l’appellation de cellules double positives (DP) par opposition aux DN précédemment 

citées. Le CD4 et le CD8 sont des corécepteurs du TCR et permettent la stabilisation de son interaction avec les 

molécules du CMH de classe II et de classe I respectivement. Afin de terminer la formation du TCR, c’est au 

stade DP que la chaîne α du TCR est réarrangée en faisant intervenir la protéine RAG. Cette chaîne 

nouvellement formée prend alors la place de la pTα pour former le TCRαβ (Trop et al., 2000). L’expression du 

TCRαβ est associée à la molécule CD3 qui compose la partie intracellulaire nécessaire à la signalisation du TCR. 

Ainsi, le complexe TCRαβ/CD4/CD8/CD3 forme le TCR fonctionnel à la surface du lymphocyte T. Enfin,  suite à 

l’expression du TCR fonctionnel, le lymphocyte diminue l’expression du CXCR4 et exprime le CCR5, lui 

permettant de s’enfoncer dans la zone corticale du thymus (Aiuti et al., 1999; Norment et al., 2000). 

C’est alors que les TCR de chaque lymphocyte vont être sélectionnés pour leur capacité à interagir avec 

le CMH I ou II, dans un processus appelé sélection positive. Dans le cortex, les molécules de CMH sont 

présentées par les cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC). Les lymphocytes portant un TCR capable de 

reconnaitre le CMH II vont engager leur CD4, perdre l’expression du CD8 et recevoir des signaux de survie. 

Similairement, les lymphocytes pouvant reconnaitre le CMH de classe I vont engager leur CD8 et perdre 

l’expression du CD4 (Teh et al., 1988). Les cellules ayant généré un TCR incapable de reconnaître le CMH ne 

recevront pas de signaux de survie et mourront par apoptose. La perte d’expression d’un des corécepteurs du 

TCR marque la transition du stade double positif au stade simple positif (SP) CD4
+
 ou CD8

+
 (figure 4,a). A 

nouveau, l’avancé de la différenciation du lymphocyte s’accompagne par un changement d’expression de 

récepteurs aux chimiokines, lui permettant de quitter le cortex pour atteindre la medulla. Pour cela, le 

lymphocyte diminue encore l’expression du CXCR4, le retenant dans le cortex, et acquiert le CCR4 le dirigeant 

vers le cellules présentatrices thymiques de la medulla (Campbell et al., 1999; Chantry et al., 1999). Les cellules 

arrivées à ce stade expriment donc un TCR fonctionnel capable de reconnaitre les molécules présentatrices. 

Mais, puisque généré aléatoirement, le TCR est susceptible de reconnaitre n’importe quel antigène présenté 

par ces molécules, y compris des antigènes du soi. Une telle spécificité engendre des réponses auto-immunes 



 41 

délétères. Pour éviter cela, une étape supplémentaire de sélection thymique a lieu une fois dans la medulla, 

c’est la sélection négative. 

La sélection négative thymique consiste à faire exprimer les antigènes du soi par les cellules 

présentatrices de la medulla, pour tester la spécificité des lymphocytes en différenciation. Pour cela, des 

cellules dendritiques (DC) circulent entre le thymus et la périphérie pour rapporter des antigènes du soi 

provenant de tous les organes et les présenter aux lymphocytes SP (Atibalentja et al., 2009). D’autre part les 

cellules épithéliales thymiques de la medulla (mTEC) expriment d’elles mêmes, un large éventail d’antigènes du 

soi. Ceci est permis par les facteurs de transcription « Auto-Immune REgulator » (AIRE) et « Fez family zinc 

finger 2 » (Fezf2) qui induisent l’expression d’antigènes non thymiques destinés à être présentés par les mTEC 

(Anderson, 2002; Takaba et al., 2015). L’expression de AIRE et de Fezf2 dans les mTEC est cruciale pour le bon 

déroulement de la sélection négative, puisque leur délétion entraine la libération de lymphocytes auto-réactifs 

(spécifiques d’antigènes du soi) dans la circulation, ce qui déclenche des troubles auto-immuns sévères 

(Anderson, 2002; Takaba et al., 2015). Il existe trois scénarios possibles suite à l’interaction entre un lymphocyte 

Figure 4 : Différenciation des Lymphocytes T régulateurs thymiques (tTreg). 
 a- Les cellules doubles positives CD4

+
CD8

+
 (DP) possédant un TCR fonctionnel sont sélectionnées positivement 

en cellules simples positives CD4
+
 ou CD8

+
 (SP) dans le cortex du thymus. Ensuite la sélection négative dans la 

médulla termine la maturation des SP. Les cellules épithéliales thymiques du cortex (cTEC) et les cellules 
épithéliales thymiques de la médulla (mTEC) contrôlent respectivement ces 2 étapes. b- Les mTEC présentent des 
antigènes du soi sous forme de peptides complexés à leur CMH (pCMH). Lors de la sélection négative, 
l’interaction T cell receptor (TCR) avec le pCMH détermine le phénotype du lymphocyte. 



 42 

SP et une mTEC : (i) le lymphocyte ne reconnait pas d’antigène du soi présenté, il est alors autorisé à rejoindre 

la circulation comme cellule T conventionnelle (Tconv). (ii) Le lymphocyte reconnait fortement un complexe 

CMH/peptide du soi présenté dans la medulla, il est alors sélectionné négativement et meurt par apoptose. (iii) 

Enfin, et c’est ce qui nous amène ici, si le lymphocyte reconnait un complexe CMH/peptide du soi, mais n’est 

pas sélectionné négativement, il devient alors un lymphocytes T régulateur thymique (tTreg) (Hinterberger et 

al., 2010)(figure 4,a). 

La sélection négative détermine donc le lignage Tconv ou tTreg. En effet, la délétion de AIRE ou de 

Fezf2 dans les mTEC, responsables de l’expression d’auto-antigène dans le thymus, abolie la différenciation en 

Treg en empêchant la sélection négative (Anderson, 2002; Takaba et al., 2015). Le répertoire de TCR exprimé 

par les Treg est donc similaire aux cellules sélectionnées négativement c'est-à-dire, auto-réactif. Il faut alors 

comprendre les signaux qui différencient l’induction de l’apoptose, de la différenciation en tTreg. Le choix du 

lignage entre tTreg ou Tconv est étroitement lié au TCR et en particulier à l’affinité avec laquelle le récepteur 

reconnait son antigène. Dans un modèle murin d’expression de l’hémagglutinine (HA) dans le thymus, les 

cellules reconnaissant fortement l’HA se différencient en tTreg alors que ceux possédant un TCR de plus faible 

affinité ne se différencient pas (Jordan et al., 2001). Les tTreg reconnaissent fortement leur antigène, mais ne 

doivent pas soutenir un signal fort avec les mTEC au risque d’induire leur apoptose par la sélection négative 

classique. Il a été montré que la différenciation en tTreg est favorisée par des interactions transitoires entre le 

lymphocyte et la cellule présentatrice (Hinterberger et al., 2010; Sauer et al., 2008). Ainsi, le modèle dominant 

de différenciation du tTreg se compose de lymphocytes auto-réactifs possédant un TCR de haute affinité pour 

l’auto-antigène mais n’induisant pas de reconnaissance prolongé avec le complexe CMH/peptide du soi (figure 

4,b). L’affinité du TCR contrôle donc la différenciation des tTreg en influençant leur durée de contact avec les 

CPA du thymus. 

Enfin, les tTreg quittent le thymus par la circulation sanguine pour exercer leur rôle immunorégulateur 

en périphérie, achevant leur processus de différenciation. Cependant, les tTreg ne comptent pas pour la totalité 

des lymphocytes T régulateurs, puisque certains d’entre eux peuvent être différenciés, non pas dans le thymus, 

mais en périphérie. On parle alors de lymphocytes T régulateurs périphériques (pTreg). 
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Le développement des Treg en périphérie 

 Une fois le processus de différenciation achevé dans le thymus, les Tconv et les tTreg se répandent 

dans la périphérie via le système sanguin, ils sont alors qualifiés de naïf ou « resting » (au repos). Les 

lymphocytes se concentrent dans les organes lymphoïdes secondaires (OL-II) comme la rate ou les différents 

ganglions lymphatiques. L’entrée des lymphocytes dans les OL-II se fait par des structures endothéliales 

spécialisées, les « high endothelial venules » (HEV) (Marchesi and Gowans, 1964). La transmigration des 

lymphocytes du sang vers les OL-II se déroule de façon similaire à la transmigration des neutrophiles détaillée 

précédemment. Une étape de rolling du lymphocyte est enclenchée par leur expression de la L-selectine qui 

ralentit leur course à l’approche d’une HEV (Galkina et al., 2007). L’activation suivie de la transmigration du 

lymphocyte sont initiées par le récepteur CCR7 qui reconnait le CCL21, produit par les HEV (Förster et al., 1999). 

De façon similaire, les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) qui ont été activées, et qui ont apprêtées des 

peptides antigéniques via leur CMH, sont aussi adressées dans les OL-II. L’activation des CPA induit notamment 

l’expression du CCR7 qui leur permet de se localiser au niveau des HEV productrices de CCL21, en étroite 

proximité avec les lymphocytes naïfs (Förster et al., 1999). Puisque les tTregs obéissent aux mêmes mécanismes 

migratoires, on assiste à un ménage à trois entre lymphocytes T naïfs, tTreg et CPA au cœur des OL-II (Tadokoro 

et al., 2006). Ainsi, les OL-II constituent des plateformes propices à l’interaction entre le TCR des lymphocytes et 

le complexe pCMH des CPA. En absence d’activation des lymphocytes, c'est-à-dire de reconnaissance de leur 

antigène spécifique, les cellules quittent l’OL-II pour la lymphe, par un mécanisme dépendant de la sphingosine-

1-phosphate (S1P) (Schwab et al., 2005). La lymphe se déverse dans le sang, permettant ainsi aux lymphocytes 

de se rendre dans d’autres OL-II à la recherche de la CPA présentant l’antigène spécifique de leur TCR. 

 Lorsqu’un tTreg reconnait spécifiquement l’antigène, il prolifère et met en jeu ses fonctions 

immunosuppressives que nous détaillerons plus bas. Lorsqu’un Tconv naïf reconnait spécifiquement l’antigène, 

il prolifère et peut se différencier en diverses sous-populations de lymphocytes T effecteurs (Teff) 

proinflammatoires ou en cellule régulatrice pTreg (figure 5). Lors de la présentation antigénique, c’est la CPA et 

l’environnement cytokinique qui indiquent au lymphocyte T le phénotype qu’il doit adopter. Ainsi, l’IL-12 

favorise l’expression du facteur de transcription « T-box expressed in T cells » (T-bet) polarisant le lymphocyte T 

en lymphocyte T helper 1 (Th1) (Szabo et al., 2000). Les Th1 produisent majoritairement de l’IFN-γ et de l’IL-2 et 

jouent un rôle important dans l’immunité contre les agents pathogènes intracellulaires (Harms Pritchard et al., 
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2015). En présence d’IL-4, les lymphocytes T expriment le facteur de transcription GATA3 et se polarisent en 

Th2 (Zheng and Flavell, 1997). Les Th2 sécrètent de l’IL-4, de l’IL-5, de l’IL-10 et de l’IL-13 et sont 

particulièrement impliqués dans la lutte contre les agents pathogènes extracellulaires ou les parasites de type 

helminthe (Mohrs et al., 1999). Dans un contexte riche en IL-6 et TGF-β, les lymphocytes T se polarisent en Th17 

suite à leur expression du facteur de transcription « RAR-related orphan receptor gamma » (RoRγT) (Ivanov et 

al., 2006). Les Th17, producteurs d’IL-17, sont majoritairement impliquées dans les réactions antimicrobiennes, 

notamment en favorisant le recrutement des neutrophiles (Ye et al., 2001). En particulier, les Th17 sont 

spécialisés dans la lutte contre les bactéries extracellulaires ou les levures. La cytokine IL-12 produite par les 

CPA humaines (IL-6 chez la souris) (Schmitt et al., 2016; Crotty, 2019) induit le facteur de transcription « B-cell 

lymphoma » (Bcl6) dans les lymphocytes T, les polarisant en lymphocytes T folliculaires helper (Tfh) (Yu et al., 

2009a). Via la sécrétion d’IL-21, les Tfh sont nécessaires à l’activation des lymphocytes B, et donc à la 

production d’anticorps (Zotos et al., 2010). Enfin, en présence de l’IL-2 associé au TGF-β et à l’acide rétinoïque 

(AR), les Tconv se polarisent en cellules régulatrices pTreg par l’expression du facteur de transcription 

« forkhead box P3 » (FoxP3)  (Chen et al., 2003; Mucida et al., 2007). La différenciation en pTreg requière aussi 

Figure 5 : Différenciation des lymphocytes T régulateurs périphériques (pTreg). 
Après activation par une CPA, le Lymphocyte T naïf peut se différencier en plusieurs sous-populations de cellules 
effectrices ou en pTreg selon le signal cytokinique qu’il reçoit. Ainsi la combinaison IL-2, TGF-β et acide rétinoïque 
(AR) promeut la différenciation en pTreg.  
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l’expression par la CPA de molécules de surface tel que PD-L1 et « B and T Lymphocyte associated (BTLA) qui 

autorisent l’expression de FoxP3 dans le lymphocyte (Jones et al., 2016). Ainsi, les Tconv une fois activés se 

différencient en Teff (Th1, Th2, Th17 etc…) ou en pTreg. 

 Outre leur processus de différenciation, Il existe de nombreuses similitudes entre les tTreg et les pTreg, 

rendant leur discrimination bien souvent difficile. 

Les autres populations régulatrices 

 Une attention particulière est accordée aux Treg en raison de leur importance première dans le 

maintien de la tolérance et l’inhibition du processus inflammatoire qui nous a été démontré par les modèles 

présentant un défaut d’expression de FoxP3. C’est le cas des souris Scurfy qui, défectives en FoxP3, présentent 

de multiples maladies auto-immunes fatales au bout de 3 semaines (Brunkow et al., 2001). Cependant, il existe 

d’autres populations de moindre ampleur possédant des propriétés régulatrices. 

 Lors de l’expulsion des Tconv du thymus nous avons particulièrement suivi les CD4
+
 afin de détailler la 

différenciation des pTreg, mais il existe aussi une population de lymphocytes CD8
+
 capables d’exprimer FoxP3 et 

de présenter des fonctions suppressives (Robb et al., 2012). Ces cellules suppriment l’activation des 

lymphocytes T CD4
+

 en induisant leur lyse par contact direct. Les CD8 régulateurs ont un TCR restreint à la 

pseudo-molécule de CMH, Qa-1 exprimée par les lymphocytes CD4
+
. Cette population minoritaire sera exclue 

de nos analyses et nous nous focaliserons sur l’expression de FoxP3 par les CD4
+
. 

 Des populations de lymphocytes CD4
+
 dépourvus de l’expression de FoxP3 peuvent également 

présenter des propriétés immunosuppressives (Groux et al., 1997). La première de ces populations, appelée 

Tr1, a pour fonction principale de produire la cytokine immuno-régulatrice IL-10. Non seulement cette cytokine, 

régule négativement l’activation des CD4
+
 (Manavalan et al., 2003), mais elle favorise en plus l’apparition de 

nouveaux Tr1 (Levings et al., 2001). Similairement, l’IL-35 favorise l’émergence d’une population régulatrice 

parmi les lymphocytes T CD4
+
. Les Treg ainsi générés (iTreg35 ) sont dépourvus de l’expression de FoxP3, de 

TGF-β ou d’IL-10 mais possèdent une activité suppressive envers les Teff (Collison et al., 2007). Dans notre 

étude, nous partons de cellules exprimant FoxP3, ce qui élimine les Tr1 et les iTreg35 de nos analyses. 



 46 

 Les lymphocytes B peuvent aussi présenter une activité régulatrice (Breg). Par la sécrétion d’IL-10, les 

Breg inhibent la réponse inflammatoire de type Th1 et Th17 mais favorisent aussi le maintien de la population 

Treg (Carter et al., 2011). Les cellules Breg sont aussi sécrétrices des cytokines anti-inflammatoires TGF-β (Tian 

et al., 2001) ou l’IL-35 (Wang et al., 2014) et sont importantes dans l’inhibition de réactions auto-immunes 

comme le diabète. Bien que la production de cytokines anti-inflammatoires par les Breg soit avérée, leur 

caractéristique phénotypique reste à être déterminée. Aucun facteur de transcription, à l’instar de FoxP3, n’est 

particulièrement exprimé par les Breg, et plusieurs équipes rapportent des patterns d’expression en molécules 

de surface différents pour caractériser les Breg (Ding et al., 2011; Neves et al., 2010; Yanaba et al., 2008). Il 

s’agit alors d’une population encore mal définie qui n’a pas fait l’objet de notre étude puisque nous nous 

focalisons sur la population régulatrice des lymphocytes T. 

 Nous avons évoqué le potentiel régulateur des neutrophiles, mais une autre cellule myéloïde a déjà été 

décrite comme pouvant présenter des fonctions suppressives. Il s’agit du macrophage, qui suite à sa 

différenciation depuis le monocyte, peut se répartir en un éventail de sous-populations qui vont d’un extrême à 

l’autre, du macrophage proinflammatoires M1, à une population régulatrice, M2 (Mantovani et al., 2004). La 

première est caractérisée par sa production de cytokines inflammatoires comme l’IL-1, le TNF-α ou l’IL-6 alors 

que la seconde est productrice d’IL-10, de TGF-β et du récepteur antagoniste à l’IL-1, lui conférant ses 

propriétés immunosuppressives. Ces cellules ne sont présentes qu’en contexte inflammatoire et absentes de la 

circulation sanguine. De façon intéressante, une étude suggère que les Treg favorisent le phénotype régulateur 

M2 des macrophages (Liu et al., 2011). 

  Plusieurs sous populations régulatrices impliquées dans divers contextes existent en dehors du Treg, 

mais ont toutes été exclues de nos analyses car les Treg représentent la grande majorité des phénomènes 

immunosuppressifs observables chez l’homme comme la souris. 

Caractérisation des Treg 

Qu’elle soit thymique ou périphérique, la différenciation en Treg s’accompagne de l’expression du 

facteur de transcription FoxP3, molécule spécifique des Treg et qui confère à la cellule ses fonctions 

suppressives (Hori, 2003). La mutation du gène de FoxP3 entraine l’apparition de maladies auto-immunes 
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sévères chez la souris (Brunkow et al., 2001) comme chez l’homme (Bennett et al., 2001), soulignant 

l’importance de ce facteur de transcription, et a fortiori des Treg, dans le maintien de la tolérance immunitaire 

au soi. L’expression de FoxP3 est associée à celle de la chaîne α du récepteur de haute affinité de l’IL-2 (CD25) 

dont la signalisation induit fortement l’expression de FoxP3 sur les Treg (Lio and Hsieh, 2008). Nous pouvons 

alors caractériser les Treg chez la souris par le profil d’expression CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
. Chez l’homme, comme 

CD25 et FoxP3 peuvent être transitoirement exprimés par les Teff activés, pour les différencier des Treg des 

études ont mené à l’ajout du marqueur CD127, la chaîne α du récepteur de l’IL-7, exprimé par les Tconv mais 

dont les Treg sont dépourvus (Seddiki et al., 2006). Chez l’homme, on caractérise alors les Treg sur la base du 

pattern d’expression CD4
+
CD25

high
CD127

-
FoxP3

+
. Il est très utile de pouvoir définir une population cellulaire 

seulement sur la base de marqueurs de surface, cela permet d’isoler ces populations par tri magnétique ou en 

cytométrie en flux. Chez la souris, les Treg sont classiquement isolés selon les molécules CD4
+
CD25

+
, FoxP3 

étant intranucléaire. Similairement, les Treg humains sont isolés selon le profil d’expression CD4
+
CD25

high
CD127

-

. Cependant, chez l’homme comme chez la souris, il n’est pas possible de distinguer les tTreg des pTreg sur la 

base de ces marqueurs de surface. 

Le répertoire, c'est-à-dire le type d’antigènes reconnus par le TCR des Treg, permet de différencier les 

tTreg des pTreg. Comme les pTreg se différencient à partir de Tconv naïfs, leur répertoire TCR n’est pas 

spécifique du soi, mais partage les spécificités des Tconv, et sont donc activés dans les même conditions. Ainsi, 

le rôle des pTreg semble orienté vers le contrôle de l’inflammation liée aux infections et autres agression 

pathogénes. Inversement, les tTreg sont sélectionnés dans le thymus pour leur habilité à reconnaître des 

antigènes du soi, ils sont alors largement retrouvés dans les inflammations auto-immunes. Cependant, le rôle 

des tTreg et des pTreg n’est pas si limité. Les tTreg ont un rôle important dans l’émergence des pTreg via 

l’expression de TGF-β membranaire (Andersson et al., 2008). Ce phénomène appelé « tolérance infectieuse » 

est dépendant de l’expression de la protéine GARP par les tTreg qui fixe le TGF-β à leur surface (Wang et al., 

2008). On notera aussi le rôle essentiel des pTreg dans le maintien de la tolérance envers le microbiote 

intestinal (Josefowicz et al., 2012). Les bactéries colonisant nos muqueuses ne sont pas, à proprement parlé, 

source d’antigènes du soi, mais une tolérance immunitaire permanente envers ces micro-organismes est 

nécessaire pour préserver l’intégrité de la paroi intestinale. De plus, le transfert de pTreg dans des modèles 

murins auto-immuns inhibe effectivement l’inflammation, alors que celle-ci est dirigée contre le soi (Huter et 
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al., 2008). Ainsi, bien qu’il soit tentant d’extrapoler un rôle des pTreg et tTreg dans la régulation de 

l’inflammation infectieuse et auto-immune respectivement, leurs fonctions sont en partie redondantes. 

De part la difficulté à discerner les pTreg des tTreg phénotypiquement, peu d’études démontrent 

clairement des différences fonctionnelles entre ces populations. Des études octroient au facteur de 

transcription Helios la capacité de distinguer les tTreg, des pTreg (Thornton et al., 2010). Helios n’est pas 

nécessaire pour la différenciation des Treg mais est exprimé dans le thymus et se retrouve parmi les tTreg mais 

pas les pTreg. Cependant, une équipe a rapporté que dans certains cas, l’induction de pTreg in vitro peut 

s’accompagner de l’expression de Helios (Verhagen and Wraith, 2010). De plus, le fait qu’Helios soit 

intracellulaire rend difficile la séparation des pTreg et des tTreg par les techniques habituelles d’isolement que 

sont le tri par cytométrie en flux ou le tri magnétique. D’autres études ont défini la neuropiline-1 (Nrp1) comme 

candidat permettant de distinguer les populations de Treg, puisque étant exprimée par les tTreg mais pas par 

les pTreg (Yadav et al., 2012). Cependant, l’expression de Nrp1 ne coïncide pas parfaitement avec celle d’Helios 

et le TGF-β induit l’expression de Nrp1, notamment sur certains pTreg (Weiss et al., 2012). Helios et Nrp1 ne 

sont donc pas des marqueurs permettant de discriminer parfaitement les tTreg et les pTreg. 

D’un point de vu génomique, ces deux populations de Treg se distinguent par des modifications 

épigénétiques en lien avec l’expression de FoxP3. L’expression de FoxP3 par les Treg est notamment régulée par 

le niveau de méthylation de l’ADN et un équilibre entre méthylation et acétylation des histones complexées à 

l’ADN sur la région promotrice du gène FoxP3. Ainsi, parmi les tTreg le promoteur du gène FoxP3 est largement 

déméthylé sur son ADN, comme sur ses histones, permettant l’accès à l’ADN. Une forte méthylation de ce 

promoteur est en revanche constatée dans les Tconv, se traduisant par une répression de la transcription de 

Foxp3 (Zheng et al., 2010). Dans le cas de la génération des pTreg, une déméthylation intermédiaire est 

favorisée lors de l’engagement du TCR en présence du TGF-β (Janson et al., 2008). D’autres régions génomiques 

agissent sur la stabilité des facteurs de transcription responsables de l’expression de FoxP3. Ces régions non 

codantes sont situées en aval du promoteur, les principales étant les « conserved non coding DNA sequences » 

(CNS) 1, 2 et 3. A nouveau c’est leur niveau de méthylation d’un point de vue ADN et l’équilibre 

méthylation/acétylation des histones qui vont déterminer leur influence sur l’expression de FoxP3 (Zheng et al., 

2010). Le CNS1 ne possédant pas de site de méthylation de l’ADN, son influence sur le promoteur de FoxP3 est 

régulée uniquement par les histones. Sur les tTreg comme sur les pTreg les histones H3 et H4 sont plus 
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fortement acétylées et associées à une plus forte méthylation de H3K4, comparé aux Tconv. Ce profil favorise la 

transcription de FoxP3 (Zheng et al., 2010). De façon intéressante, les modifications épigénétiques du CNS1 sont 

dépendantes du TGF-β et sont nécessaires à l’expression de FoxP3 chez les pTreg mais pas pour la génération 

des tTreg (Josefowicz et al., 2012).  Le CNS2 est la plus importante des régions régulatrices de FoxP3 puisque la 

déméthylation de sa séquence ADN est nécessaire à la génération de tous les Tregs, qu’ils soient thymiques ou 

périphériques (Zheng et al., 2010). On y retrouve aussi une forte acétylation des histones H3 et H4, ainsi qu’une 

méthylation de H3K4 (Zheng et al., 2010). L’IL-2, l’engagement du TCR et FoxP3 lui-même favorisent les 

modifications épigénétiques du CNS2 (Samstein et al., 2012; Toker et al., 2013). Enfin, le CNS3 n’est pas 

impliqué dans le maintien de l’expression de FoxP3 mais est crucial dans l’initiation de son expression chez les 

précurseurs DP, si bien que l’on peut observer une déméthylation de cette région même dans certains Tconv 

(Zheng et al., 2010). Une hypothèse propose que les Tconv possédant les modifications épigénétiques 

caractéristiques des Treg, en particulier sur le CNS3, soient plus enclins à se différencier en Treg. Des travaux 

récents accordent à la protéine Satb-1 la capacité d’instaurer les modifications épigénétiques nécessaires aux 

lymphocytes pour induire l’expression de FoxP3 lors du développement (Kitagawa et al., 2017). En résumé, les 

modifications épigénétiques du CNS2 et 3 sont communes aux pTreg et tTreg mais des différences existent au 

niveau du promoteur de FoxP3 et du CNS1. 

Enfin, il n’est pas possible de générer in vitro des tTreg. En revanche, il est possible de mimer la 

différenciation des pTreg dans une plaque de culture. Comme en périphérie in vivo, l’ajout de TGF-β, d’IL-2 et 

de stimulation du TCR sur des Tconv in vitro entraine l’émergence d’une population FoxP3
+
 aux propriétés 

immunosuppressives (Chen et al., 2003; Davidson et al., 2007). Les Treg ainsi générés sont qualifiés d’iTreg pour 

« in vitro generated Treg ». Dans notre travail, il n’a nullement été question d’iTreg. Les Treg utilisés ayant tous 

été purifiés de rates de souris ou de sang de donneurs, on peut les considérés comme un mélange indéterminé 

de pTreg et de tTreg. Nous n’avons pas essayé de différencier ces populations en raison du manque de 

marqueurs spécifiques existants comme expliqué plus haut. 

Mécanismes associés à la fonction des Treg 

 Dans ce chapitre nous ne ferons plus référence aux tTreg et pTreg mais plus simplement aux Treg qui 

regroupent les deux populations. La fonction des Treg consiste à inhiber les réactions immunitaires contre les 
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antigènes du soi, c’est la tolérance, et à contrôler les réactions immunitaires contre les agents pathogènes. Une 

réaction immunitaire incontrôlée est synonyme de destruction tissulaire pouvant entrainer une perte de 

fonction des organes touchés. Dans les deux cas, la fonction la mieux caractérisée des Treg est l’inhibition de 

l’activation des lymphocytes Tconv. 

 L’inhibition par les Treg passe par des mécanismes à la fois liés à un contact cellulaire et par des 

facteurs solubles. Pour l’inhibition par contact, les Treg inhibent l’activation des lymphocytes T en contrôlant la 

présentation antigénique dans les OL-II. En premier lieu, les Treg entrent en compétition avec les lymphocytes T 

de même spécificité, en interagissant de manière stable avec les molécules de pCMH, privant les lymphocytes T 

de la stimulation de leur TCR (Tadokoro et al., 2006) (Figure 6). Pour accentuer cet effet, l’interaction du TCR des 

Treg avec le pCMH des CPA est stabilisée par l’expression d’un homologue du CD4, le « Lymphocyte-activation 

gene 3 » (LAG-3) (Huang et al., 2004). L’interaction entre les Treg et les PNN, en particulier dans les ganglions 

lymphatiques est facilité par la production du CCL22, un chemoatractant des Treg (Rapp et al., 2019). Ainsi, les 

Treg inhibent par compétition le premier signal d’activation des lymphocytes T qu’est l’engagement de leur TCR. 

Ce mécanisme implique que les Treg inhibent uniquement l’activation des T de même spécificité qu’eux, mais 

Figure 6 : Mécanismes de suppression des Treg. 
1-Les Treg privent les Teff des molécules de CMH et de costimulation (CD80/86) via l’expression de CTLA-4 et 
Lag-3. 2-L’interaction Treg/CPA induit un phénotype tolerogénique de la cellule présentatrice. 3-Les Treg 
inhibent directement les Teff par des mécanismes encore mal connus. 4-Le TGF-β, l’IL-10 et l’IL-35 sont des 
facteurs solubles anti-inflammatoires. 5- Les granzymes A et B provoquent l’apoptose des Teff et des CPA. 6-Le 
CD39 puis le CD73 dégradent l’ATP extracellulaire (DAMP) en adénosine (molécule anti-inflammatoire). 7- Le 
CD25, récepteur de haute affinité pour l’IL2, appauvrit le milieu en IL-2.  
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des études indiquent que les Treg peuvent inhiber l’activation de lymphocytes T de différentes spécificité 

(Tarbell et al., 2004), impliquant l’existence d’autres mécanismes d’inhibition.  

 Pour se différencier en Teff, les lymphocytes T ont aussi besoin de signaux de costimulation 

représentés par la liaison du CD28 des lymphocytes au CD80 ou CD86 des CPA. Les Treg interviennent dans 

cette interaction par l’expression du « cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 » (CTLA-4), un homologue 

du CD28, bien plus afin pour les molécules CD80 et CD86 (Peach et al., 1994). A nouveau par compétition, 

l’avantage d’affinité du CTLA-4, prive les lymphocytes T des signaux de costimulation ce qui entraine leur 

anergie (Harding et al., 1992). L’expression du CTLA-4 sur les Treg est cruciale puisque l’inhibition sélective de 

son expression entraine un déficit de la fonction suppressive des Treg et de leur habilité à contrôler 

l’inflammation (Friedline et al., 2009). L’expression de CTLA-4 est fondamentale pour la fonction des Treg en 

privant les Tconv des signaux de costimulation. 

L’interaction entre Treg et CPA induit aussi des modifications dans la cellule présentatrice. Les Treg 

induisent un phénotype tolérogénique en interagissant avec les CPA pour inhiber leur capacité à activer les 

lymphocytes T. Le CTLA-4, en liant le CD80 ou le CD86 des CPA, induit l’endocytose de ces récepteurs, diminuant 

leur disponibilité à la surface de la cellule. Similairement, l’engagement du CMH par le LAG-3 des Treg inhibe la 

capacité des CPA à induire l’activation des lymphocytes (Akkaya et al., 2019; Liang et al., 2008). L’induction de 

CPA tolérogéniques peut aussi être assurée par la molécules « T cell immunoreceptor with Ig and ITIM 

domains » (TIGIT), fortement exprimé par les Treg (Yu et al., 2009b). Enfin, le phénotype tolérogène des CPA 

induit par les Treg est accentué par l’expression de l’enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) par les CPA 

(Fallarino et al., 2003) (Figure 6). L’IDO favorise la diminution de l’expression des molécules associées à la 

présentation antigénique et catalyse la dégradation de l’acide aminé essentiel tryptophane en kynurenine, une 

molécule induisant l’apoptose des lymphocytes T (Terness et al., 2002). Ainsi, par l’intermédiaire des CPA, les 

Treg éliminent les lymphocytes T activés. L’induction d’IDO dans les CPA est dépendante de l’engagement des 

molécules CD80 et CD86 par le CTLA-4 des Treg (Fallarino et al., 2003), ajoutant  ce phénomène à l’importance 

du CTLA-4 dans la régulation de l’inflammation par les Treg. 

L’activation des Teff se déroule principalement dans les ganglions lymphatiques, ce qui rend ces 

organes des lieux important pour le contrôle du phénomène inflammatoire par les Treg. Il a été montré que les 
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Treg des ganglions lymphatiques peuvent inhiber l’expression de la S1P sur les Teff de même spécificité 

antigénique (Geng et al., 2017). La S1P étant nécessaire aux Teff pour quitter les ganglions lymphatiques, ils 

sont alors séquestrés et incapables de rejoindre le site inflammatoire. 

Certaines études indiquent que les Treg peuvent directement inhiber les lymphocytes T, 

indépendamment de la spécificité des TCR ou de la présence de CPA (figure 6). Les Treg entrant en contact 

direct avec des lymphocytes T sont en mesure de transférer de l’Adénosine monophosphate cyclique (AMPc) 

dans la cellule cible. L’AMPc est fortement concentrée dans les Treg et inhibe la prolifération dépendante de l’IL-

2 lorsque transférée dans les lymphocytes T activés (Bopp et al., 2007). Ce transfert d’AMPc est possible par la 

formation de jonctions communicantes entre les Treg et la cellule cible. En empêchant la prolifération des Teff, 

les Treg inhibent leur potentiel inflammatoire. Par ailleurs, il a été démontré que les Treg peuvent interagir avec 

les Teff par le CTLA-4 reconnaissant les CD80/CD86 exprimé par les Teff (Paust et al., 2004). Cette interaction est 

nécessaire au bon contrôle de la prolifération des Teff dans certaines inflammations auto-immunes mais aucun 

mécanisme inhibiteur associé n’a été décrit. Il est probable que la proche interaction entre Treg et Teff favorise 

l’inhibition par les facteurs solubles sécrétés par les Treg (décrit ci-dessous). 

 Les Treg sécrètent des cytokines immuno-régulatrices après activation, principalement le TGF-β, l’IL-10 

et l’IL-35 (Figure 6). Bien que le TGF-β produit par les Treg ne soit pas indispensable pour le contrôle des 

lymphocytes T CD4
+
 activés, il est important dans l’inhibition des lymphocytes T CD8

+
 in vivo (Green et al., 

2003). On peut aussi noter que le TGF-β est nécessaire à la génération de pTreg, ce qui favorise indirectement 

l’inhibition de l’inflammation (Figure 5). La production d’IL-10 par les Treg est impliquée dans le contrôle de 

l’inflammation des tissus intestinaux mais son importance varie selon la pathologie en question puisque l’IL-10 

favorise le contrôle de la colite auto-immune mais n’est pas nécessaire pour le contrôle de la gastrite auto-

immune (Suri-Payer and Cantor, 2001). Parmi les molécules solubles sécrétées par les Treg, nous pouvons 

ajouter la production d’IL-35. Les Treg dépourvus de cette cytokine voient leur capacité inhibitrice amoindrie, 

de plus, l’IL-35 favorise l’émergence de cellules régulatrices iTreg35 (Collison et al., 2007). Néanmoins, dans un 

modèle murin de polyarthrite rhumatoïde, l’IL-35 aggrave les signes cliniques, indiquant un potentiel rôle 

délétère dans le contrôle de l’inflammation, selon le contexte étudié (Thiolat et al., 2014a). Des études 

supplémentaires sont nécessaires pour comprendre le rôle de l’IL-35 produite par les Treg. 
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 Les molécules sécrétées par les Treg ne se limitent pas aux cytokines, ces cellules sont aussi 

productrices de granzymes. Les granzymes sont des sérines protéases qui dégradent les composants cellulaires 

menant à la mort de la cellule cible, un procédé caractéristique de l’activité cytolytique des lymphocytes T CD8
+
 

activés (CTL) (Heusel et al., 1994). Les Treg sont aussi capables de sécréter leurs granzymes pour éliminer les 

Teff chez l’homme (Grossman et al., 2004) comme la souris (Gondek et al., 2005). L’activité des granzymes 

nécessite la perforine qui crée des pores dans la membrane plasmique, permettant l’accès des granzymes à ces 

cibles intracellulaires. Bien que chez l’homme ce mécanisme soit effectif chez les Treg, chez la souris la mort 

cellulaire induite par les granzymes est indépendante de la perforine, indiquant un mode d’action alternatif 

encore inconnu de ces enzymes. L’étude chez la souris précise cependant que l’action des granzymes est 

dépendante d’un contact cellulaire entre le Treg et le Teff par une reconnaissance de molécules de surface 

encore inconnues. Bien que sécrétées dans le milieu extracellulaire, les granzymes nécessitent d’être 

directement libérées au contact de la cellule cible. Il est envisageable qu’une forte concentration soit nécessaire 

à son activité et que cette concentration suffisamment élevée ne soit atteignable que localement, à l’interface 

de l’interaction cellulaire. 

 Un autre moyen d’influencer le processus inflammatoire est de modifier les signaux extracellulaires 

responsables de l’inflammation. Les Treg expriment à leur surface deux enzymes impliquées dans la régulation 

de l’Adénosine Triphosphate (ATP) extracellulaire que sont le CD39 et le CD73. Le CD39 est une 

ectonucléotidase qui catalyse la dégradation de l’ATP en adénosine diphosphate (ADP). Ensuite, la dégradation 

de l’ADP en simple adénosine est elle même catalysée par le CD73 (figure 6). L’ATP est un DAMP libéré par les 

cellules en nécrose, il est à ce titre hautement inflammatoire et active de nombreuses populations 

immunitaires dont les neutrophiles (Karmakar et al., 2016). A l’inverse, le produit de sa finale dégradation, 

l’adénosine, présente des propriétés immuno-régulatrices. L’adénosine se fixe sur son récepteur, le A2A, sur les 

Teff est inhibe leurs fonctions effectrices (Deaglio et al., 2007). De plus, l’engagement du récepteur A2A sur les 

lymphocytes T favorise la génération de pTreg (Zarek et al., 2008). L’élimination de l’ATP extracellulaire pro-

inflammatoire associée à l’augmentation de la concentration en adénosine inhibitrice fait du couple CD39/CD73 

un acteur important favorisant l’inhibition du processus inflammatoire. 

Enfin, le phénotype du Treg est notamment caractérisé par sa forte expression de CD25, la chaine α du 

récepteur de l’IL-2. Comme la perte du CD25 entraine de sévères syndromes auto-immuns (Sakaguchi et al., 
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1995), il a été proposé que son expression soit nécessaire à l’activité suppressive des Treg. Des expériences in 

vitro ont montré que les Treg reconnaissaient l’IL-2 avec une meilleure affinité que les Teff, limitant l’IL-2 

disponible pour les Teff en fixant la cytokine sur le CD25. L’IL-2 étant un facteur induisant la prolifération des 

Teff, cette compétition favorise l’inhibition de la réponse Teff (de la Rosa et al., 2004). Cependant in vivo, les 

Treg CD25
+
 sont capables d’inhiber une auto-immunité provoquée par des Teff CD25 déficient, indiquant que 

les Teff in vivo ne sont pas dépendant de l’IL-2 pour proliférer, et que la compétition pour cette cytokine n’est 

pas le mécanisme principal d’inhibition de ces derniers (Malek et al., 2002). Ainsi, l’auto-immunité développée 

par l’absence de CD25 n’est pas due à un défaut compétitif pour l’IL-2 mais plutôt à un défaut de l’induction et 

de la stabilité des Treg. Pour l’induction de Treg, nous avons évoqué la nécessité d’une signalisation IL-2 dans la 

différenciation des pTreg (Figure 5), mais il reste à présenter les signaux responsables de la stabilité du lignage 

régulateur au cours du temps. 

Stabilité ou plasticité 

 Dans ce chapitre nous allons détailler le devenir des Treg après leur différenciation et l’activation de 

leurs fonctions suppressives. Plusieurs arguments indiquent que les Treg peuvent acquérir des phénotypes 

différents de celui classiquement décrit et qui à fait l’objet des précédentes descriptions de ce manuscrit. Deux 

concepts étroitement liés, la stabilité et la plasticité, doivent être distingués. La stabilité fait référence à la 

faculté du Treg à maintenir sont potentiel régulateur au cours du temps en condition normale ou 

inflammatoire. La stabilité des Treg est relative à leur capacité à maintenir l’expression de FoxP3. La plasticité 

fait référence à l’évolution du Treg en sous populations lymphocytaires qui, dans certains cas, peut mener à une 

perte de leurs fonctions régulatrices et une modification de leur phénotype. 

 Le déficit en FoxP3 entraîne de sévères réactions auto-immunitaires dues à une inflammation 

incontrôlée, la stabilité du lignage Treg est donc d’une importance capitale. Le premier événement favorisant la 

stabilité de l’expression de FoxP3 est la signalisation du CD25 induite par l’IL-2. L’engagement de l’IL-2 sur le 

CD25 phosphoryle le facteur de transcription STAT-5 qui entraîne la transcription de FoxP3 (Davidson et al., 

2007). Le déficit en CD25, spécifiquement dans les Treg, mène à un phénotype similaire à l’absence de FoxP3 

(Sakaguchi et al., 1995). En effet, les modèles murins n’exprimant pas CD25 présentent un fort déficit en 

nombre des Treg circulants alors que les processus de génération des Treg sont intacts (Furtado et al., 2002). Il 
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existe donc un lien direct entre la signalisation via l’IL-2 et le maintien de la population régulatrice. La source 

principale d’IL-2 favorisant le maintien des Treg sont les Teff activés (Almeida et al., 2006). Ainsi, plus les Teff 

activés sont nombreux plus le rôle de l’IL-2 est important dans le maintien des Treg, or les Treg inhibent les Teff 

et notamment leur production d’IL-2. Cela résulte en un contrôle de l’inflammation et une moindre production 

d’IL-2, limitant par rétrocontrôle le maintien de la population régulatrice. Cette boucle de contrôle entre Treg et 

Teff est largement favorisée par la localisation des Treg dans la zone T des OL-II, en proximité étroite avec les 

Teff (Tadokoro et al., 2006). 

 Un autre signal important dans le maintien de la population régulatrice, est l’engagement continu du 

TCR. Le TCR des Treg est nécessaire à la reconnaissance des antigènes présentés par le CMH des CPA. Nous 

avons vu son rôle dans l’induction des Treg aussi bien dans le thymus qu’en périphérie. Mais d’autres études 

ajoutent que le maintien de la population régulatrice après différenciation est soumise à une activation 

continue par le TCR (Vahl et al., 2014). Dans un modèle murin où le TCR est génétiquement éliminé des Treg 

matures, une diminution drastique du réservoir de Treg est rapidement observée (Vahl et al., 2014). De plus, les 

Treg dépourvus de TCR perdent leur capacité à inhiber les Teff et cela malgré une expression normale des 

molécules associées à la fonction des Treg. Enfin, on notera que, dans ce modèle, la production d’IL-2 est 

normale et ne compense pas la perte du maintien des Treg, soulignant l’importance initiale de la 

reconnaissance continue de l’antigène par les Treg. L’engagement du TCR recrute notamment la protéine 

Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2) qui est un modificateur épigénétique réprimant la transcription de gènes 

cibles par la méthylation des histones. Lors de l’activation des Treg par le TCR, la coopération entre FoxP3 et 

EZH2 permet une inhibition des gènes impliqués dans la répression de l’expression de FoxP3. Ainsi, EZH2 

favorise le maintien de l’expression de FoxP3 lors de l’activation et de la prolifération des Treg induite par la 

stimulation du TCR (DuPage et al., 2015). 

 L’épigénétique est un facteur important dans la stabilisation de l’expression de FoxP3 représenté 

d’abord par l’expression de mircro-ARN qui sont de courtes séquences d’ARN non codantes (20 nucléotides 

environ) capables de diminuer la traduction d’ARN messagers cibles. Certains d’entre eux favorisent l’expression 

de FoxP3 par les Treg. Le miR-155 est préférentiellement exprimé par les Treg comparé aux autres CD4 et inhibe 

l’expression de la protéine « cytokine signaling 1 » (SOCS1), elle-même inhibitrice du facteur de transcription 

STAT5. Comme STAT5 stimule l’expression de FoxP3 suite à une signalisation par l’IL-2, l’inhibition de SOCS1 par 
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le miR-155 favorise l’expression de FoxP3 induite par l’IL-2 (Lu et al., 2009). Une boucle positive pour 

l’expression de FoxP3 est alors mise en place puisque FoxP3 induit l’expression de miR-155. Le miR-126 est aussi 

surexprimé par les Treg et régule l’activité de la voie de signalisation Pi3K/Akt. Cette voie de signalisation 

contrôle directement l’expression de FoxP3 et la perte du miR-126 dans les Treg déstabilise l’expression de 

FoxP3 (Qin et al., 2013). Enfin, le miR-10a est important pour la génération des pTreg en inhibant l’expression 

des facteurs de transcription BCL-6 et Ncor2 caractéristiques des Tfh. Se faisant, miR-10a favorise le lignage 

pTreg en inhibant la différenciation en Tfh (Takahashi et al., 2012). Les miRNA présentés ici sont les mieux 

caractérisés dans le rôle du maintien de l’expression de FoxP3 mais de nombreux autres sont préférentiellement 

exprimés par les Treg et influencent leur fonction ou leur activation (ie : miR-146a, miR-31, etc ...). 

 Des signaux extracellulaires induisant des modifications épigénétiques influencent aussi le maintien 

des Treg. Nous avons évoqué que l’expression de FoxP3 était associée au niveau de méthylation de son 

promoteur, ainsi que des CNS, de telle sorte qu’une déméthylation élevée de ces séquences favorise 

l’expression de FoxP3. Ce niveau particulier de méthylation propre aux Treg est accordée par la stimulation du 

TCR dès la différenciation thymique des lymphocytes T (Ohkura et al., 2012). Cependant, parmi les cellules 

FoxP3
+
 à la sortie du thymus, il est possible de détecter des événements possédant une déméthylation que 

partielle des CNS et du promoteur de FoxP3, liée à une trop faible stimulation du TCR lors de la différenciation 

thymique. Ces tTreg ne possédant pas une empreinte génétique très marquée sont plus susceptibles de perdre 

l’expression de FoxP3 en périphérie et sont donc considérés comme instables (Ohkura et al., 2012). Les pTreg 

peuvent aussi présenter une instabilité de l’expression de FoxP3. Du fait de leur différenciation à partir de 

Tconv, les pTreg nécessitent une déméthylation de leur CNS1 dépendant du TGF-β et de l’IL-2 afin de permettre 

l’expression de FoxP3. Leur origine implique aussi que les pTreg sont souvent associés à une déméthylation 

seulement partielle du CNS2. L’empreinte épigénétique incomplète de la plupart des pTreg leur confère une 

instabilité de leur expression de FoxP3 (Ohkura et al., 2012). Une meilleure stabilité de l’expression de FoxP3 

chez les pTreg est atteignable par une stimulation continue du TCR. Celle-ci induit une déméthylation des 

séquences CNS, y compris le CNS2, octroyant aux pTreg une bonne stabilité de l’expression de FoxP3 (Ohkura et 

al., 2012). Par conséquent, Les modification épigénétiques du promoteur de FoxP3 et des CNS sont fortement 

impliquées dans la stabilité de son expression et peuvent être modifiées, dans une certaine mesure, par les 

signaux du TCR. Nos données récentes indiquent que le TNF-α peut aussi affecter le niveau de méthylation des 
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CNS afin de favoriser l’expression de FoxP3 (Santinon et al., article soumis en révision dans Arthritis 

Rheumatology). 

 Les Treg peuvent donc perdre totalement ou en partie l’expression de FoxP3, reflétant une instabilité 

de ce lignage. Nous pouvons nous demander quel est le devenir de ces cellules dépourvues ou presque de 

l’expression de FoxP3. C’est alors que la stabilité, ou plutôt l’instabilité, des Treg rejoint le concept de plasticité 

puisque plusieurs évidences indiquent que les Treg peuvent perdre leur fonction suppressive pour acquérir des 

capacités effectrices. Par exemple, la déplétion sélective de FoxP3 dans des Treg induit passivement leur 

déviation vers un phénotype Th1 producteur d’IL-2 et d’IFN-γ (Williams and Rudensky, 2007). Similairement, en 

présence d’IL-6 (et en absence de TGF-β), les Treg perdent progressivement l’expression de FoxP3 pour acquérir 

celle de RoRγt. Cela résulte en la perte de leurs fonctions régulatrices en faveur d’une activité effectrice de type 

Th17 (Xu et al., 2007). La conversion de Treg en Th17 a notamment été décrite dans le contexte de la 

polyarthrite rhumatoïde suggérant un rôle pathologique de la dédifférenciation des Treg (Komatsu et al., 2013). 

Certains ont évoqué que ces déviations phénotypiques ne concernent pas tous les Treg mais seulement ceux 

présentant une instabilité de l’expression de FoxP3. Les Treg possédant une méthylation partielle des séquences 

associées à l’expression de FoxP3 sont plus à même d’être convertis en Teff, alors que les Treg avec une forte 

hypométhylation de ces séquences maintiennent leurs capacités suppressives (Miyao et al., 2012). Ainsi, 

l’instabilité du lignage régulateur génère une plasticité des Treg vers les lignages effecteurs. 

 Le concept de plasticité des Treg se complique avec la découverte de populations régulatrices co-

exprimant FoxP3 et des facteurs de transcription associés aux Teff. Selon le contexte inflammatoire, les Treg 

expriment les facteurs de transcription des Th1, Th2 ou Th17, leur permettant de co-localiser avec ces cellules 

et de contrôler l’inflammation in situ. C’est cette faculté d’adaptation qui accorde aux Treg une certaine 

plasticité. En présence d’IFN-γ les Treg expriment, en même temps que FoxP3, le facteur de transcription 

associé aux Th1, T-bet (Koch et al., 2009). L’expression de T-bet dans les Treg favorise l’expression du récepteur 

aux chimiokines CXCR3 responsable de l’adressage des Th1. In vivo, les Treg déficients en T-bet sont incapables 

d’exprimer le CXCR3 et de contrôler une inflammation Th1 spécifique (Koch et al., 2009). Comme les Treg 

déficients en T-bet ne présentent pas d’altération de leurs fonctions effectrices ex-vivo (Bettelli et al., 2004), le 

rôle de T-bet dans les Treg consiste à induire l’expression des récepteurs aux chimiokines des Th1 afin de facilité 

l’inhibition in situ par co-localisation des Treg et des Th1 (Koch et al., 2009). GATA-3, le facteur de transcription 



 58 

associé aux Th2 peut aussi être exprimé par les Treg. Cette expression favorise celle de FoxP3 et les fonctions 

suppressives des Treg déficients en GATA-3 sont diminuées, limitant leur capacité à contrôler l’inflammation 

générée par tout type de Teff (Wang et al., 2011). Cela suggère que l’expression de GATA-3 a un rôle dans le 

maintien de l’expression de FoxP3 en conditions inflammatoires, même celles non orientées Th2. L’ « IFN 

regulatory factor 4 » (IRF4) est aussi un facteur de transcription nécessaire à la différenciation en Th2 (Lohoff et 

al., 2002). IRF4 peut être retrouvé dans les Treg et similairement à T-bet, IRF4 est nécessaire au Treg pour 

contrôler efficacement l’inflammation orientée vers le lignage effecteur correspondant, ici Th2 (Zheng et al., 

2009). Les facteurs de transcription STAT-3 (Mathur et al., 2007) et RoRγT (Figure 5) contrôlent la différenciation 

des Th17. L’IL-10 induit sur les Treg l’expression de STAT-3 favorisant leur expression des cytokines régulatrices 

IL-10 et IL-35 et du récepteur aux chimiokines associé aux Th17, le CCR6 (Chaudhry et al., 2009). A nouveau, 

l’expression de STAT-3 par les Treg favorise leur contrôle des inflammations orientées Th17 (Chaudhry et al., 

2009). L’expression conjointe de FoxP3 et de RoRγt a aussi été décrite chez l’homme et ces cellules conservent 

une activité suppressive tout en produisant des cytokines effectrices (Voo et al., 2009). Finalement, nous 

pouvons évoquer l’existence des lymphocytes T régulateurs folliculaires (Tfr), qui sont des Treg exprimant le 

facteur de transcription BCL-6, caractéristique du lignage Tfh (Chung et al., 2011). BCL-6 induit l’expression du 

CXCR5 permettant aux Treg de co-localiser avec les Tfh au niveau des follicules B des OL-II. Cette localisation 

privilégiée leur octroie la capacité de réguler la formation des centres germinatifs nécessaires à l’activation des 

lymphocytes B (Chung et al., 2011). 

 Il faut cependant évoquer que des études montrent que les cellules co-exprimant FoxP3 et un facteur 

de transcription effecteur sont plus susceptibles de perdre totalement l’expression de FoxP3 au profit d’un 

phénotype effecteur (Xu et al., 2007). En lien avec cela nous pouvons supposer que les Treg exprimant des 

facteurs effecteurs ne représentent qu’un stade intermédiaire lié à l’instabilité du lignage régulateur. 

Néanmoins, les Treg aillant perdu leurs fonctions régulatrices au profit de fonctions effectrices peuvent, dans 

certains cas, retrouver leur potentiel régulateur en présence d’IL-2 et d’une stimulation du TCR (Beriou et al., 

2009). En conclusion, il est difficile de déterminer s’il existe une réelle plasticité du Treg ou si elle n’est que le 

reflet d’une instabilité de l’expression de FoxP3, mais nous pouvons affirmer que les Treg sont capables de 

détecter de nombreux signaux de leur environnement et de répondre en conséquence par des modifications 

épigénétiques, translationnelles et traductionnelles importantes responsables de nouveaux phénotypes.  
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La polyarthrite rhumatoïde 

 Ce travail avait pour but de caractériser l’interaction entre les neutrophiles et les Treg en situation 

normale et au cours de l’inflammation chronique. Nous nous sommes particulièrement intéressés à la 

polyarthrite rhumatoïde (PR), où les neutrophiles et les Treg jouent un rôle prépondérant dans l’initiation et la 

pérennisation de la pathologie. Dans cette pathologie auto-immune, la rupture de la tolérance pour un ou 

plusieurs antigènes du soi est à l’origine d’une inflammation chronique résultant en une hyperplasie synoviale 

et, au final, à la destruction du cartilage et de l’os, jusqu’à une perte de la fonction articulaire. 

Etiologie 

 La PR touche de 0,5% à 1% de la population adulte dont 3 fois plus de femmes que d’hommes. Sa 

prévalence peut varier selon des critères géographiques avec une préférence pour les pays développés comme 

l’Europe du Nord ou l’Amérique du Nord. La probabilité de déclencher une PR augmente avec l’âge et atteint 

son pic chez les femmes de plus de 45 ans, indiquant un rôle encore méconnu des hormones dans l’initiation ou 

le maintien de la pathologie. L’étiologie de la PR est le point le moins bien caractérisé de cette pathologie. Nous 

ne savons pas pourquoi, ni comment, la pathologie se déclenche chez un sujet sain. En revanche, des facteurs 

de prédisposition, des caractéristiques qui favorisent l’apparition de la pathologie, ont été largement identifiés. 

 En premier lieu, certains auto-anticorps, en particulier le facteur rhumatoïde (FR) et les anticorps anti-

protéines citullinées (ACPA), sont présents chez un grand nombre de patients atteints de PR. Environ 70% des 

patients présentent le FR et autant des ACPA. Si le FR peut être retrouvé dans d’autres maladies, la présence 

d’ACPA est fortement associée à la PR  (Nishimura et al., 2007). Le FR reconnait les parties constantes d’autres 

anticorps, ce qui entraine la formation de complexes immuns multimériques susceptibles d’activer des 

populations immunitaires comme les macrophages ou les neutrophiles. Dans la PR, une partie des anticorps 

reconnus par le FR sont les ACPA, des auto-anticorps qui reconnaissent une modification post-traductionnelle 

des protéines appelée citrullination. Le phénomène de citrullination est tout à fait physiologique et contrôle 

l’adressage ou la fonction de diverses protéines du soi telles que le collagène, la vimentine ou les histones 

(Zhang et al., 2016). Ce processus est principalement régulé par deux enzymes, les peptidyl-déaminase 4 et 2 
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(PAD4 et PAD2), et normalement toléré par le système immunitaire. Cependant, il a été proposé que 

l’apparition d’ACPA associés au FR puisse entrainer la formation de complexes auto-immuns activateurs du 

système immunitaire et, ainsi, déclencher la PR chez l’homme (Sokolove et al., 2014). Cette hypothèse est à 

tempérer par le fait que les ACPA ne sont pas forcément associés aux FR. De plus, l’apparition d’ACPA peut avoir 

lieu des années avant le déclenchement de la pathologie sans pour autant induire de symptômes, indiquant 

l’existence d’autres événements déclencheurs (van de Stadt et al., 2011). Notons également que la PR peut se 

développer en abscence d’ACPA, même si certains suggèrent que la PR ACPA
 
négative représente une entité 

différente. Enfin, les mécanismes induisant l’apparition des ACPA, et donc de rupture de la tolérance, restent 

incertains. 

 La PR est fortement associée au fond génétique puisqu’il a été estimé que plus de 50% du risque de 

déclencher la pathologie peut être attribué à des facteurs génétiques (van der Woude et al., 2009). Grâce à des 

études à large échelle basées sur le séquençage du génome (Genome Wide Association study ou GWAS) de 

patients PR, plusieurs mutations ont été préférentiellement retrouvées chez les patients comparés à des 

donneurs sains (BIRAC Consortium et al., 2010). Les mutations ciblent largement les cytokines du système 

immunitaire comme les gènes du CCL21, CCR6, IL-6 ou IL-2. Cependant, aucune étude fonctionnelle ne propose 

d’explications quant au rôle de ces mutations sur le système immunitaire ou dans le déclenchement de la PR. 

Par contre, deux sites de mutation localisés sur les gènes du CMH (Hill et al., 2003) et sur  la phosphatase 

PTPN22 (Chang et al., 2016) ont été plus amplement détaillées. Les molécules de CMH (« Human leukocyte 

antigen » ou HLA chez l’homme) sont codées par au moins 14 gènes différents et chaque individu présente 

plusieurs versions ou haplotypes de ces molécules (la moitié des haplotypes sont hérités du père et l’autre de la 

mère). Ceci créé une grande diversité de sous types de ces molécules dans la population. Des études datant de 

plus de 30 ans avaient déjà mis en évidence l’existence de plusieurs haplotypes des HLA DR4 et DR1 

particulièrement retrouvés chez les patients PR. Une hypothèse propose qu’il existe un épitope partagé par les 

molécules de HLA conférant une susceptibilité à la PR (Gregersen et al., 1987). La présentation préférentielle 

d’un peptide du soi à cause du polymorphisme des molécules du HLA pourrait en effet mener à une rupture de 

la tolérance et l’induction d’une inflammation auto-immune. Il a été proposé que les molécules modifiées post-

traductionnellement par citrullination, cibles des ACPA, étaient préférentiellement présentées par les molécules 

de HLA DR4 et DR1 (Hill et al., 2003; Scally et al., 2013). Pour conforter cette hypothèse, l’injection de peptides 
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citrullinés dans des souris transgéniques exprimant le DR4 induit une arthrite sévère (Hill et al., 2008). 

Cependant, d’autres ne confirment pas l’association entre les molécules de HLA et les peptides citrullinés 

(Sidney et al., 2017), suggérant que ce mécanisme ne doit pas être la cause de la plupart des PR. De plus cette 

théorie n’explique pas l’apparition de la pathologie chez les patients ne possédant pas les allèles de 

susceptibilité du HLA. Parallèlement aux molécules de HLA, la mutation perte de fonction de la PTPN22 a été 

caractérisée comme facteur de prédisposition de la PR et est aussi en relation avec les peptides citrullinés 

(Chang et al., 2016). La phosphatase PTPN22 interagit avec la PAD4 et inhibe sont activité de citrullination, 

diminuant ainsi la quantité de molécules potentiellement cibles des ACPA (Chang et al., 2015). Or, parmi les 

patients PR, une plus large proportion d’individus porte cette mutation et il a été proposé que cela engendre 

une plus forte quantité de peptides citrullinés dans la circulation, pouvant expliquer la perte de la tolérance 

observée dans la PR. Cette hypothèse à l’avantage de faire le lien avec d’autres facteurs de prédisposition que 

sont les ACPA et les molécules de HLA DR4/DR1. Cependant, à nouveau, la mutation n’est pas nécessaire au 

développement de la maladie mais n’est qu’un facteur aggravant de plus. 

 En lien avec les polymophismes génétiques, des modifications épigénétiques caractéristiques des 

patients PR ont été mises en évidence. Par exemples, les fibroblastes synoviaux des articulations de patients 

présentent une plus forte hypométhylation de certains gènes associés à la migration, la transmigration et 

l’interaction avec le matrice extracellulaire (Nakano et al., 2013). Plus intéressant encore, chez les patients PR, 

les Treg présentent une hyperméthylation de certains gènes responsables de leur fonction, inhibant leur 

transcription (Cribbs et al., 2014). Par ailleurs, l’expression de certains micro-ARN comme le mir155 est très 

élevée chez les patients (Li et al., 2013) et dans des modèles murins de PR (Blüml et al., 2011). Son expression 

favorise la production de cytokines inflammatoires délétères dans la PR comme le TNF-α et l’IL-1β. Ces 

données, parmi d’autres, suggèrent un profil épigénétique particulier des populations cellulaires impliquées 

dans la physiopathologie de la PR. Cependant, l’implication de ces modifications dans les mécanismes 

physiopathologiques de la PR n’est pas élucidée. Il reste notamment à déterminer si ces modifications 

épigénétiques sont à l’origine du déclenchement de la maladie ou si elles ne sont que la conséquence de la 

mise en place de la pathologie. 

 Les facteurs de prédisposition à la PR les mieux identifiés sont des facteurs environnementaux. Tout 

d’abord, le tabagisme augmente significativement le risque de déclencher une PR (Silman et al., 1996). Un 
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mécanisme possible d’action est l’augmentation du taux de peptides citrullinés après exposition au tabac 

(Bidkar et al., 2016). En lien avec les modifications épigénétiques présentées dans le paragraphe précédent, la 

fumée de cigarette induit aussi d’importantes modifications dans l’expression génique des fibroblastes 

synoviaux (Engler et al., 2014). Parmi les autres causes environnementales nous pouvons évoquer l’exposition à 

certains agents pathogènes. Il a été montré que l’infection par Porphyromonas gingivalis, une bactérie des 

muqueuses orales responsable de périodonties, aggrave la pathologie dans des modèles murins (Jung et al., 

2017). De même, l’infection par P.gingivalis est un facteur de prédisposition à la PR et certains traitements 

contre cette bactérie induisent une diminution du taux d’ACPA dans le sang, améliorant indirectement l’état des 

patients (Okada et al., 2013). Un mécanisme possible implique une protéine bactérienne analogue de la PAD 

qui pourrait être à l’origine d’une citrullination excessive des protéines du soi. Cette source importante d’auto-

antigènes associée à l’inflammation générée par le LPS de P. gingivalis pourrait être à l’origine de lymphocytes T 

auto-réactifs spécifiques des résidus citrulline et subséquemment de lymphocytes B producteurs d’ACPA. Par 

exemple, la majorité des patients atteints de PR et de périodontie possèdent des anticorps spécifiques pour 

l’enolase de P.gingivalis. Or ces anticorps réagissent également avec l’α-enolase peptide 1 citrullinée humaine 

qui est abondamment retrouvée dans les articulations (Lundberg et al., 2008). Ainsi, la mise en place de la 

réponse immunitaire contre P.gingivalis pourrait être à l’origine de l’inflammation auto-immune ciblant les 

articulations des patients atteints de PR. Similairement, une réaction immunitaire contre l’Epstein-Barr virus 

(EBV) pourrait favoriser la génération d’auto-anticorps spécifique de la PR. Bien que L’EBV soit présent chez la 

majorité de la population adulte mondiale, la plupart du temps sous forme latente, sa charge virale est bien 

supérieure chez les patients souffrant de PR que chez le reste de la population (Lünemann et al., 2008). Il a été 

montré que des anticorps spécifiques pour le « Citrulinated Epstein Barr Virus Nuclear antigen 1 » pouvaient 

réagir avec le fibrinogène citrullinée, un composant de la matrice des articulations (Pratesi et al., 2006). Ces 

résultats suggèrent que la réponse immunitaire montée contre l’EBV, associée à une forte activité de 

citrullination, pourrait être à l’origine du déclenchement de la PR. Là encore, il n’existe pas de preuves formelles 

de ces mécanismes mais seulement des corrélations indiquant que les personnes infectées par EBV ou 

P.gingivalis sont des populations à risque pour le déclenchement de la PR. 
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 La multitude de facteurs de prédisposition évoquée fait de la PR une pathologie multifactorielle et est 

à l’origine de l’identification de plusieurs types de PR. On constate notamment qu’il y a des patients ACPA
+
 et 

d’autres ACPA
-
 (van der Woude et al., 2009). 

La physiopathologie de la PR 

 Bien que les mécanismes déclencheurs de la PR ou les auto-antigènes cibles soient inconnus, nous 

savons que cette pathologie est due à une inflammation articulaire, suite à une activation excessive des cellules 

de l’immunité. Cela peut induire une destruction du cartilage puis de l’os. 

 Quatre types cellulaires non immunitaires sont responsables de l’intégrité articulaire, ce sont les 

fibroblastes synoviaux (FLS), les chondrocytes, les ostéoblastes et les ostéoclastes. Leur dérégulation induite par 

l’inflammation articulaire est la principale cause de la destruction tissulaire. Les FLS forment la membrane 

synoviale, une couche cellulaire de protection qui recouvre l’intérieur de l’articulation. La membrane synoviale 

est tapissée d’une couche liquide favorisant la mobilité de l’articulation appelée liquide synovial. Dans la PR, la 

membrane et le liquide synovial sont envahis par les neutrophiles, des monocytes, des lymphocytes T et des 

lymphocytes B. Les FLS de patients présentent un phénotype aberrant induisant une mobilité accrue et une 

perte de leur cohésion, déstabilisant la structure de la membrane synoviale. De plus, les FLS produisent des 

cytokines inflammatoires favorisant le recrutement des ces cellules immunitaires (Bradfield et al., 2003) et 

créent un environnement favorisant la survie des ces cellules (Filer et al., 2006). De façon intéressante, la 

mobilité accrue des FLS de patients confère à ces cellules la capacité de migrer vers d’autres articulations, 

favorisant la dissémination des atteintes articulaires à plusieurs articulations (Lefèvre et al., 2009). Les FLS 

aggravent ainsi l’inflammation articulaire mais peuvent aussi participer directement aux dommages tissulaires. 

Ces cellules produisent des métalloprotéinases matricielles (MMP) qui ont pour cible la matrice de collagène 

constituant le cartilage. Les FLS induisent ainsi une dégradation du cartilage chez les patients PR. Le cartilage 

n’est pas seulement constitué d’une matrice, mais aussi de cellules, les chondrocytes. Le milieu inflammatoire 

des articulations de patients atteints de PR est riche en IL-1β qui entraîne l’apoptose des chondrocytes (Yang et 

al., 2016b) ou en IL-17 qui inhibe leur différenciation (Kondo et al., 2013), parachevant la destruction du 

cartilage, dernière protection avant l’exposition de l’os. Dans l’os en situation non pathologique, il existe une 

constante formation et déformation du tissu osseux. Cet équilibre est assuré par deux types cellulaires, les 
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ostéoclastes et ostéoblastes. Les ostéoblastes sont responsables de la régénération osseuse en fabriquant du 

tissu alors que les ostéoclastes contrebalancent l’activité des ostéoblastes en dégradant le tissu osseux 

superficiel. Le « Receptor activator of nuclear factor κ B ligand » (RANKL) est une molécule cruciale dans 

l’intégrité osseuse puisque inductrice de la différenciation des ostéoclastes et donc de la résorption osseuse. 

Dans la PR, les cytokines inflammatoires produites dans l’articulation, principalement l’IL-17 (Sato et al., 2006), 

l’IL-1β (Zwerina et al., 2007), et le TNF-α (Lam et al., 2000), entraînent un érosion osseuse en induisant la 

production de RANKL par les FLS et en rendant les précurseurs ostéoclastogéniques plus sensibles au RANKL. La 

relation entre PR et ostéoblastogénèse quant à elle est bien moins caractérisée, mais nous savons que, 

contrairement à d’autres pathologies articulaires, il n’existe pas de phénomène de réparation osseuse dans la 

PR, rendant les lésions créées définitives. Il est probable que l’activité des ostéoblastes soit inhibée ou que 

l’inflammation excessive active les ostéoclastes de telle façon que la balance entre génération et dégradation 

osseuse penche largement en leur faveur. La dégradation progressive et irréversible du cartilage et de l’os des 

articulations est au cœur de la physiopathologie de la PR en provoquant une diminution de la mobilité des 

patients. 

 L’activité des cellules composant l’articulation (FLS, chondrocytes et ostéoclastes) est ainsi largement 

influencée par l’infiltration en cellules immunitaires. Les lymphocytes B (LB) font partie de ces cellules. La 

déplétion des LB dans des modèles d’arthrite comme chez des patients traités par un anticorps anti-CD20, 

atténue les symptômes de la pathologie, indiquant un rôle important de ces cellules dans la physiopathologie 

de la PR (Edwards et al., 2004). Ce rôle n’est pas clairement élucidé mais peut faire intervenir une production 

cytokinique ou leur capacité de présentation antigénique. Nous avons évoqué le rôle des auto-anticorps comme 

cause potentielle du déclenchement de la PR, mais les LB sont de faibles producteurs d’anticorps, c’est à au 

stade de différenciation en plasmocyte que la production d’anticorps devient vraiment intense. Les plasmocytes 

se localisent dans les articulations de patients et produisent in situ de grandes quantités d’auto-anticorps de 

type ACPA et FR. Les auto-anticorps sont essentiellement de classe IgG, mais au cours de la pathologie il est 

possible de détecter les classes IgM et IgA qui participent également aux dommages causés par la PR. En 

premier lieu, la reconnaissance de la vimentine citrullinée par les ACPA favorise la différenciation des 

ostéoclastes, entraînant la résorption osseuse (Harre et al., 2012). Ensuite, les complexes auto-immuns 

permettent l’initiation de la cascade du complément. Cette suite de réactions enzymatiques mène à la 
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libération des protéines du complément C1q, C3a et C5a, capables d’activer plusieurs types de cellules 

immunitaires comme les neutrophiles, les mastocytes ou les macrophages (Chen et al., 2007; Ribon et al., 

2019). Enfin, les complexes auto-immuns solubles forment des structures d’activation directe pour les 

neutrophiles et les macrophages. Ces cellules possèdent des récepteurs pour les fractions constantes des 

anticorps, les FcR, qui reconnaissent les auto-anticorps des complexes auto-immuns. Suite à cette 

reconnaissance, c’est l’agrégation des FcR à la surface des cellules qui induit un signal activateur. 

 La reconnaissance des complexes auto-immuns est le principal mode d’activation des macrophages. 

Comme dans tout processus inflammatoire, les articulations des patients PR sont infiltrées par des monocytes 

qui, sous l’influence de facteurs de croissance, se différencient in situ en macrophages. Le principal facteur de 

différenciation macrophagique est le « granulocyte-macrophage colony-stimulating factor » (GM-CSF) qui est 

fortement concentré dans les articulations de patients. L’importance de la population macrophagique dans la 

physiopathologie de la PR est identifiable par le fait que les modèles murins de PR sont protégés de l’arthrite en 

absence de GM-CSF (Campbell et al., 1998). Dans la membrane synoviale, les macrophages présentent un 

phénotype activé de type M1 et produisent les molécules inflammatoires et ostéoclastogéniques IL-1β et TNF-α 

(Sun et al., 2017). Ainsi, les macrophages synoviaux favorisent le maintien du statut inflammatoire de 

l’articulation et les dommages qui en résultent. 

 Enfin, un infiltrat de lymphocytes T, essentiellement de type Th1 et Th17, est détectable dans le liquide 

synovial des patients PR (Liu et al., 2015). La réponse T est soutenue par la présence de molécules de 

présentation et de signaux de costimulation sur les macrophages, les cellules dendritiques (Lebre et al., 2008), 

les lymphocytes B ou les neutrophiles. L’importance de stimulation des lymphocytes T dans la PR est révélée 

par l’efficacité de certains traitements bloquant les signaux de costimulation (abatacept). Les TH1 sont 

producteurs d’IFN-γ et d’IL-2, stimulant respectivement les cellules myéloïdes et les lymphocytes. Les TH17 sont 

essentiellement producteurs de la cytokine IL-17, décrite notamment comme ostéoclastogénique et inhibitrice 

de la différenciation des chondrocytes. De plus, l’infiltrat lymphocytaire T favorise la génération de structure 

ectopiques responsables de l’activation et de la différenciation des LB directement dans l’articulation (Humby et 

al., 2009). L’infiltrat lymphocytaire dans la PR agit donc sur plusieurs cibles pour entretenir l’inflammation, 

participer à l’érosion osseuse et stimuler les autres populations immunitaires. 
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 En résumé, de nombreuses populations immunitaires activées infiltrent la membrane synoviale pour 

entretenir une inflammation locale. Les cellules immunitaires induisent la destruction du cartilage et l’érosion 

osseuse soit directement soit par le biais de cytokines inflammatoires affectant le comportement des FLS, des 

chondrocytes et ostéoclastes (IL-17, le TNF-α ou l’IL-1β). Un dernier facteur crucial dans la physiopathologie de 

la PR est la présence d’auto-anticorps de type ACPA et FR. Comme nous allons à présent le développer, deux 

autres populations cellulaires, les neutrophiles et les Treg, sont présentes dans les articulations de patients 

atteints de PR et ont été les sujets principaux de cette étude. 

Les neutrophiles dans la PR 

 Les neutrophiles représentent la majorité des cellules recrutées dans les articulations des patients PR 

et peuvent représenter jusqu’à 80% des cellules immunitaires infiltrées dans le liquide synoviale ou la 

membrane synoviale. Cette prévalence est conditionnée par la forte expression de l’IL-17 par les Th17 qui induit 

le recrutement des neutrophiles (Ruddy et al., 2004) et stimule la granulopoièse (Schwarzenberger et al., 2000). 

A cela s’ajoute une augmentation de la survie, et donc de la durée de vie des neutrophiles, permise par 

l’environnement hypoxique de l’articulation inflammatoire (Cross, 2006). Leur prévalence et le constant 

recrutement des neutrophiles dans l’articulation des patients en fond un acteur principal de la destruction 

articulaire. 

 Une fois dans l’articulation, les neutrophiles présentent un phénotype inflammatoire très activé, et leur 

stimulus principal est la reconnaissance des complexes auto-immuns par leur FcR (Robinson et al., 1994) mais 

peuvent aussi être activés par des DAMPS libérés lors de la destruction tissulaire. Pour être sensibles à 

l’activation par les FcR, les neutrophiles subissent une étape de sensibilisation (« priming ») provoquée par des 

molécules inflammatoires comme le TNF-α et le GM-CSF (Robinson et al., 1994), très concentrées dans les 

articulations de patients. En effet, les neutrophiles de patients PR présentent une sensibilisation et sont alors 

plus facilement activables que des neutrophiles de donneurs sains (Eggleton et al., 1995). Les complexes auto-

immuns solubles sont reconnus par le FcγRIII mais les neutrophiles peuvent aussi reconnaître par le FcγRII les 

auto-anticorps liés au cartilage. La reconnaissance de complexes auto-immuns induit une dégranulation des 

neutrophiles et la libération de ROS qui est potentialisée par la sensibilisation. Les ROS sont des molécules 

hautement réactives avec un fort potentiel cytotoxique. L’activité des ROS altère l’adhérence des chondrocytes 
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(Clancy et al., 1997), mais aussi dégrade directement la matrice extracellulaire du cartilage (Rees et al., 2004). 

Lors de la dégranulation, les protéines granulaires NE, cathepsin G et gélatinase sont libérées dans le milieu 

articulaire. La NE et la cathepsine G participent à l’inflammation en activant l’IL-33 par la clivage de son 

précurseur (Lefrancais et al., 2012). De plus, la NE, la cathepsin G et la gélatinase endommagent directement le 

cartilage en dégradant la matrice de collagène (Janusz and Doherty, 1991; Van Den Steen et al., 2002). La 

dégranulation et la production de ROS bénéfiques lors de la lutte contre des agents pathogènes, se retrouvent 

ainsi délétères dans le contexte de la PR où leur production aggrave les dommages tissulaires. 

 Dans la PR, les neutrophiles présentent des activités non classiques. Par exemple, les neutrophiles sont 

producteurs de molécules médiatrices envers les autres populations impliquées dans la pathologie. Par 

l’expression de RANKL induite après activation via de l’ADN mitochondrial (Contis et al., 2017), les neutrophiles 

induisent la différenciation des ostéoclastes responsables de l’érosion osseuse (Chakravarti et al., 2009), ou 

encore par l’expression de BAFF les neutrophiles stimulent la différenciation des LB en cellules productrices 

d’auto-anticorps (Assi et al., 2007). Comme les autres populations immunitaires infiltrées, les neutrophiles 

participent à la pérennisation de l’inflammation, notamment par l’expression de TNF-α membranaire délétère 

dans la PR (Wright et al., 2011) ou la production d’IL-8, impliquée dans le recrutement de nouveaux 

neutrophiles. De plus, les neutrophiles de patients PR expriment le CMH-II et présentent des antigènes aux 

lymphocytes T CD4
+
 (Cross et al., 2003). Le contexte particulier de la PR peut même induire une trans-

différenciation des neutrophiles en cellules de type cellule dendritique capable d’activer les lymphocytes T 

(Iking-Konert, 2005). 

 Une dernière fonction des neutrophiles est impliquée dans la physiopathologie de la PR, c’est la NETose 

suicidaire. Les neutrophiles de patients atteints de PR se caractérise par une NETose spontanée élevée 

(Khandpur et al., 2013), de plus, le sérum comme le liquide synovial ou les auto-anticorps de patients induisent 

la NETose. Cette induction est dépendante du TNF-α et de l’IL-17, fortement exprimées dans les articulations 

des patients. Le processus de NETose implique une décondensation de la chromatine régulée en partie par les 

enzymes PAD (PAD4 principalement chez les neutrophiles). Les PAD ont pour fonction enzymatique de 

citrulliner les protéines et en particulier les histones complexées à l’ADN et c’est cette activité de déimination 

qui participe à la décondensation puis la NETose. Or, lors du processus de NETose, l’ADN emporte avec lui des 

protéines neutrophilaire et donc aussi des protéines citrullinées par les PAD. Ainsi, les NET ont été proposés 
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comme source importante de protéines citrullinées et comme une cible potentielle des ACPA (Khandpur et al., 

2013). En outre, les NET augmentent la production de cytokines proinflammatoires par les FLS comme l’IL-6 et 

l’IL-8. De même, nous avons récemment montré que les NET sont reconnus par les ACPA et qu’ils ont une 

activité pro-inflammatoire sur les neutrophiles et les macrophages au repos (Ribon et al., 2019). A l’instar des 

autres capacités effectrices des neutrophiles, la NETose favorise le développement de la PR. 

 Dans la PR les neutrophiles sont amorcés par les cytokines inflammatoires et activés par les complexes 

auto-immuns. Bien qu’aucun agent pathogène ne soit présent, les neutrophiles mettent en jeu leurs fonctions 

effectrices de NETose, de dégranulation, de production de ROS et de libération de cytokines qui, sur la durée, se 

montrent délétères pour l’environnement articulaire. L’importance de cette population dans la 

physiopathologie est démontrée par le fait que des souris sont protégées contre le développement d’arthrite 

dans un modèle de PR en absence de neutrophiles (Wipke and Allen, 2001). Bien que ces données indiquent un 

rôle délétère important, peu d’études s’intéressent à un potentiel rôle bénéfique des fonctions régulatrices des 

neutrophiles. Par exemple, bien que les ROS favorisent la dégradation du cartilage, ils ont aussi des propriétés 

inhibitrices envers les lymphocytes T (Pillay et al., 2012). Cet effet antagoniste des ROS peut expliquer l’échec 

des thérapies basées sur des antioxydants dans la PR (Edmonds et al., 1997; Jaswal et al., 2003). Similairement, 

des résultats récents produits dans notre équipe confirment le rôle délétère des NET dans la PR mais indiquent, 

en même temps, un potentiel anti-inflammatoire de ces structures selon le type cellulaire ciblé et son niveau 

d’activation (Ribon et al., 2019). Des études approfondies sur le double jeu des neutrophiles pourraient ainsi 

expliquer l’échec d’autres thérapies ciblant des fonctions ou des populations considérées uniquement 

proinflammatoires. 

Les Treg dans la PR 

 Le rôle principal des Treg est de maintenir la tolérance vis-à-vis des antigènes du soi. Ils sont de plus 

responsables du contrôle de la réponse inflammatoire. Ces fonctions sont altérées chez les patients atteints de 

PR. Plusieurs modèles murins de PR indiquent que le transfert de Treg améliore les symptômes et que, à 

l’inverse, la déplétion de cette population aggrave la pathologie (Morgan et al., 2005). En situation non 

pathologique, les Treg inhibent la différenciation ostéoclastique par l’expression de CTLA-4 ou la sécrétion de 

TGF-β (Kim et al., 2007; Zaiss et al., 2007). A ce titre, parmi les effets bénéfiques du transfert de Treg chez la 
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souris arthritique, une diminution de la résorption osseuse a été observée (Zaiss et al., 2010). Via plusieurs 

mécanismes inhibiteurs dont l’expression de CTLA-4, les Treg inhibent aussi l’activation des lymphocytes T et B, 

directement ou en contrôlant la présentation antigénique (Figure 6). Dans la PR, même si plusieurs études 

présentent des résultats contradictoires quant à la quantité de Treg présents dans le sang de patients, il est 

plutôt admis que leur nombre n’est pas modifié dans le sang et augmenté dans le liquide synovial mais que leur 

fonctions est bien altérée dans les deux compartiments (Cao et al., 2004). Le recrutement des Treg dans les 

articulations des patients ne suffit pas à contrôler l’inflammation à cause d’une capacité suppressive amoindrie. 

 Plusieurs arguments indiquent que les capacités régulatrices des Treg sont altérées dans la PR. En 

premier lieu, le milieu inflammatoire composant le liquide synovial possède des propriétés inactivatrices pour 

les Treg (Herrath et al., 2011). Le liquide synovial est riche en cytokines inflammatoires et, certaines équipes, 

ont avancé un rôle du TNF-α comme inhibiteur des Treg par l’augmentation de l’activité de la protéine kinase C 

thêta (PKC-θ) (Zanin-Zhorov et al., 2010). De plus, dans la PR, le TNF-α pourrait inhiber l’action des Treg en 

induisant la déphosphorylation de FoxP3 (Nie et al., 2013) et l’utilisation d’un traitement bloquant l’activité du 

TNF-α restaure les capacités suppressives des Treg (Nadkarni et al., 2007). Cependant, et de manière plus 

généralement admise, d’autres études indiquent un rôle bénéfique du TNF-α, plus précisément du TNF-α 

membranaire, dans la fonction des Treg (Nguyen and Ehrenstein, 2016). Les Treg expriment des quantités 

élevées du récepteur de type 2 du TNF (TNFR2) et le rôle du TNFR2 dans la réponse des Treg au TNF-α, en 

particulier en condition inflammatoire, fait l’objet d’une étude en lien avec ce travail de thèse (Santinon et al., 

article en révision). L’IL-6 présent dans les articulations de patient influence aussi la fonction des Treg en 

diminuant leur potentiel régulateur et celui-ci peut être restauré par un traitement dirigé contre l’IL-6 (Thiolat 

et al., 2014b). Par ailleurs, parmi les gènes de susceptibilité favorisant l’apparition de la PR, un variant du CTLA-

4, une molécule largement impliquée dans les mécanismes de suppression exercés par les Treg, est plus 

fréquemment détectable chez les patients que dans le reste de la population. Ceci suggère un rôle de cette 

molécule dans la pathologie (Plenge et al., 2005). En effet, même parmi les patients ne possédant pas le variant 

délétère, les Treg présentent une expression faible du CTLA-4 et ce défaut est associé à une diminution des 

capacités suppressives des Treg de PR envers les Teff (Flores-Borja et al., 2008). Une diminution de l’expression, 

et donc de l’activité de la molécule CTLA-4, est fréquemment associée à la PR et il est probable que certains 

variants favorisent cette chute d’expression et ainsi le développement de la pathologie. L’incapacité des Treg à 
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contrôler la réponse T dans la PR est accentuée par une résistance des Teff à la suppression. Cette résistance est 

conférée par le milieu articulaire riche en IL-6 et en TNF-α qui active de façon excessive la protéine kinase B 

(PKB) dans les Teff (Wehrens et al., 2011). Ainsi, malgré leurs nombreux mécanismes inhibiteurs, les Treg 

échouent à contrôler la réponse immunitaire générée lors de la PR. Ce défaut est causé par des évènements 

génétiques ou liés à l’environnement articulaire inflammatoire. 

 En plus de capacités suppressives amoindries, le phénotype des Treg de patients est instable. Plusieurs 

contextes inflammatoires peuvent favoriser une instabilité de l’expression de FoxP3 au profit de fonctions 

effectrices pathogènes (Zhou et al., 2009). Dans le contexte de la PR, le transfert de Treg chez la souris 

arthritique induit une conversion des Treg en Th17 arthritogéniques, limitant l’effet bénéfique du transfert des 

cellules régulatrices (Komatsu et al., 2013). La conversion des Treg en cellules effectrices proches des Th17 

(exFoxP3Th17) puis leur accumulation dans le liquide synovial est dépendante de l’IL-6 produite par les FLS. Il 

existe donc une différence importante entre les Treg transférés dans cette expérience et ceux dont le transfert 

inhibe efficacement l’arthrite, sans générer d’exFoxP3Th17 (Morgan et al., 2005). Les exFoxP3Th17 proviennent 

de Treg instables, et se différencient préférentiellement à partir des Treg exprimant faiblement CD25, si bien 

que le transfert sélectivement des cellules exprimant faiblement CD25 n’a pas d’effet protecteur sur l’arthrite 

mais, au contraire, aggrave l’inflammation par leur conversion en exFoxP3Th17 (Komatsu et al., 2013). Les Treg 

exprimant faiblement CD25 sont plus vraisemblablement originaires des pTreg mais cette hypothèse reste à 

être vérifiée. Les exFoxP3Th17 ont un profil d’expression unique, différent des Th17 classiques ou des Treg. En, 

particulier, ces cellules expriment RANKL, et stimulent l’ostéoclastogénèse (Komatsu et al., 2013). La conversion 

des Treg en exFoxP3Th17 arthritogéniques participe donc au maintien du statut inflammatoire des articulations 

et à l’érosion osseuse. 

 Le rôle de Treg dans la PR est de contrecarrer l’excessive inflammation auto-immune articulaire. 

Cependant, une combinaison de facteurs génétiques combinés à un environnement articulaire inflammatoire 

empêche les Treg d’effectuer leur rôle régulateur. De surcroit, les Treg infiltrés étant plus instables du fait de cet 

environnement, ont tendance à se convertir en cellules effectrices hautement arthritogéniques. En résumé, non 

seulement les Treg sont incapables de résoudre l’inflammation dans la PR mais participent aussi directement 

aux atteintes articulaires. Les caractéristiques respectives des Treg et des neutrophiles ainsi que leur implication 

dans la PR sont résumés en figure 7. 
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La clinique 

 La PR est une maladie auto-immune inflammatoire chronique qui touche plusieurs articulations sur un 

mode bilatéral et symétrique (petites et moyennes articulations de préférence). La maladie se complique 

souvent d’une destruction articulaire responsable d’un handicap important. 

 Les patients atteints de PR présentent des articulations douloureuses, gonflées et enraidies, ainsi 

qu’une concentration en protéine C réactive (CRP) élevée et une vitesse de sédimentation des érythrocytes (VS) 

importante témoignant d’une inflammation systémique. Le diagnostic de la PR se fait sur des critères cliniques 

mais également biologiques afin d’éliminer les diagnostiques différentiels (lupus, rhumatisme psoriasique etc..) 

La classification de la PR repose sur la caractérisation du nombre et du type d’articulations touchées, la 

présence d’anticorps (FR et ACPA), le syndrome inflammatoire biologique (CRP ou VS) et la durée des 

symptômes (tableau 1). Ces recommandations pour l’identification la plus rapide possible des patients PR ont 

Figure 7 : Caractéristiques principales des neutrophiles et des Treg en condition normale et dans la 
polyarthrite rhumatoïde (PR). 
Dans la PR, les neutrophiles sont fortement recrutés et activés dans les articulations. Ils ont 
essentiellement un rôle délétère bien que leurs fonctions suppressives dans ce contexte n’ont jamais été 
étudiées. Les Treg quant à eux devraient être bénéfiques dans la PR, mais leurs fonctions régulatrices sont 
diminuées et leur stabilité est compromise. 
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été établies par une association entre l’« American college of rheumatology » (ACR) et l’ « European leaugue 

Against Rheumatism » (EULAR) (Aletaha et al., 2010).  

 L’atteinte principale et la plus handicapante des patients atteints de PR réside en l’érosion osseuse et la 

destruction du cartilage. Des techniques d’imagerie avancée permettent de détecter et de définir l’ampleur des 

dommages articulaires. Les radiographies conventionnelles ou informatisées permettent d’observer les 

articulations des patients et de suivre l’évolution de la destruction articulaire. Ces techniques sont utilisées pour 

assurer le diagnostic mais surtout pour évaluer l’efficacité d’un traitement sur la destruction osseuse, la 

principale manifestation de la PR qui doit être contrôlée (Bruynesteyn, 2004). Plus le diagnostic de la PR est 

établis rapidement, plus la destruction articulaire peut être contrôlée efficacement. Face à cet enjeu, des 

techniques de haute résolution comme l’ultrasonographie ou l’imagerie par résonnance magnétique (IRM) ont 

Tableau 1 : Critères de classification de la polyarthrite rhumatoïde (PR) établis par l’« American College of 
Rheumatology/European League Against Rheumatism » en 2010. 
*Les diagnostics différentiels incluent le lupus érythémateux systémique, arthrite psoriasique et la goute. **Les 
grandes articulations comprennent les épaules, les coudes,les hanches,les genoux et les chevilles alors que les 
petites articulations font références aux phalanges des doigts et aux poignets. ***Une sérologie négative indique 
un dosage des anticorps sous le seuil normal, une sérologie faible comprend des dosages ≤3 fois la normale et 
une sérologie forte correspond à des dosages >3 fois la normale. FR: facteur rhumatoïde; ACPA: Anticorps anti-
protéines citrullinés; CRP: protéine C réactive; VS: vitesse de sédimentation.  
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été mises en application pour l’observation de la PR. L’ultrasonographie possède l’avantage d’être relativement 

peu onéreuse et accessible pour les services de rhumatologie. De plus, cette technique permet de détecter les 

phénomènes inflammatoires comme des synovites, ce qui n’est pas le cas de la radiographie (Chauvin and 

Doria, 2017). La MRI est la technique la plus résolutive dans le but de détecter les érosions osseuses des 

patients souffrant de PR, avant même qu’elles ne soient détectables par radiographie (Hetland et al., 2009). 

Comme l’ultrasonographie la MRI peut détecter les phénomènes inflammatoires mais comporte un coût de 

fonctionnement très élevé et n’est pas accessible facilement. De façon intéressante, certaines études proposent 

que le MRI soit capable de prédire l’apparition d’une arthrite chez des sujets à risque, ce qui pourrait 

représenter un avantage considérable dans l’optique de traiter précocement ces pathologies (Kleyer et al., 

2016). 

 Il convient d’évaluer l’activité de la maladie afin de pouvoir suivre l’évolution des patients au cours du 

temps et, surtout, pour déterminer l’efficacité des traitements administrés. Plusieurs scores existent, le plus 

utilisé en pratique étant le DAS28 (Prevoo et al., 1995). Un score inférieur ou égal à 2,6 indique une rémission, 

entre 2,7 et 3,1 il traduit une activité faible de la maladie, entre 3,2 et 5.1 une activité modérée et au delà de 

5,1 une activité forte. D’autres scores d’activité peuvent être utilisés, comme le SDAI, basé sur le ressentie du 

patient (PtGA) et une évaluation globale du médecin (EGA) (Smolen et al., 2003). Le CDAI est un autre exemple 

de score simplifié qui lui ne se base que sur une évaluation clinique (Aletaha et al., 2005). 

Outre les lésions articulaires, les patients souffrant de PR peuvent aussi présenter des atteintes extra-

articulaires. En premier lieu, la comorbidité la plus fréquemment associée à la PR, est l’augmentation du risque 

cardiovasculaire. Celui-ci est notamment causé par une athérosclérose fréquemment retrouvée chez les 

patients souffrant de PR. Avec une prévalence importante, des atteintes pulmonaires sont présentes chez les 

patients PR. Une pneumopathie interstitielle se déclarent chez 20% des patients atteints de PR et, rarement, 

peuvent générer des fibroses pulmonaires au détriment de l’état de santé du patient (Olson et al., 2011). Les 

patient atteints de PR font aussi des vascularites entrainant, entre autres, des manifestations dermatologiques 

comme des ulcérations ou des gangrènes aux doigts (Scott and Bacon, 1984). Bien qu’il existe une dissociation 

entre l’atteinte articulaire et celle extra-articulaire, le traitement systémique de la PR permet dans la majorité 

des cas de limiter l’atteinte extra-articulaire. 
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Puisque l’inflammation articulaire est la cause des symptômes cliniques et des dommages associés, 

elle constitue la principale cible thérapeutique de la PR. Plusieurs molécules sont utilisables chez les patients PR 

avec des activités distinctes et une efficacité patient-dépendante. L’initiation du traitement chez un patient PR 

nouvellement diagnostiqué comprend l’utilisation de « classical disease-modifying antirheumatic drugs » 

(cDMARD), un classe de molécules diverses avec un potentiel bénéfique avéré contre les pathologies 

rhumatismales. Ces molécules possèdent généralement des propriétés anti-inflammatoires et améliorent l’état 

des patients en contrôlant l’inflammation synoviale. Le cDMARD le plus couramment utilisé dans la PR est le 

méthotrexate, un inhibiteur du cycle cellulaire. Délivré en première intention, il peut être toutefois remplacé 

par un autre cDMARD comme la sulfasalazine, le leflunomide ou les dérivés de la chloroquine dans les cas 

d’intolérance. Par exemple, en cas de grossesse, le methotrexate et le leflunomide sont particulièrement 

contre-indiqués. En traitement de première intention, les cDMARDs sont combinés avec des faibles doses de 

glucocorticoïdes, comme la prednisolone, qui potentialisent l’effet des cDMARDs (Wassenberg et al., 2005). Les 

injections de glucocorticoïdes doivent être espacées et ne peuvent durer plus de 6 mois au risque de 

développer des effets secondaires indésirables. A 6 mois de traitement de première intention, si la diminution 

souhaitée du DAS28 n’est pas atteinte (DAS28<2,6), le traitement doit s’adapter par l’ajout d’une biothérapie. 

 Les biothérapies sont des thérapies ciblant des voies clés de l’inflammation dans la PR : le TNF-α, l’IL-6, 

la stimulation des lymphocytes T, les lymphocytes B ou la voie de signalisation JAK/STAT. L’inhibition de 

l’inflammation par l’inhibition du TNF-α peut être atteinte par 5 molécules. L’étanercept est une molécule de 

fusion entre la partie constante d’un anticorps et le TNFR2. Après injection, l’étanercept interagit avec le TNF-α 

et l’empêche de reconnaître sont récepteur à la surface des cellules immunitaires. Similairement, l’infliximab, 

l’adalimumab, le certolizumab pegol et le golimumab sont des anticorps monoclonaux qui reconnaissent le TNF-

α et empêchent sa fixation sur ses cellules cibles. En dehors du TNF- α, l’IL-6 est une autre cible qui peut être 

bloquée par le tocilizumab et le saralimumab, deux anticorps reconnaissant le récepteur de l’IL-6 et inhibant sa 

signalisation. Enfin, l’IL-6 peut être directement ciblé par des anticorps monoclonaux comme le sirukumab. 

L’inhibition de la réponse T quant à elle est obtenue en privant les lymphocytes du signal de costimulation lors 

de la présentation antigénique. L’abatacept a été développé pour cela, c’est une molécule de fusion entre la 

partie constante d’un anticorps et le CTLA-4. L’abatacept se fixe préférentiellement sur les molécules de 

costimulation CD80/CD86 et prive les lymphocytes de leur activation tout en rendant la CPA tolérogéne 
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(Patakas et al., 2016). Ainsi, l’abatacept supplémente le CTLA-4 des Treg qui ne suffit pas à contrôler 

l’inflammation dans la PR. Enfin, il est possible de cibler les LB. Le rituximab est un anticorps monoclonal dirigé 

contre le CD20 des LB, son interaction avec sa cible induit une déplétion des LB. Bien que classiquement 

prescrit qu’après un échec des autres biothérapies, le rituximab montre une efficacité particulière dans le 

traitement des arthrites précoces lorsque celles-ci peuvent être diagnostiquées à temps (Tak et al., 2011). La 

plupart des biothérapies montrent une plus grande efficacité en combinaison avec les cDMARDs (Burmester et 

al., 2007), le traitement de première intention est donc maintenu lors de l’ajout d’une biothérapie. Les 

efficacités globales des biothérapies sont similaires, cependant, de part leur mécanismes d’actions différents, 

l’échange d’une biothérapie par une autre est une stratégie thérapeutique efficace chez les patients résistant à 

une biothérapie donnée (Nam et al., 2017). Il est important de noter que les biothérapies ne sont pas données 

en première intention, ni même en combinaison entre elles, à cause de leurs effets secondaires non 

négligeables. Principalement, les biothérapies induisent une immunodéficience qui peut mener à des infections 

opportunistes ou des réactivations tuberculeuses (Ramiro et al., 2017). Il faut aussi mentionner que les 

biothérapies représentent un coût de traitement fortement supérieur aux traitements de première intention. 

  Une dernière classe de traitement indiquée dans la PR est l’utilisation des inhibiteurs de la voie de 

signalisation JAK/STAT impliquée dans l’effet inflammatoire des cytokines comme l’IL-6, le GM-CSF ou l’IL-2. Le 

tofacitinib et le baricitinib sont utilisés comme inhibiteur des Janus kinase (JaK) et sont des alternatives 

intéressantes en cas d’échec d’autres biothérapies (Taylor et al., 2017) ou même en première intention. 

 En résumé, le diagnostic de la polyarthrite rhumatoïde est difficile, menant parfois à des prises en 

charges tardives. Le traitement de première intention comprend des cDMARDs et des glucocorticoïdes qui, en 

cas d’échec, est supplémenté par une thérapie ciblant le TNF-α, l’IL-6, l’activation des lymphocytes T, les LB ou 

la signalisation JAK/STAT. Toujours en cas de résistance au traitement, la thérapie ciblée et échangée pour une 

autre jusqu'à obtention d’une réponse satisfaisante (rémission ou activité faible : DAS28<3.1). Lors de 

l’utilisation de biothérapies, les effets secondaires doivent être soigneusement surveillés, en particulier le 

risque d’infection. Cependant, malgré le nombre élevé d’options à disposition, plus de 25% des patients ne 

présentent pas de rémission à long terme et ne possèdent pas d’alternative de traitement. Il reste donc un 

effort de recherche à effectuer pour le développement de traitements plus sûrs et permettant d’aider les 

patients non répondeurs aux traitements actuels. 
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Les modèles murins de la PR 

 Etudier une pathologie chez l’homme engendre de nombreuses limitations, en particulier sur les 

données biologiques analysables, sur la disponibilité des sujets ou la quantité d’échantillons biologiques 

utilisables. Comme pour de nombreuses autres pathologies, il existe plusieurs modèles de la PR visant à mimer 

la pathologie humaine principalement chez le rongeur. 

 Le modèle le plus commun est l’arthrite expérimentale au collagène (AEC), qui se base sur une 

immunisation des souris avec du collagène afin de générer une réponse auto-immune contre cette molécule 

exprimée spécifiquement dans le cartilage articulaire (Courtenay et al., 1980). Le protocole consiste à injecter 

du collagène de type II bovin (CIIb) dans des souris DBA/1 en présence d’adjuvant complet de Freund (ACF). La 

présence d’ACF, un mélange de composants bactériens hautement inflammatoires, stimule le système 

immunitaire afin de monter une réponse contre le CIIb, autrement toléré par les souris. Pour induire les signes 

cliniques de la pathologie, 3 semaines après la première injection, un rappel de CIIb mélangé à l’adjuvant 

incomplet de Freund (AIF) est nécessaire. L’immunisation génère une forte réponse B dominée par la 

production d’anticorps anti-CIIb de classe IgG2a et IgG2b. Une réponse T est aussi détectable, principalement 

de type Th1 et Th17, et aussi spécifique du CIIb. Cette réponse immunitaire contre le CIIb cross-réagit avec le 

collagène de l’hôte engendrant une inflammation des articulations.  L’inflammation provoque des œdèmes, des 

érythèmes et une déformation des articulations qui sont les symptômes d’une hyperplasie synoviale et de 

l’érosion du cartilage comme de l’os. Dans les 20 jours suivants le rappel, la plupart des souris développe les 

signes cliniques de la pathologie proches de la PR (Boissier et al., 1987). De façon intéressante, l’incidence de 

l’AEC est influencée par le génotype des souris et en particulier leur haplotype de CMH, comme c’est le cas chez 

l’homme. En effet, la souche DBA/1 est bien plus susceptible de déclencher la pathologie que la souche 

C57BL/6 et des modifications génétiques des CMH peuvent conférer une plus grande sensibilité à l’AEC 

(Rosloniec et al., 1998). A nouveau comme chez l’homme, ce modèle évolue par phases de poussées et de 

rémissions (Marinova-Mutafchieva et al., 2006). Ainsi, l’AEC est un modèle qui mime chez la souris de 

nombreuses caractéristiques de la PR. L’AEC a cependant pour inconvénient que sa réponse immunitaire est 

exclusivement dirigée contre le collagène. Bien qu’il existe une immunité anti-collagène dans la PR, la réponse B 

et T est bien plus hétérogène que dans l’AEC (Schwenzer et al., 2016), suggérant des mécanismes immunitaires 

différents. 
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 Les anticorps auto-réactifs ont un rôle essentiel dans la mise en place de la PR, si bien qu’il est possible 

d’induire une arthrite par transfert passif d’anticorps de souris développant une AEC chez une souris naïve 

(Stuart and Dixon, 1983). Un autre modèle a d’ailleurs été développé par l’injection des anticorps anti-collagène 

uniquement et dénommé Collagen Antibody Induced Arthritis (CAIA) (Nandakumar et al., 2003). La 

reconnaissance du collagène par les anticorps entraine une activation des neutrophiles et des macrophages 

menant à une destruction du cartilage et de l’os des articulations dès 48h après l’injection (Santos et al., 1997). 

Ce développement très rapide implique des neutrophiles et des macrophages et permet une étude de la 

destruction osseuse. Cependant, contrairement à la PR, aucune réponse T ou B n’est induite, et ce n’est pas un 

modèle chronique car l’inflammation générée se résorbe d’elle même sous 15 jours. Ces différences 

importantes doivent être prises en compte lors de l’utilisation du modèle CAIA. 

 Afin de générer un modèle inflammatoire articulaire qui ne soit pas complètement spécifique du 

collagène, le modèle Delayed-Type hypersensitivity Arthritis (DTHA) a été mis au point (Tanaka et al., 2007). Ce 

modèle consiste en l’immunisation intradermique d’une souris avec de la méthyl-BSA (mBSA) émulsionné avec 

du CFA pour entraîner une réponse immunitaire contre la mBSA. L’injection est complétée par des anticorps 

anti-collagène qui servent à déterminer la localisation articulaire de l’inflammation. Enfin, un rappel à la mBSA 

dans le coussinet plantaire entraîne une réponse T et B contre la mBSA et une forte inflammation locale. 

L’association de cette inflammation lymphocytaire et de l’injection des anticorps anti-collagène déclenche une 

arthrite sévère de la patte immunisée de la souris (Atkinson et al., 2012). Ce modèle compile destruction 

osseuse et inflammation en faisant intervenir neutrophiles, macrophages et lymphocytes. De plus le modèle 

DTHA recrée des signes cliniques proches de la PR et n’est pas conscrit à une réaction contre le CIIb. En 

revanche, bien que persistante, l’inflammation générée diminue fortement en quelques jours ne reflétant pas la 

chronicité de la PR. Plus important encore, l’arthrite générée par la DTHA est limitée à l’articulation immunisée 

et ne rend pas compte du potentiel systémique de la PR. 

 Un autre modèle intéressant d’arthrite chez le rongeur rend compte de l’importance des anticorps et 

du fond génétique dans la PR, c’est le modèle K/BxN. Les souris de souche K/BxN sont issues d’un croisement 

entre une lignée possédant un TCR transgénique et une lignée possédant le CMH de classe II A
g7

. La 

reconnaissance du A
g7

 par le TCR transgénique des lymphocytes déclenche l’émergence d’un syndrome auto-

immun caractéristique d’une arthrite sévère (Kouskoff et al., 1996). L’inflammation articulaire développée est 
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dépendante du TNF-α, de l’IL-1 ainsi que de la génération d’anticorps anti-glucose-6-phosphate isomérase. Les 

anticorps produits sont hautement pathogènes puisque le transfert du sérum de souris K/BxN déclenche une 

arthrite chez des souris naïves (Korganow et al., 1999). Les souris K/BxN sont donc à l’origine de deux modèles, 

une arthrite spontanée dépendante du fond génétique, et un modèle d’arthrite par transfert de sérum, proche 

du modèle CAIA. Ce modèle a pour avantage d’être spontané et d’être favorisé génétiquement comme chez 

l’homme. L’inflammation est bien chronique et systémique avec des atteintes articulaires. De plus, le TCR 

transgénique facilite l’étude des populations de lymphocytes T en éliminant leur clonalité. En revanche les 

mécanismes impliqués restent mal compris, en particulier le fait que l’infiltrat des articulations est 

essentiellement de type myéloïde alors que le fond génétique, basé sur un TCR transgénique, suggère une 

prévalence lymphocytaire. Enfin, sa particularité génétique qui fait sa force est aussi une faiblesse. Chez la 

souris, les études in vivo s’appuient sur l’utilisation de souches déficientes pour des molécules clés du système 

immunitaire pour en étudier le rôle dans divers contextes (souris KO « knock-down »). Ces déficiences précises 

sont très répandues parmi la souche de souris C57BL/6 et obtenues par croisements successifs mais ce travail 

est moins complet pour la souche K/BxN. Il est donc difficile d’étudier l’effet d’une molécule sur le 

développement spontané de l’arthrite chez la souris K/BxN en utilisant des KO (ex : Etude du rôle du TNFR2 

dans l’arthrite en utilisant des souris TNFR2 KO). Similairement, bien que le développement spontané de la 

pathologie corresponde à la PR, il est difficile de synchroniser des expériences avec des souris développant la 

maladie à plusieurs jours d’intervalle. 

 Un dernier modèle chez la souris récapitule la PR, ce sont les souris sur-exprimant le TNF-α humain 

(Keffer et al., 1991). La surexpression du TNF-α génère une inflammation chronique caractérisée par une 

atteinte articulaire. Les dommages osseux sont essentiellement dus aux macrophages infiltrés qui produisent le 

TNF-α, mais un important infiltrat de neutrophiles et de lymphocytes T est aussi détectable ce qui rapproche le 

modèle de la pathologie humaine. A l’inverse, l’inflammation TNF-α dépendante n’est pas associée à une 

élévation du titre d’anticorps dans le sang et les lymphocytes B ne jouent pas de rôle dans ce modèle. 

 En résumé, plusieurs modèles murins peuvent simuler la pathologie humaine, chacun avec ses défauts 

et ses avantages, chacun représentant un aspect de la pathologie. Aucun n’est plus performant que les autres, 

le choix du modèle à utiliser doit se faire dans la compréhension de sa physiopathologie et en accord avec la 

question scientifique posée. 
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Résultats 
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Article 1 

 Le but de ce travail de thèse était de caractériser l’interaction entre les Treg et les neutrophiles en 

étudiant les conséquences de cette interaction sur le phénotype et la fonction des deux populations cellulaires. 

Pour cela nous avons mis au point des expériences de cocultures entre Treg et neutrophiles purifiés chez la 

souris comme chez l’homme. Ensuite, nous avons caractérisé les mécanismes impliqués dans cette interaction. 

Enfin, nous avons étudié les effets du contexte particulier de la PR sur le dialogue entre les Treg et les 

neutrophiles chez les patients afin de déterminer de nouveaux mécanismes impliqués dans le déclenchement 

ou la chronicité de la pathologie. Les résultats obtenus ont fait l’objet d’un article scientifique présenté ci-après. 

(Article en préparation) 
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Introduction 

 The immune system is tightly controlled in order to maintain tissue homeostasis and control 

inflammation, thus disruption of this regulation leads to several inflammatory diseases like autoimmune 

diseases (Dominguez-Villar and Hafler, 2018). While inhibition of immune system has long been attributed to 

lymphoid cells, some evidences reveal the involvement of the myeloid compartment (Gabrilovich and Nagaraj, 

2009). For example, polymorphonuclear neutrophils (PMN) are myeloid cells well characterized for their 

pathogen clearance properties and ability to promote inflammation. However, some recent evidences show 

that PMN are able to modulate inflammation, mainly through inhibition of T cell activation. These so-called 

regulatory PMN represent an emerging concept and two mechanisms have been identified. On one hand, PMN 

expressing high level of programmed death-ligand 1 (PD-L1) are able to suppress T cell proliferation when 

engaging the programmed cell death 1 (PD-1) receptor (Wang et al., 2017). On the other hand, PMN may 

interact with T cell and locally release arginase-1 (Arg-1) (Marini et al., 2017) or reactive oxygen species (ROS) 

(Pillay et al., 2012) to inhibit T cell activation and proliferation. This inhibition is dependent on cell contact and 

integrin engagement but conflicting results failed to define a clear phenotype for these regulatory PMN (Marini 

et al., 2017; Pillay et al., 2012; Wang et al., 2017). According to these findings, a growing body of evidence 

indicates that PMN may be important in the regulation of inflammation through interaction with T cells but it is 

still not clear which signals may drive PMN to become regulatory. In this context, we wanted to assess the 

interaction of PMN with regulatory cells among T cell population (Treg). Treg are specialized in the inhibition of 

several immune cells and are necessary to control inflammation and maintain tolerance (Dominguez-Villar and 

Hafler, 2018). Their regulatory phenotype and stability are defined by the expression of forkhead box P3 (FoxP3) 

transcription factor which confers suppressive functions (Hori, 2003). In inflammatory contexts, Treg may lose 

FoxP3 expression, as well as suppressive capacity, in favor of effector-like functions mimicking Th17 (Komatsu et 

al., 2013) or Th1 cells (Williams and Rudensky, 2007). This phenomenon has been referred to Treg plasticity and 

revealed instability of FoxP3 expression in Treg. Maintenance of FoxP3-expressing Treg is crucial in order to 

control the immune system and prevents inflammatory diseases (Brunkow et al., 2001). However, little is known 

about the mechanisms involved in the maintenance of Treg population, especially in inflammatory context. In 

this study we aimed at determining if Treg and PMN interact and at deciphering the consequences of PMN/Treg 
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interaction on their phenotypes and functions. We studied this interplay in healthy conditions and in the strong 

inflammatory context of rheumatoid arthritis (RA). RA is an autoimmune, chronic, inflammatory disease 

mediated by Th1 and Th17 cells, as well as Treg impaired functions, that leads to joint destruction (Vyas et al., 

2019). Interestingly, in RA patients, a pathogenic shift of Treg into Th17 cells has been detected (Komatsu et al., 

2013) and PMN are highly activated in joints (Chen et al., 2018). Both phenomenons are involved in disease 

worsening. We hypothesized that PMN and Treg interaction is disrupted in RA patients and might unveil new 

therapeutic targets. 

Methods 

Human samples 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and neutrophils of healthy donors were isolated from fresh EDTA-

blood and cytapheresis collected at “Etablissement Français du Sang (EFS)” of Saint Louis Hospital, Paris, France. 

Human neutrophils and PBMC of RA patients were from fresh blood collected at rheumatology department of 

Avicenne Hospital, Bobigny, France. Patients were selected according to the American College of Rheumatology 

(ACR)/European League Against Rheumatism (EULAR) revised 2010 criteria for RA and were not treated with 

biologic therapies. Informal consents were collected. Experiments were approved by the local ethic committee 

CPP “Paris Ile de France” (NI-2016-11-01) 

Mice 

Spleen and bones were collected from C57BL/6 male mice (6-10 weeks old) purchased from Janvier Lab (Le 

Genest-Saint-Isle, Fance). Samples were used immediately. All experiments with animals were performed in 

accordance with protocols approved by ethic care use committee of Paris 13 University (Bobigny, France), 

committee Charles Darwin (number Ce5/2010/037). 

Cell isolation 

For human cocultures, neutrophils of healthy donors as well as neutrophils and PBMC of RA patients were 

isolated by density gradient centrifugation (Polymorphprep, Proteogenix) from whole blood. PBMC of healthy 

donors were isolated by density gradient centrifugation (Ficoll hypaque, Eurobio) from cytapheresis samples 

diluted two fold in sterile phosphate-buffer saline (PBS). Human Treg were purified from PBMC using magnetic 
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cell sorting (Miltenyi, CD4
+
CD25

+
CD127

-
 human regulatory T cell isolation kit II) according manufacturer 

instructions. Human neutrophil and human Treg purity was systematically measured by flow cytometry 

(CD66b
+
CD11b

+
 and CD4

+
CD25

+
CD127

-
FoxP3

+
 respectively). A purity >90% was considered satisfactory. 

In mice, bone marrow was flushed from tibia and femur with sterile PBS. Red blood cells were lysed by 

hypotonic solution and neutrophils were further isolated by negative magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec, 

mouse neutrophil isolation kit) according manufacturer instructions. Splenocytes were obtained by fine 

grinding of spleen in PBS with 5% fetal bovine serum (FBS). Red blood cells were lysed and Treg were further 

isolated by magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec, mouse regulatory T cell isolation kit) according manufacturer 

instructions. Mouse neutrophil and mouse Treg purity was systematically verified by flow cytometry 

(Ly6G
+
CD11b

+
 and CD4

+
CD25

+
FoxP3

+
 respectively). A purity >90% was considered satisfactory. In some 

experiments, cells were sorted by flow cytometry. Briefly, splenocytes were first enriched in CD4
+
 cells by 

negative magnetic sorting and stained with anti-mouse CD25-PE (Miltenyi Biotech) and  CD4-APC_Cy7 (BD 

Bioscience, clone GK1.5) for cell sorting isolation of effector T cells (Teff: CD4
+
CD25

-
) and fresh Treg 

(CD4
+
CD25

+
). For the sorting after coculture, cells were harvested and counted. All cells were stained with anti-

mouse CD4-APC_Cy7 (BD Bioscience, clone GK1.5) as well as anti-mouse Ly6G-FITC (BD Bioscience, Clone 1A8) 

and filtered before acquisition. CD4
+
CD25

+
and CD4

+
CD25

-
 cells from splenocytes, as well as CD4

+
 and Ly6G

+
 cells 

from cocultures were sorted using an ARIA cell sorter (BD Bioscience) and purity were assessed on the same 

cytometer. A purity >90% was considered satisfactory. 

Culture and reagents 

Cells were cultured in RPMI medium completed with 10% heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml 

streptomycin, 50 mM 2-Mercaptoethanol, 1 M HEPES. Treg and neutrophils were cultured on round bottom 96 

wells plates either alone (2.5x10
5
/ml for mouse cultures and 1.25x10

5
/ml for human cultures) or in coculture at 

1:1 ratio. When indicated the following reagent were added: anti-human CD3 (2 µg/ml, eBioscience, clone 

OKT3), anti-human CD28 (1 µg/ml, BD Bioscience, clone CD28.2), anti-mouse CD3 (0.5 µg/ml, BD Bioscience, 

clone 2C11), anti-mouse CD28 (0.5 µg/ml, BD Bioscience, clone 37.51), LPS from Salmonella Typhimurium (5 

ng/ml in human and 7.5 µg/ml in mouse cultures, Sigma), catalase (Sigma), tofacitinib (gift from Pfizer). Final 

culture volume always reached 200 µl. In some experiments, cocultures were done in Transwell plates 
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(Corning). Cells were incubated during 72 hours at 37°C / 5% CO2 before flow cytometry analysis and harvesting 

of culture supernatants. 

Flow cytometry 

Cells were incubated for surface staining with the following antibodies: anti-human CD4-V510 (Ozyme, clone 

RPA-T4), anti-human CD25-PerCpCy5.5 (Ozyme, clone 3G7A02), anti-human CD66b-FITC (BD Bioscience, Clone  

G10F5), anti-human CD11b-PeCy7 (Biolegend, Clone ICRF44), anti-human CD127-PeCy7 (Ozyme, clone A019D5) 

anti-mouse CD4-APC_Cy7 (BD Bioscience, clone GK1.5), anti-mouse PD-L1-PeCy7 (Biolegend, Clone 10F.9G2), 

anti-mouse Ly6G-FITC (BD Bioscience, Clone  1A8), anti-mouse CD11b-Alexa fluor 647 (BD Bioscience, clone 

M1/70) or anti-mouse CD39-PeCy7(Biolegend, clone Duha59). Intracellular markers were stained using the 

fixation and permeabilization kit from eBioscience (Invitrogen) and the following antibodies: anti-human FoxP3-

PE (Life technologies, clone PCH101), anti-human CTLA-4-APC (BD Bioscience, Clone BNI3), anti-mouse FoxP3-

eF450 (Life technologies, clone FJK-16s) or anti-mouse CTLA-4-PerCpCy5.5 (Biolegend, clone UC10-4B9). Cells 

were acquired on a FACS Canto II cell analyzer (BD Bioscience). Gates were set based on Full Minus One (FMO) 

isotype controls and results were analyzed using FACS Diva software (BD Bioscience). 

Phagocytosis assay 

For phagocytosis assessment, PE-labeled beads (Polyscience Inc.) were added the last 2 hours of culture at a 

final dilution of 1/2000. Then cells were washed with culture medium and stained with anti-CD66b or Ly6G 

antibodies. Phagocytosis was quantified by PE staining on cells using FACS Canto II cell analyzer (BD Bioscience). 

Gates were set based on unlabelled cells.  

Proliferation assay 

To assess Treg or PMN suppressive properties, we evaluated their capacity to inhibit Teff proliferation. Teff were 

CFSE-labeled (Invitrogen, C34554) and activated with 5µg/mL of anti-mouse CD3 antibody (BD Bioscience, clone 

2C11). Treg, PMN, cocultured Treg/PMN or sorted cells were incubated at 1:1 ratio with proliferating Teff in 

presence of equal number of mitomycin treated splenocytes. Teff proliferation was evaluated following CFSE 

dilution on CD4
+
 cells by flow cytometry. In some cases, the proliferation of CFSE-labeled Treg was also 

evaluated. 
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ELISA 

Supernatants from cultures were collected at the end of culture (72 hours). Cytokine concentrations were 

quantified using ELISA kit for mouse IL-17 (R&D Systems), mouse MiP-2 (R&D Systems), human IL-8 (BD 

Bioscience), mouse IL-6 (R&D Systems) or mouse IFN-γ (R&D Systems) according to manufacturer’s instructions. 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed on at least 3 pooled experiments using a two-way ANOVA analysis with 

Tukey’s post hoc analysis (GraphPad Software). In one experiment, a t-test was used. Data are shown as mean ± 

SEM. A p-value <0.05 was considered significant. 

 

Results 

PMN promote FoxP3 expression by Treg 

 Effects of PMN on Treg were first studied by in vitro cocultures between mice purified Treg 

(CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
) and purified PMN from mice. To reproduce inflammatory conditions, cell activation was 

achieved through TCR stimulation for Treg (using antibodies against CD3 and CD28). Similarly, PMN were 

activated through TLR4 stimulation by LPS. As previously reported, Treg alone loose FoxP3 expression 

spontaneously over time during in vitro cultures, even after TCR stimulation. After 24 hours of culture, FoxP3
+ 

cells was decreased to 20% among total CD4
+
 cells (although the culture was started with purified Treg) and 

then to less than 10% at 72 hours (figure 8A). However, we found out that FoxP3
+
 cells frequency reached 40% 

in the presence of PMN, even after 72 hours of culture. We concluded that PMN help Treg to maintain FoxP3 

expression over time. 

Loss of FoxP3 expression leads to decreased regulatory properties and may favor appearance of 

effector functions in Treg (Komatsu et al., 2013). This population of former Treg lacking FoxP3 expression is 

called exTreg in vivo and is associated with diverse pathological effects (Komatsu et al., 2013). As PMN were 

able to sustain FoxP3 expression in Treg, we assessed their capacity to favor FoxP3-expressing Treg over exTreg. 

In vitro exTreg were obtained from purified FoxP3
+ 

Treg cultured with anti-CD3/anti-CD28 stimulation for 72 
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hours. At this time point, less than 10% of CD4
+
 cells retained FoxP3 expression while the remaining 90% were 

considered as exTreg. Interestingly, addition of PMN on exTreg increased to 40% the proportion of FoxP3-

expressing cell (Figure 8B). These results suggest that PMN can restore Treg frequency in a population with very 

low FoxP3-expressing cells and limit exTreg expansion. 

We then evaluated PMN effect on Treg proliferation. CFSE-labeled Treg were activated with 

αCD3/αCD28 antibodies and cultured with PMN. We observed a strong proliferation of FoxP3
+
 cell only in the 

presence of LPS-activated PMN (Figure 8C). Activated PMN are thus able to induce FoxP3
+
 Treg proliferation. 

PMN favor Treg regulatory phenotype both in mouse and in human 

Treg phenotype is not limited to FoxP3 expression but also includes a pattern of regulatory molecules 

Figure 8 : Neutrophils help Treg to maintain FoxP3 expression overtime. 
(A)- Treg and PMN were purified from mice. Treg stimulated with αCD3, αCD28 and LPS were cultured alone or with 
PMN during 72 hours. The percentage of FoxP3

+
cells among CD4

+
 cells was followed by flow cytometry. (B) As in A, 

but PMN were only added after 72 hours. (C) CFSE-labeled Treg were stimulated with αCD3, αCD28 and LPS and 
cultured with or without PMN for 72 hours. Cell proliferation was quantified by flow cytometry. (A, B, C right panel) 
Results are presented as mean ± SEM from at least 3 independent experiments. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. 
Differences between groups were analyzed using unpaired t-test.  
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involved in Treg function and homeostasis like CTLA-4 or CD25. We evaluated the level of regulatory molecules 

in mouse Treg after 72 hours of coculture with PMN. We detected higher expression of CTLA-4 on Treg in 

coculture with PMN than on Treg alone (Figure 9A). Interestingly, expressions of other Treg-associated 

molecules like CD73, CD39 or PD-1 were not influenced by PMN (data not shown). Importantly, FoxP3 and 

CTLA-4 induction was detected only when both Treg and PMN were activated (with αCD3, αCD28 and LPS 

condition). Consequently, besides increasing FoxP3 expression on Treg, PMN also favor Treg regulatory 

phenotype through the induction of CTLA-4 expression. 

 Cocultures were then performed using human purified Treg and purified PMN from healthy donors. 

Figure 9 : Neutrophils promote FoxP3 expression and regulatory phenotype on Treg both in mice 
and humans. 
Mouse (A) or healthy donnors (HD) (B) Treg were cultured alone or with corresponding PMN in the 
presence of indicated stimulations. After 72 hours of culture, FoxP3, CTLA-4 and CD25 expressions 
were measured by flow cytometry. Results for mice cocultures are presented as mean ± SEM from at 
least 7 independent experiments.  Results for human cocultures are presented as median, 10-90 
percentiles and min to max from 7 different donnors. * p ≤0.05, ** p ≤0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 
0.0001. Differences between groups were analyzed using two ways Anova. MFI, mean fluorescence 
intensity  
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Human Treg phenotype analysis confirmed PMN capacity to maintain FoxP3 expression in Treg (Figure 9B). 

Likewise, regulatory markers CTLA-4 and CD25 on human Treg were increased in the presence of human PMN. 

We noted that human PMN did not need to be LPS-activated to impact Treg phenotype, but Treg still need to be 

activated by αCD3 and αCD28 antibodies. Thus, PMN promote FoxP3 expression and a regulatory phenotype of 

TCR stimulated Treg both in mouse and in human. 

PMN are over-activated and acquire an immunoregulatory phenotype upon 

interaction with Treg 

 We next analyzed the consequence of Treg/PMN coculture on PMN. Using mouse cocultures, we 

showed increased expression of CD11b activation marker on PMN upon interaction with Treg (Figure 10). 

Recently, a PMN population was shown to suppress Teff proliferation through expression of the regulatory 

molecule PD-L1 (Wang et al., 2017). Interestingly, we detected a strong induction of PD-L1 on PMN upon 

coculture with Treg. This induction was also associated with an increased expression of the enzyme CD39 on 

PMN in the presence of Treg (figure 10). These results indicate that, upon exposure to Treg, neutrophils acquire 

high expression of CD39 and PD-L1.  

MiP-2, IL-6 and IL-17 secretion is induced in mouse coculture.  

 In addition to surface and intracellular markers, we also measured cytokine secretion by ELISA at 72 

hours of coculture between mouse Treg and PMN. PMN are known to produce of MiP-2 and IL-6 after LPS 

stimulation. We found that this production was doubled in the presence of TCR-stimulated Treg (Figure 11). As 

for FoxP3 induction, cooperation between Treg and PMN for cytokine production was also highly dependent on 

activation of both cell types. While increase in MiP-2 and IL-6 can be attributed to PMN activation upon 

coculture with Treg, we did not detect cytokines related to Treg like IL-10 or TGF-β in our coculture experiments 

(data not shown). Unexpectedly, among the screened cytokines, we detected high level of IL-17 production in 

Treg/PMN coculture (Figure 11). IL-17 was only detected when both cell types were activated and cultured 

together, but neither Treg nor PMN produce IL-17 when cultured alone, even after stimulation. Interestingly, 

IFN-γ was not detected in any condition (data not shown). In contrast, in human settings, IL-8 and IL-6 
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productions were not affected by coculture and IL-17 was not detected at all in human setting (data not 

shown).  

Treg and PMN crosstalk is dependent on cell contact and JAK/STAT pathway. 

 To better characterize Treg and PMN interaction, we aimed at deciphering molecular mechanisms 

involved in this crosstalk. Our first approach was to block cell contact between Treg and PMN using transwell 

Figure 10 : Neutrophils acquire an immunomodulatory phenotype upon interaction with Treg. 
Mouse PMN were cultured alone or with mouse Treg in the presence of indicated stimulations. After 72 hours 
of culture, CD11b, CD39 and PD-L1 expressions among Ly6G

+
CD11b

+
 cells were measured by flow cytometry. 

For CD11b and CD39 expression, data were normalized to PMN alone in medium condition. Results are 
presented as mean ± SEM from at least 3 independent experiments. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. 
Differences between groups were analyzed using two ways Anova.  
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culture plate. We found that activated mouse Treg and PMN separated by the transwell membrane completely 

lost their ability to cooperate since no induction of FoxP3 or CTLA-4 on Treg, neither CD11b on PMN was 

observed (Figure 12A). Similarly, transwell prevented from MiP-2 (Figure 12A), IL-6 and IL-17 (data not shown) 

induction. The high dependency on cell contact in Treg and PMN interaction was confirmed in healthy donor 

cocultures (Figure 12B). Although CD25 and CTLA-4 induction on human Treg was completely lost in transwell 

experiments, FoxP3 induction was only partially decreased. This indicates that, beside cell contact, 

compensatory mechanisms may exist in PMN-induced FoxP3 maintenance in human Treg.  

 Our results revealed high induction of secretion for several cytokine upon coculture between Treg and 

PMN. To go further, despite cell contacts being absolutely required in Terg/PMN crosstalk, we addressed the 

involvement of cytokine signaling as second signal. Therefore, we blocked the JAK/STAT pathway commonly 

involved in cytokine signaling using tofacitinib, a JAK1-3 inhibitor, both in mouse and in human coculture. In 

mice, tofacitinib partially or even completely reduces FoxP3, CTLA-4 (Figure 13A) and IL-17 inductions but MiP-

Figure 11 : Cytokine production is enhanced in coculture of activated Treg and PMN from mouse.  
Supernatants were collected after 72 hours of culture and MiP-2, IL-6 and IL-17 secretion was assessed by 
ELISA. Results are presented as mean ± SEM from at least 3 independent experiments. **p ≤ 0.01, ****p 
≤ 0.0001. Differences between groups were analyzed using two ways Anova. N.D., not detected.  
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Figure 12 : Treg and PMN crosstalk is highly dependent on cell contact. 
(A) Purified Mouse Treg and mouse PMN were cultured either alone, or in coculture but 
separated or not by a transwell insert. The coculture lasted 72 hours in the presence of 
indicated stimulations. (B) As in A, but with cells purified from healthy donors. Results are 
presented as mean ± SEM from at least 2 independent experiments or 3 different HD.*p ≤ 0.05, 
**p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001. Differences between groups were analyzed using two ways Anova. 

2, IL-6, CD11b or CD39 remained unaffected (data not shown). Similar results were obtained in healthy donor 

cocultures since FoxP3 and CD25 but not CTLA-4 induction was inhibited by tofacitinib (Figure 13B). We 

concluded that Treg/PMN crosstalk is highly dependent on cell contact and that cytokine signaling though 

JAK/STAT pathway is partially involved as a second and amplification signal. 
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Both Treg and PMN exert suppressive activity upon interaction 

Surface marker analysis revealed that coculture between Treg and PMN highly induces regulatory 

markers on both cell types. Thus, we aimed to address their capacity to affect Teff proliferation. First, mouse 

Treg and PMN were cultured alone or cocultured in the presence of αCD3, αCD28 and LPS for 72 hours. Cells 

were then transferred at 1:1 ratio on proliferating CFSE-labeled Teff. After 72 additional hours, Teff proliferation 

was assessed by flow cytometry. Treg cultured without PMN have lost their suppressive ability whereas PMN 

cultured without Treg stimulate Teff proliferation (figure 14A and B). Importantly, cocultured Treg/PMN strongly 

inhibits Teff proliferation (figure 14A and B) to a level similar to freshly purified Treg (data not shown). We then 

aimed to dissect the respective contribution of Treg and PMN in inhibition of Teff proliferation by cocultured 

cells. To do so, CD4
+
 and Ly6G

+
 cells were cell sorted by flow cytometry after Treg/PMN coculture in presence of 

αCD3, αCD28 and LPS for 72 hours. Sorted cells were then incubated at 1:1 ratio with proliferating Teff. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : JAK/STAT signaling pathway is also involved in Treg/PMN crosstalk. 
(A) Mouse Treg and mouse PMN were cocultured in the presence of αCD3, αCD28, LPS and increasing 
concentrations of tofacitinib (Tofa) for 72 hours. (B) Treg alone or in coculture with PMN purified from HD 
were cultured in the presence of αCD3, αCD28, LPS and increasing concentrations of Tofa for 72 hours. 
FoxP3, CTLA4 and CD25 expressions were quantified by flow cytometry. Results are presented as mean ± SD.  
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As expected, Treg from coculture with PMN show higher suppressive capacity compared to Treg cultured alone 

(Figure 14C). So, maintenance of Treg phenotype by PMN is associated with maintenance of Treg function. Also, 

we confirmed that PMN LPS stimulated increased Teff proliferation (Figure 14D). On the contrary, LPS 

Figure 14 : Both Treg and neutrophil shows regulatory properties upon coculture. 
(A)- Effector T cells (Teff), Treg and PMN were purified from mice. CFSE-labeled Teff were stimulated with 
αCD3 αCD28 in the presence of indicated cell types at 1:1 ratio. Treg 72h, Treg were stimulated with αCD3 
αCD28 and LPS for 72 hours before addition to Teff; PMN 72h, PMN were stimulated with αCD3 αCD28 and 
LPS for 72 hours before addition to Teff; Coculture 72h, coculture of Treg and PMN stimulated with αCD3 
αCD28 LPS for 72 hours before addition to Teff. Teff proliferation was assessed by dilution of CFSE, analyzed 
by flow cytometry and representative histograms are shown. (B) Quantification of Teff proliferation. (C)-
Cocultured cells for 72 hours were stained with CD4

+
 and CD11b

+
 and sorted by flow cytometry.  Sorted CD4

+
 

cells (Treg of PMN) were then incubated with proliferating Teff for 72 hours. (D) Similarly, cocultured cells for 
24 hours were sorted and CD11b

+
 cells (PMN of Treg) were then incubated with proliferating Teff for 72 

hours. (E) PMN were cultured alone or with Treg for 72 hours in the presence or not of αCD3 αCD28 and LPS. 
Phagocytosis ability of PMN was assessed using PE-labeled micro-beads added for 2 hours before analysis by 
flow cytometry. (B, C, D and E) Results are presented as mean ± SD. 
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stimulated PMN cultured with activated Treg for 24 hours highly inhibit Teff proliferation (Figure 14D). These 

results suggest that PMN acquire regulatory properties upon interaction with Treg. 

 We wondered if these PMN retained phagocytic functions while acquiring immunoregulatory 

functions. We assessed this function using PE-labeled microbeads. Thus, PE
+
 PMN percentage reflect PMN 

phagocytic activity. We observed that PMN cultured with Treg retained higher phagocytic activity compared to 

PMN alone.  

Finally, we concluded that coculture between Treg and PMN, allow Treg to maintain high regulatory 

functions and, interestingly, that PMN acquire regulatory properties toward Teff. 

Treg/neutrophil interplay is defective in RA patients. 

 RA is a chronic inflammatory disease associated with strong neutrophil activation (Wright et al., 2014) 

and a defect in Treg ability to control inflammation (Malemud, 2018). In order to understand mechanisms 

involved in RA pathogenesis we analyzed the fate of Treg/PMN interaction in this inflammatory condition. We 

assessed Treg and PMN from RA patients in in vitro cocultures and compared them to cocultures from healthy 

donors by flow cytometry, focusing on regulatory molecules involved in Treg function and maintenance. Upon 

coculture, stimulated RA Treg increased FoxP3 and CD25 expressions in presence of PMN as in healthy donors 

(Figure 15A). However, although PMN highly induced CTLA4 expression on Treg in healthy donors, we found out 

that PMN from RA patients failed to promote CTLA4 expression on Treg (figure 15B). This resulted in a 

significantly lower expression of CTLA-4 expression by RA Treg compared with healthy donor Treg, following 

cocultures. Interestingly, a longitudinal study allowed us to track CTLA-4 in Treg/PMN coculture from a RA 

patient before and after 3 months of adalimumab (TNF-α inhibitor) treatment. We showed that, in this patient, 

adalimumab treatment restored PMN ability to increase CTLA-4 expression on Treg in this patient (Figure 15C). 
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Figure 15: CTLA-4 induction on Treg by PMN is defective in RA but may be reverted by biotherapy. 
 (A and B) Treg and PMN from 7 RA patients and 9 HD were cocultured at indicated conditions in 16 
independent experiments for 72 hours and FoxP3 and CTLA-4 expressions were analyzed by flow cytometry. 
Data were normalized to medium. Results are presented as mean ± SEM. **p ≤ 0.01, ****p ≤ 0.0001. NS, not 
significant. Differences between groups were analyzed using two ways Anova. 
(C) Coculture of Treg and PMN was assessed for one RA patient before biotherapie (T0) and 3 months after 
adalimumab treatment. Results are presented as mean ± SD.  
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Discussion 

Maintenance of Treg phenotype and function in inflammatory context is of great concern (Dominguez-

Villar and Hafler, 2018) regarding their importance in controlling inflammation and autoimmunity. In this study, 

we show for the first time that Treg and PMN interact together and cooperate to sustain regulatory phenotype 

of Treg. Our results indicate that PMN help Treg to maintain FoxP3 expression and, doing so, prevent exTreg 

differentiation. As PMN induce the specific proliferation of FoxP3
+
 cells, and not of exTreg which have lost 

FoxP3, we propose that this phenomenon may account for the increase in Treg frequency. However, we do not 

exclude a possible additive mechanism directly controlling FoxP3 as intensity (MFI) of FoxP3 expression on Treg 

was also induced upon coculture with PMN (data not shown) and cannot be explained by induction of 

proliferation. These data indicate that PMN favor the maintenance of FoxP3 expressing Treg in vitro and limit 

the generation of exTreg, partially through an induction of FoxP3
+
 cell proliferation. Treg are quite unstable 

under various conditions and FoxP3 expression can be favored by epigenetic modifications, mainly through 

promoter and histone demethylation (Zheng et al., 2010). It would be interesting to determine if our data are 

based on epigenetic phenomenons. Linked to this hypothesis, we do not know if a prolonged interaction with 

PMN is necessary to favor FoxP3 expression or if PMN can induce sustainable FoxP3 levels on Treg after 

transient interaction. Here again, epigenetic analysis of FoxP3 promoter might unveil mechanisms involved in 

crosstalk between Treg and PMN. Beside FoxP3, Treg also express higher level of CD25 upon interaction with 

PMN. As CD25 is the high affinity chain of the IL-2 receptor, we hypothesize that Treg having encountered PMN 

are more responsive to IL-2. By inducing IL-2 responsiveness, PMN might favor Treg population maintenance in 

vivo, although this assumption needs to be confirmed. To that purpose, it would be interesting to address the 

interaction between Treg and PMN in CD25 deficient mice. 

 Treg express a wide array of regulatory molecules involved in their suppressive functions. In Treg/PMN 

cocultures, we detected a specific induction of CTLA-4 in Treg but not of other regulatory molecules like CD39, 

CD73, PD-1 or IL-10. CTLA-4 is involved in the inhibition of antigenic presentation and consequently of T cell 

activation. Indeed, we found that Treg sorted from coculture with PMN are more suppressive than Treg cultured 

alone in inhibiting Teff proliferation. During inflammation, Treg and PMN are mainly recruited at site of 

inflammation but, as PMN have been shown to migrate to secondary lymphoid organs (SLOs), we assume that 
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PMN can interact with Treg both at site of inflammation or in SLOs. T cell activation occurring in both of these 

sites, we propose that Treg and PMN interaction promotes regulation of Teff proliferation. However, location 

and involvement of Treg and PMN interaction in control of Teff response still need to be demonstrated in vivo. 

Addressing location of Treg and PMN interaction in mice could be achieved by labeling Treg and PMN with 

fluorescent markers and using in vivo fluorescent microscopy on SLOs or sites of inflammation. Assessing the 

role of Treg and PMN crosstalk on Teff response requires molecules able to specifically affect this crosstalk, 

which is under research. 

In order to manipulate Treg and PMN interaction, we addressed the molecular mechanisms involved. 

In transwell experiments, we found that cell contact between Treg and PMN was absolutely required for their 

cooperation. However the molecules linking Treg and PMN remain to be discovered. Antagonist antibodies 

against CTLA-4, CD86, CD18, PD-1, Ox40L, TNFR2, MiP2, IL-10, IL-6 or IL-2, were unable to inhibit Treg/PMN 

interaction (supplementary data S1). Interestingly, the Janus kinase (JAK) inhibitor tofacitinib partially inhibit 

PMN support on Treg. Cytokine signaling commonly induces the JAK/STAT pathway (Morris et al., 2018). 

Therefore, we hypothesize that, as second signal induced after cell contact, some secreted cytokines might be 

important in Treg and PMN crosstalk. Interestingly, tofacitinib affects modifications of Treg phenotype but not 

PMN phenotype after cocultures. Most likely, cytokine released is involved in PMN support given to Treg but 

the induction of CD39, PD-L1 and CD11b expression on PMN favored by Treg engages different pathways. 

Importantly, TCR stimulation of Treg is absolutely required to allow cooperation with PMN both in mouse and in 

human. It remains unclear whether PMN can fulfill this role of TCR stimulation by the presentation of peptide 

though their major histocompatibility complex class II (MHC-II). Defining the exact molecular pathways involved 

in Treg and PMN interaction would be important in order to manage this crosstalk, especially in vivo in patient. 

 Interestingly, we found out that, upon interaction with Treg, PMN express high levels of regulatory 

molecules PD-L1 and CD39. More importantly, PMN sorted from a coculture with Treg exert suppressive 

function on Teff proliferation whereas PMN alone tend to favor Teff proliferation. PD-L1-expressing PMN have 

already been shown to exert potent suppressive functions in the tumoral context (Wang et al., 2017), but in RA, 

the mechanisms of PMN inhibition remain to be defined. Regulatory PMN is an emerging concept based on the 

observation of regulatory properties exerted by myeloid cells (myeloid derived suppressor cell: MDSC)(Aarts 
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and Kuijpers, 2018). We propose that the interaction with Treg might be the missing link between classic PMN 

and regulatory PMN, but this hypothesis needs to be re-evaluated following regulatory PMN characterization. 

 Regarding kinetic, PMN favor Treg phenotype as soon as 18 hours of coculture, however the maximum 

support is detectable at 72 hours. Strikingly, PMN acquiring regulatory phenotype appear only after 72 hours of 

coculture with Treg. We propose that PMN fate in site of inflammation might occurs in two steps. Firstly, as 

PMN are being recruited, they quickly exert pro-inflammatory functions like granules release, ROS production 

or phagocytosis. This known neutrophils capacities can be activated in few hours or even minutes. However, the 

neutrophils remaining for several hours at site of inflammation might have a chance to interact with other 

immune cells like Treg, as a second phase. Following this interaction they acquire regulatory functions and may 

favor resolution of inflammation. In this hypothesis, PMN pursue the two steps of inflammation, first, a strong 

inflammatory burst quickly generated followed by a resolution phase mediated by regulatory cells. 

  Finally, we observed a defect of the Treg/PMN interplay in RA patients as PMN failed to induce CTLA-4 

expression on Treg. RA is a chronic autoimmune disease defined by uncontrolled inflammation in joints. Several 

reports indicate that Treg present defective functions in RA. Notably, Treg from RA patients express lower level 

of CTLA-4 which is associated with a decreased capacity to control Teff activation (Flores-Borja et al., 2008). We 

presume that lower CTLA-4 expression on RA Treg might be the consequence of the defective cooperation with 

PMN we observed. This assumption implicates a central role of Treg and PMN interplay in the development and 

the chronicity of the disease, and managing this interaction might constitute innovative therapeutic treatments. 

Accordingly, our preliminary results indicate that RA patients responsive to treatments (i.e.: anti-TNF targeted 

therapies) show a restored CTLA-4 induction upon coculture between Treg and PMN. It would be interesting to 

confirm these results and expand them to other targeted therapies. This would allow us to assess the potential 

correlation between disease activity and PMN ability to induce CTLA-4 on Treg. 

 We concluded from this study that PMN and Treg do interact together and promote Treg phenotype 

thought the induction of FoxP3, CD25 and CTLA-4 but also promote Treg suppressive functions toward Teff. 

Consequently, PMN harbor a regulatory phenotype characterized by CD39 and PD-L1 expression and acquire 

suppressive functions toward Teff. Treg and PMN interaction is dependent on cell contact but might also 

involved cytokine signaling as a second signal. Finally, we show that this interaction is defective in RA since 
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CTLA-4 induction on RA Treg is abolished and can be restored upon treatments. We assume that further 

research on Treg and PMN interaction might unveil new therapeutic targets in RA. 
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Figure S1 : Assesment of molecular partners involved in Treg/PMN interaction 
(A-C) Treg and PMN purified from C57BL/6 mice were cocultured for 72h without stimulation (medium) or in presence of 
αCD3, αCD28 and LPS. Stimulated cocultures were also performed in presence of blocking antibodies for IL-10, IL-2, IL-6, 
Ox40L, CTLA-4, PD-1, CD86, CD18 or relevant isotype controls (ISO). None : No blocking antibody added. (D) Treg purified 
from WT or TNFR2

-/-
 mice were cultured alone or cocultured with PMN purified from WT mice in presence of indicated 

stimulations. Results are presented as mean ± SEM. 
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Article 2 

 Dans ce travail nous nous sommes plus particulièrement intéressés au rôle d’une sous-population de 

Treg suppressive exprimant le récepteur de type 2 du TNF-α (TNFR2). L’objectif était de caractériser la fonction 

de cette population au cours du procesus inflammatoire chronique et au cours du traitement par des anti-TNF-

α. Nous avons entrepris une étude translationnelle incluant des protocoles in vitro, in vivo dans des modèles 

expérimentaux d’inflammation et chez des patients atteints de PR et traités par des anti- TNF-α. Nos résultats 

montrent que l’expression du TNFR2 confère une stabilité augmentée aux Treg et que cette sous-population est 

indispensable à la résolution de l’inflammation dans un modèle d’arthrite expérimentale d’une part et de 

psoriasis d’autre part. De plus, les traitements anti-TNF-α induisent une augmentation de la fréquence des Treg 

TNFR2
+ 

chez des patients atteints de PR, alors que ce n’est pas le cas pour d’autres thérapies ciblées (comme le 

tocilizumab), ou dans d’autres pathologies comme la spondylarthrite ankylosante. En démontrant le rôle 

prépondérant des treg TNFR2
+ 

dans la résolution de l’inflammation, ce travail ouvre la voie vers l’élaboration de 

thérapies ciblant le système TNF-α/TNFR plus spécifiques pour le traitement de la PR et d’autres pathologies 

dépendantes du TNF-α. J’ai contribué à ce travail par un support technique dans le tri de Treg par tri 

magnétique et une aide sur les marquages et les analyses de cytométrie, en particulier pour les suivis de 

patients. 
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ABSTRACT  

Objectives: To study the involvement of regulatory T cells (Tregs) expressing tumor necrosis factor-α receptor 2 

(TNFR2) in control of experimental inflammation and response to treatment in rheumatoid arthritis (RA) and 

spondyloarthritis (SpA). 

Methods: The role of TNFR2 in Tregs was explored using a multilevel translational approach. Treg stability was 

evaluated by analyzing methylation status of the foxp3 locus by bisulfite sequencing. Two models of 

inflammation (imiquimod-induced skin inflammation and delayed type hypersensitivity arthritis, DTHA) were 

induced inTNFR2-deficient (TNFR2
-/-

) mice with or without transfer of purified CD4
+
CD25

+
cells from wild-

type (wt) mice. The evolution of the TNFR2
+ 

Treg population before and after targeted treatment was monitored 

in individuals with RA and SpA. 

 

Results: Foxp3 gene methylation was greater in Tregs from TNFR2
-/- 

than wt mice. In cultured Tregs, TNF-α 

enhanced Foxp3 expression maintenance and proliferation through TNFR2 signaling. Imiquimod-induced skin 

inflammation and DTHA were aggravated in TNFR2
-/-

 mice. Adoptive transfer of wt Tregs into TNFR2
-/- 

mice 

prevented from arthritis aggravation. TNFR2
+ 

Treg frequency was increased at 3 months of anti-TNF-α 

treatments vs. the baseline in RA individuals, but not in those receiving tocilizumab. In contrast, in anti-TNF-α 

treated SpA individuals, TNFR2
+ 

Treg frequency was not modified. 

 

Conclusion: TNFR2 expression identifies a subset of Tregs characterized by stable expression of Foxp3 via gene 

hypomethylation, whose adoptive transfer ameliorates experimental inflammation. Expansion and activation of 

these TNFR2
+ 

Tregs may be one of the mechanisms by which anti-TNF-α agents control inflammation in RA but 

not SpA. 

 

Key words: TNF-α, regulatory T cells, TNF receptors, rheumatoid arthritis, TNF inhibitors. 

 

INTRODUCTION 

Tumor necrosis factor (TNF)-α is a potent proinflammatory cytokine involved in the initiation, coordination and 

perpetuation of inflammation and immune response (1). TNF-α exerts its effects by binding to two cell 

membrane TNF-α receptors (TNFRs), TNFR1 (p55) and TNFR2 (p75)(2). Anti-TNF-α agents are effective in a 

broad spectrum of chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis (RA), spondyloarthritis (SpA), 

inflammatory bowel diseases and psoriasis  (3–6). 

Besides its well-characterized pro-inflammatory role, TNF-α also exerts anti-inflammatory and 

immunosuppressive effects (7). TNF-α administration delays diabetes recurrence in non-obese diabetic mice (8) 

and ameliorates lupus in NZB/W mice (9), but anti-TNF-α agents aggravate multiple sclerosis (10). 

Most of the pro-inflammatory effects of TNF-α are generally considered to be mediated by TNFR1 (11), whereas 

the immunosuppressive effect of TNF-α is considered mediated by TNFR2 (12). In particular, the anti-
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inflammatory effects of TNF-α may rely in its ability to activate and expand TNFR2-expressing regulatory T 

cells (Tregs)(13–15). Tregs are essential in the control of a variety of immune responses including allergy, 

autoimmunity, inflammation, and tumor immunity. Tregs play a vital role in tolerance to self and are defective in 

a number of autoimmune diseases, including RA (16). Moreover, TNFR2 joint expression has been shown to 

exert a physiologic role in the resolution of inflammation (17).We and others have shown that anti-TNF-α 

biologics restore Treg suppressive capacities in a TNF-α-dependent arthritis model (13) and in RA patients (18). 

In this context, N’Guyen et al. recently showed in vitro that adalimumab, an anti-TNF-α monoclonal antibody 

but not the receptor fusion protein etanercept, binds to membrane TNF-α on RA monocytes and promotes Treg 

expansion via enhanced TNFR2 signaling  (19). This result is of paramount interest because it suggests that anti-

TNF-α treatments may block the proinflammatory activity of TNF while, in the meantime, promote its 

immunosuppressive properties.  

To further characterize TNFR2-positive Tregs and their involvement in the control of inflammation and response 

to treatment, we adopted a multilevel translational approach. We first studied in vitro the effect of TNFR2 on 

Treg survival and foxp3 methylation, then explored in vivo the effect of TNFR2 deletion in two experimental 

models of inflammation. Finally, we longitudinally followed the evolution of TNFR2-positive Treg 

subpopulations during anti-TNF treatments in individuals with RA and spondyloarthritis (SpA). 

MATERIALS AND METHODS 

Patients and healthy donors 

Individuals meeting the American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism (EULAR) 

revised criteria for RA and qualifying for biologic treatment were selected. Eligible participants were required to 

have a Disease Activity Score in 28 joints (DAS28) ≥ 3.2 or evidence of erosive disease on imaging whatever 

their DAS28 score. Seventeen participants (mean age 56.8± 12.4 years [range 29-72], mean disease duration 

15.5± 8.3 years (range 2-32), sex F/M:16/1) starting anti-TNF-α treatment (8 etanercept, 5 infliximab, 2 

golimumab, 1 adalimumab, 1 certolizumab) and 6 starting tocilizumab (TCZ) (mean age 60.3 ± 13.3 years 

[range 39-73], mean disease duration 7±5.2 years (range 2-13), sex F/M:3/3) were recruited. All treatments were 

administered according to label dosing recommendation. According to EULAR response criteria, good 

responders had a DAS28 decrease by > 1.2 points, moderate responders a decrease of 0.6 to 1.2 points, and non-

responders a stable, increase or decrease of <0.6 points. 

We also recruited 20 individuals (mean age 50 ± 12.6 years (range 36-84), mean disease duration 13.8±13.3 

years (range 12-60 years), sex F/M :11/9) fulfilling the ASAS criteria for axial or peripheral spondyloarthritis 

and startinganti-TNF-α treatment (4 etanercept, 9 infliximab, 1 adalimumab, 2 certolizumabpegol, 4 

golimumab). According to EULAR recommendations, individuals received anti-TNF-α treatment if the Bath 

Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) was > 40 or if they needed daily treatment with 

nonsteroidal anti-inflammatory drugs independent of the BASDAI score. Individuals were considered responders 

with a decrease in BASDAI score below 40/100.  

All patients underwent two blood sample collections: one before the first biologic administration, the second 

after 3 months of treatment (at the time of first clinical response evaluation). The study was approved by the 
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local ethics committee (CPP Paris Ile de France, approval no. NI-2016-11-01), and informed consent was 

obtained from all patients before study entry. 

EDTA-blood samples from random healthy individuals (blood bank of Bobigny, France) were also used for in 

vitro culture experiments. 

Mice  

Homozygous TNFR2
-/-

 mice were generated by crossing wild-type (wt) C57BL/6 mice (Le Genest-Saint-Isle, 

France) and double-deficient TNFR1/TNFR2 mice generated and kindly provided by Dr Muazzam Jacobs (20). 

We obtained TNFR1
+/+

 TNFR2
-/- 

mice and TNFR1
-/-

 TNFR2
+/-

 mice but did not obtain any TNFR1
-/-

 TNFR2
+/+ 

mice. The TNFR1
+/+

 TNFR2
-/- 

and the TNFR1
-/-

 TNFR2
+/-

 mice were simply renamed as TNFR2
-/-

 and TNFR1
-/- 

mice, respectively. The genotypes of the different mouse strains were confirmed by PCR of tail biopsies by using 

the primer sequences listed in table S1. TNFR2
-/-
mice and TNFR1

-/-
 mice were incrossed, bred and housed in our 

animal facility (agreement C93-008-01). 

In some experiments, we used mice aged 6-12 weeks belonging to the C57BL/6 strain and purchased from 

Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). All procedures were approved by the Animal Care Use Committee of the 

Paris 13 University and the ethics committee Charles Darwin. 

Imiquimod-induced psoriasis-like skin inflammation 

Psoriasis was induced and evaluated as described in supplementary materials. 

Induction and assessment of delayed-type hypersensitivity arthritis (DTHA) 

On day -7 (d -7), 10-week-old C57BL/6 mice were injected intradermally at the base of the tail with methylated 

bovine serum albumin 250 μg (mBSA) emulsified in CFA (Difco, Detroit, MI). Four days later (d -3), the mice 

received 200 μg anti-mouse type II collagen antibody (anti-CII) cocktail (Chondrex, Redmond, WA), containing 

the clones A2-10 (IgG2a), F10-21 (IgG2a), D8-6 (IgG2a), D1-2G (IgG2b) and D2-112 (IgG2b), intravenously in 

100 μl phosphate-buffered saline (PBS) (21). On d0, mice were challenged with 200 μg mBSA subcutaneously 

in 20 μl PBS in the hind left foot pad. The right foot pad received 20 μl PBS only and was used as a control. 

Baseline paw and ankle thickness were measured on the left paw on day 0 just before mBSA challenge. Paw and 

ankle swelling was measured by using an electronic caliper (Miltutoyo, Kawasaki, Japan) and was calculated as 

the difference between the measure of the left paw or ankle thickness minus baseline measurement. Histological 

changes in the paws were assessed on sections stained with H&E, and safranin-O as described. The extra-

articular infiltration of inflammatory cells (assessed on a scale from 0 to 3) and arthritic changes were assessed 

separately. Arthritic changes were assessed on ankle and tarsal joints, with synovitis, cartilage destruction, and 

bone erosion scored on a scale from 0 to 3. The histology sum score is the mean of the four scores (extraarticular 

infiltration, synovitis, cartilage destruction, bone erosion). 

 

 

Cell and tissue preparation  
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Cell and tissue were prepared as described in supplementary methods. 

Flow cytometry 

Mouse and human cells were stained and analyzed as described in supplementary methods. 

Lymphocyte purification 

Details are provided in supplementary methods. 

Adoptive Treg transfer experiments 

CD4
+
CD25

+ 
cells from 12 naïve mouse splenocytes were purified by magnetic separation as described above. An 

amount of 7.10
5
 purified cells (95% purity) was transferred by retro-orbital injection (100l) in mice 2 days 

before mBSA challenge in the left footpad of 11 TNFR2
-/- 

mice. Control TNFR2
-/- 

(n=12) or wt littermates (n= 

12) mice received PBS instead.  

In vitro culture experiments 

Details are provided in supplementary methods. 

Measurement of Treg proliferation and viability 

Details are provided in supplementary methods. 

Assessment of Treg suppressive effect on CD4
+
CD25

- 
Teff cells 

CD4
+
CD25

- 
effector T cells (Teffs) and CD4

+
CD25

+
 (Tregs) cells were purified as described in supplementary 

methods from the spleen of mice with DTHA at euthanasia. Teffs were prelabeled with 5 mM CFSE (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) for 10 min at 37°C. CFSE-labeled Teffs (1 x 10
5
) were cocultured in flat bottom 96-well plates 

with Tregs (1 x 10
5
) (ratio 1:1) in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum (FCS), 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml 

streptomycin, 50 mM 2-ME, 1 M HEPES, and 5 g/ml soluble anti-CD3 (clone 2C11; BD Biosciences, Franklin 

Lake, NJ). Controls were non–CFSE labeled Teff cells (1 x 10
5
) instead of Tregs. Antigen-presenting cells 

(1x10
5
) (splenocytes of naive C57BL/6 mice, 1 x 10

5
), previously treated with mitomycin (50 g/ml) for 45 min 

at 37°C, were added to the culture medium. Cells were then incubated at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. After 3 

days of culture, cells were stained with APC-labeled anti-CD4 antibody (clone RM4-5; Bio Legend, San Diego, 

CA), and Teffs proliferation was then determined by flow cytometry to measure CFSE dilution. Data were 

analyzed by using FACS Diva software as described above. 

DNA methylation analysis by pyrosequencing 

Genomic DNA was extracted from purified CD4
+
CD25

+ 
or CD4

+
CD25

-
cellsusing the All Prep DNA/RNA mini 

Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Quantitative DNA methylation analysis involved pyrosequencing bisulfite-

treated DNA (22). DNA (650 ng to 1μg) was bisulfite-converted by using the EpiTect 96 Fast Bisulfite kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. foxp3 TSDR was amplified by using 30 

ng bisulfite-treated mouse genomic DNA and 5 pmol forward and reverse primers, one biotinylated. Sequences 
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of oligonucleotides for PCR amplification and pyrosequencing are shown in Table S2. Reaction conditions were 

1x HotStarTaq buffer supplemented with 1.6 mM MgCl2, 400 µM dNTPs and 1.8 U HotStarTaq polymerase 

(Qiagen, Hilden, Germany) in a 25-µl volume. The PCR program consisted of a denaturing step of 15 min at 

95°C followed by 50 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 61°C and 15 s at 72°C, with a final extension of 5 min at 

72°C. An amount of 10 to 15 µl PCR product was rendered single-stranded as previously described (22) and 4 

pmol of the respective sequencing primer were used for analysis. Quantitative DNA methylation analysis was 

carried out on a PyroMark Q24 Advanced system with the PyroMark Q24 Advanced CpG Reagent Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) and results were analysed by using the PyroMark Q24 Advanced Software v3.0.0. 

Statistical analysis 

Data distribution was preliminary checked for normality with the Kolmogorov–Smirnov test. For in vitro and in 

vivo experiments, according to data distribution and number of groups, a parametric (ANOVA, t test) or non-

parametric (Kruskal–Wallis, Mann–Whitney) test was used. For some culture cell experiments, two-way 

ANOVA was used. For the study of patient parameters (disease activity scores, Treg frequency) before and after 

biologic treatment, paired T-test (Wilcoxon) was used. Differences were considered statistically significant at p < 

0.05. Data are shown as mean ± SEM. Statistical analyses were performed with Graphpad Prism 6.0. 

 

RESULTS 

TNF-α induces maintenance of Foxp3 expression and Treg proliferation in vitro via TNFR2 but not 

TNFR1 signaling. 

To assess the effect of TNF-α on the maintenance ofFoxp3 expression, we evaluated the impact of exogenous 

TNF-α on purified Tregs stimulated with soluble anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. Alone TCR and co-

stimulation signals were not sufficient to maintain foxp3 expression after 72 h of culture (fig S1A). In contrast, as 

previously described (15), the addition of TNF-α partly restored Foxp3 expression with a dose–response effect 

(fig S1A). Moreover, TNF-α decreased CD39
+
 but not CTLA-4

+ 
Treg frequency with a dose-dependent effect 

(fig S1 B-C). We then checked that the TNF-α effect on Tregs was mediated via TNFR2 and not TNFR1 by 

using anti-TNFR1 or anti-TNFR2 neutralizing antibodies (Abs). TNF-α-induced Foxp3 expression was 

abolished by anti-TNFR2 but not anti-TNFR1 Abs (fig1A-B).  

To determine whether TNF-α prevented only loss of Foxp3 expression or if it also induced Treg proliferation, we 

used a CFSE labeling assay of Tregs from wt or TNFR2
-/- 

mice stimulated with TNF-α for 96h. TNF-α induced a 

stronger proliferation of Tregs as compared with only CD3-CD28 mAb in wt mice (fig 1C). Moreover, this TNF-

α–induced Tregs proliferation was mediated by TNFR2, because we observed no increase in CFSE
dim 

Treg 

frequency in Tregs from TNFR2
-/-

mice (fig1C). TNF-α also protected Tregs against death because it decreased 

the frequency of Zombie
high 

cells among CD4
+
 Foxp3

+
 cells (fig1D). 
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In addition, TNF-α modified CD25 expression by Tregs because it induced almost a doubling of CD25
+ 

Treg 

proportion (fig1E). Again, this effect was mediated by TNFR2 because it only occurred in Tregs from wt and 

TNFR1
-/-

 mice (fig1F) but not TNFR2
-/- 

mice (fig1G).  

Of note, TNF-α induced CD25 expression by Tregs (fig 1E) and also increased IL-2–induced CD25 (fig S2A) 

and STAT5 phosphorylation in Tregs (fig S2B). 

Eventually, TNF-α also sustained Foxp3 expression in human Tregs by a TNFR2-dependent pathway (fig1H). 

Figure 16 : Effect of TNF on cultured mouse and human Tregs. 

CD4
+
CD25

+
 cells were purified from the spleen of wt (A-E), TNFR1

-/- 
(F) and TNFR2

-/-
 (C, G) mice. 

CD4
+
CD25

+
CD127

-
 cells were purified from healthy donor peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (H). In 

some cases, cells were CFSE-labeled (C). Cells were cultured for 72h (A-B, D-H) or 96h (C), with anti-CD3 + anti-

CD28 antibodies (Abs) in the presence of 20 ng/ml rmTNF (A-G), or 400 ng/ml recombinant human TNF-α (rhTNF-

α) (H). In some experiments, 10 g/ml (A, B, D) anti-mouse TNFR1 (mTNFR1), anti-mTNFR2 monoclonal Abs 

(mAbs) or isotype control, or 40g/ml anti-human TNFR2 (hTNFR2) mAbor isotype control (H) were added. (A): 

representative dot plot of CD4
+
FoxP3

+
 frequency among total cells in the indicated conditions. (B) CD4

+
FoxP3

+
 

frequency among total cells. Data were pooled from three independent experiments. (C) Results are expressed as 

percentage proliferating CFSE
dim

 cells among CD4
+
FoxP3

+
CFSE

+
 cells; (D) Frequency of dead cells (zombie

high
) 

among CD4
+
FoxP3

+
 cells. (E-G) Frequency of CD25

+
 cells among CD4

+
FoxP3

+
 cells. (H) Frequency of 

CD4
+
FoxP3

+
CD25

+
 cells among total cells. In (D), CD4

+
CD25

+
 cells were purified from two spleens pooled from 

two wild-type (wt) mice. Data shown in (D) are representative of 2 independent experiments with similar results. In 

(H), Tregs were purified from PBMCs of one healthy donor, and data are representative of 3 individuals with similar 

results. One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison post-test (B, E-G) or two-way ANOVA (C) was used for 

statistical analysis. * p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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TNFR2 expression allows for TSDR demethylation, a driver of Foxp3 stability. 

Tregs with stable suppressive functions are characterized by an unmethylated foxp3 Treg-specific demethylated 

region (TSDR) and stable expression of Foxp3  (23). Because, as shown above, TNFR2 expression affects foxp3 

maintenance and Treg proliferative ability, we investigated the effect of TNFR2 deletion on methylation of the 

TSDR site. As a control, foxp3 methylation was 95.4% in isolated CD4
+ 

CD25
- 
Teffs versus 36.7% in isolated 

CD4
+ 

CD25
+ 

Tregs (fig 2A). Therefore, we compared the methylation state of foxp3 TSDR of freshly isolated 

CD4
+ 

CD25
+ 

Tregs from wt and TNFR2
-/-

 mice and in various culture conditions. The methylation proportion in 

foxp3 TSDR was higher in ex vivo Tregs from TNFR2
-/-

 mice than wt mice (50% vs 36.7%) (fig 2A). This 

difference was even more pronounced in cultured cells, especially on unstimulated Tregs (41.3% vs 65.2% in wt 

vs TNFR2
-/- 

Tregs; fig 2B). These data suggest that TNFR2 expression is essential for optimal foxp3 TSDR 

demethylation and highlight its involvement in the stabilization of Foxp3 expression. Of note, greater TSDR 

Figure 2 : TSDR methylation and Treg characterization in wt and TNFR2
-/-

 mice. 

Genomic DNA was extracted from CD4
+
CD25

+ 
cells isolated from wt and TNFR2

-/-
 mouse spleen (A) or from 

Tregs cultured for 72h in the indicated conditions (B). A control was DNA from CD4
+
CD25

- 
Teff cells isolated 

from wt mouse spleen (A). The amplicons are subdivided by horizontal lines, each representing an individual CpG 

motif. The methylation status of individual CpG motifs is color coded according to the degree of methylation at 

that site. The color code ranges from green (0% methylation) to red (100% methylation) according to the color 

scale on the left. Because of sequencing problems, the CpG motif 3 in the culture condition with anti-CD3 + anti-

CD28 Abs + TNF-α from TNFR2
-/- 

Treg appears in grey. Average percentage methylation of all tested CpG are 

indicated at the bottom of each column. One representative of 2 independent experiments is shown. (C) FACS 

analysis of CD39
+
 cell frequency among CD4

+
 FoxP3

+
 in wt (n= 5) and TNFR2

-/-
 (n=5) mice. (D) Suppressive 

effect of CD4
+
CD25

+
 from wt (n=5) or TNFR2

-/-
 (n=5) mice on wt CD4

+
CD25

- 
Teff-cell proliferation. Two-tailed 

unpaired t-test on (C) and Mann-Whitney (D) test were used. * p < 0.05. NS: non-significant. 
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methylation in TNFR2
-/- 

Tregs was associated with reduced capacity to inhibit Teffs proliferation (fig 2D) and 

lower CD39
+
 expression (fig 2C) as compared with wt mice, whereas the expression of CTLA-4 was similar 

(data not shown). 

 

TNFR2 deficiency results in aggravated skin inflammation in a model of psoriasis 

To assess the role of TNFR2 in the development of in vivo inflammation, we first evaluated the effect of TNFR2 

deficiency in a short-lasting model of inflammation, namely imiquimod-induced psoriasis. Disease was 

aggravated in TNFR2
-/- 

versus wt mice (fig 3A-F). Infiltration score was the most affected factor (fig 3D) and 

epidermal thickness, quantified on skin histological slides, was also higher in TNFR2
-/- 

mice (fig3 E-F), in 

accordance with the clinical analysis.  

Then, we investigated the involvement of Tregs in the exacerbated skin inflammation observed in TNFR2
-/-

 

mice. Treg frequency and number were decreased in the spleen and lymph nodes (LNs) of TNFR2
-/-

 mice as 

compared with wt mice (fig 3 G-H) and was associated with reduced intensity of FoxP3 expression (fig S3A). 

Regarding Treg activation and/or functionality markers, the proportion of Tregs expressing CD39 was 

Figure 3 : Imiquimod (IMQ)-induced skin inflammation is aggravated in TNFR2
-/- 

mice. 

IMQ cream was applied daily to the skin of TNFR2
-/-

 (n = 12) and wt (n = 13) mice. Erythema, scales, and 

infiltration of the back skin were scored daily on a scale from 0 to 4 (B-D). The cumulative score (erythema 

plus scales plus infiltration) is depicted (A). Data are mean ± SEM. Epidermal thickness was measured on 

histological slides of the skin at day 5. Representative example (x 20) is shown on (E). (F) Mean epidermal 

thickness for TNFR2
-/-

 (n=8) and wt (n=8) groups. Data are mean ± SEM. (G) FACS analysis of 

CD4
+
FoxP3

+
Treg frequency among whole splenocytes and lymph node (LN) cells at day 5 (H). FACS analysis 

of CD4
+
FoxP3

+
Treg number in spleen and LNs at day 5. All results are representative of 3 independent 

experiments. For statistical analysis, Student ttest on area under the curve from each mouse (A, B, C, D) and 

two-tailed unpaired t test (F-H) were used. 
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significantly lower in TNFR2
-/- 

than wt mice (fig S3B), whereas the frequency of CTLA-4
+ 

Tregs was unchanged  

(fig S3C). Of note, CD8
+
Foxp3

+ 
Treg frequency and number were also lower in TNFR2

-/- 
than wt mice (fig S3D-

E). Moreover, CD4
+
IFNγ

+
 T helper 1 cell (Th1) frequency was lower in the spleen of TNFR2

-/- 
than wt mice, (fig 

S3F). Local skin cell analysis revealed that CD45
+
 leukocyte frequency was higher in TNFR2

-/-
 than wt mice (fig 

S3G), related to an increased F4/80
+
 macrophage proportion, but CD3

+
 T-lymphocyte frequency was comparable 

between the two groups (fig S3H-I). 

 

Aggravated experimental arthritis in TNFR2
-/-

 mice is restored to a normal level after adoptive transfer of 

wt Tregs. 

We assessed the effect of TNFR2 deficiency on the development of DTHA. Arthritis developed in all mice of 

both wt and TNFR2
-/-

 genotypes as soon as day 1 after mBSA boost in the foot pad, which is usual in the DTHA 

model (21). Arthritis was aggravated in TNFR2
-/-

 mice because both ankle and tarsus swelling were significantly 

increased as compared with wt mice (fig 4A-B). Accordingly, maximum ankle and tarsus swelling were both 

higher in TNFR2
-/-

 than wt mice (fig 4C-D). Histopathological analyses were performed to score inflammation 

and destruction (see Materials and methods and (21)). The histology sum score was higher in TNFR2
-/- 

than wt 

mice (fig 4 E-F), thus confirming the clinical evaluation. CD4
+
FoxP3

+
Treg frequency was similar in spleen and 

LNs at day 0 in wt and TNFR2
-/-

 mice. On day 2 (clinical picture of the disease), mean Treg frequency was lower  

in TNFR2
-/-

 than wt mice (left LN:1.61 ± 0.29% vs 2.27 ± 0.26%, p<0.02; right LN: 1.75 ± 0.05% vs 2.05 ± 

0.1%, p<0.05). We then evaluated the impact of TNFR2 deficiency on Treg suppressive functions and found that 

Figure 4 : Exacerbation of arthritis in TNFR2
-/- 

mice. 

DTHA was induced in wt (n=15) and TNFR2
-/-

 (n=13) mice. Tarsus (A) and ankle (B) swelling was examined 

over the duration of the study. Maximal tarsus (C) and ankle (D) swelling during the course of the disease for 

each individual mouse was calculated. (E) Histological slide (x 10) at day 7 of one representative wt control 

mouse and one representative TNFR2
-/-

 mouse showing safranin-O (upper) and HE (lower) staining. (F) 

Histology sum score. (G) Suppressive effect of CD4
+
CD25

+ 
cells from wt (n=8) or TNFR2

-/-
 (n=8) mice on wt 

CD4
+
CD25

-
Teff cell proliferation. The 8 mice were randomly chosen from wt and TNFR2

-/-
 groups. Data are mean 

± SEM. (A-F) Data are representative of 2 similar experiments. Two-tailed unpaired t test on area under the 

curve from each mouse (A, B), two-tailed unpaired t test on maximal swelling (C, D), histological scores (F) and 

Mann-Whitney test on percentage suppression (G) were used for statistical analysis.  
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the capacity to inhibit wt Teffs proliferation was lower for TNFR2
-/- 

than wt Tregs (fig4G). To assess the 

deficiency of Tregs in the exacerbation of DTHA observed in TNFR2
-/- 

animals, we evaluated the capacity of wt 

Tregs to protect TNFR2
-/-

 mice against arthritis. CD4
+
CD25

+
cells were purified from spleen of wt mice and 

transferred into TNFR2
-/-

 mice at 5 days after immunization with mBSA/CFA. We repeatedly confirmed that 

more than 90% of purified CD4
+
CD25

+
cells expressed foxp3. Thus, CD4

+
CD25

+
 cell transfer can be considered 

a Treg transfer. 

As expected, adoptive transfer of wt Tregs significantly attenuated arthritis as compared with TNFR2
-/-

 mice 

receiving only PBS (fig 5 A-D).  

Figure 5 : Adoptive transfer of CD4
+
CD25

+ 
wtTreg attenuates arthritis in TNFR2

-/-
 mice.  

DTHA was induced in wt (n=12) and TNFR2
-/-

 mice (n=23).  CD4
+
CD25

+
cells (7x10

5
) from wt mice without 

DTHA were intravenously transferred to TNFR2
-/-

 mice (n=11) at 5 days after subcutaneous immunization with 

mBSA/CFA; control DTHA TNFR2
-/-

 mice (n=12) received only PBS. mBSA/PBS boost in the footpad was 

performed 2 days later in all mice. Tarsus (A) and ankle (B) swelling was examined over the duration of the study. 

Maximal tarsus (C) and ankle (D) swelling during the course of the disease for each individual mouse was 

calculated. One-way ANOVA on area under the curve from each mouse (A, B), and one-way ANOVA on maximal 

swelling (C, D) were used for statistical analysis. * p< 0.05; ** p< 0.02; *** p< 0.01; **** p< 0.001  

 



 114 

TNFR2-expressing Treg frequency was increased in RA but not SpA individuals, only during anti-TNF-α 

treatment. 

Some anti-TNF agents have been suggested to promote TNF immunosuppressive activity, so we studied the 

evolution on TNFR2
-/- 

Tregs in individuals with RA and SpA receiving anti-TNF-α agents. Anti-TNF-α–treated 

RA individuals showed significantly increased peripheral-blood Treg frequency among CD4
+
 T cells (fig 6A), 

more specifically, the TNFR2-positive subpopulation (fig 6B, D and E), after 3 months of treatment as compared 

with baseline. Of the 17 treated individuals, 2 were classified as non-responders, 1 had stable low disease 

activity, 9 were good responders and 5 were moderate responders (fig 6C). We found no clear association 

between clinical response and Treg frequency modification or expression of TNFR2 by Tregs (data not shown); 

nevertheless, the number of non-responders was probably too low to detect a difference. Importantly, the fold 

increase in TNFR2
+ 

Treg frequency did not differ between individuals receiving etanercept (n=8) and anti-TNF 

monoclonal antibody (mAb) (n=9) (mean 1.92 ± 0.53 vs 1.58 ± 0.25, from baseline to month 3, respectively). 

In RA individuals receiving tocilizumab, Treg frequency was significantly increased at 3 months of treatment 

(fig 6K), with a specific increase in the subpopulation of Tregs expressing CD39 (fig 6L), which confirms our 

previous results (24). Importantly, TNFR2
+ 

Tregs were not affected by tocilizumab treatment (fig 6M), which 

suggests that the increase in this Treg subpopulation in RA may be specific to TNF-α inhibitors.  

In SpA versus RA individuals, anti-TNF-α treatment was not associated with significant modification of Tregs 

percentage or frequency of Tregs expressing TNFR2 (fig 6 F, I, J and G). The clinical response was variable (fig 

6H) and was not associated with Treg frequency (data not shown). 

 

DISCUSSION 

TNFR2
+ 

Tregs are a highly suppressive subpopulation of Tregs that are expanded by anti-TNF-α monoclonal 

antibody treatment in RA. Among our novel data is that this phenomenon, in RA, is not restricted to monoclonal 

antibodies but is common to the entire class of anti-TNF-α agents. Conversely, this cell subpopulation is not 

affected by anti-TNF-α treatment in SpA, another disease that responds to TNF-α blockade. This work also 

integrates multilevel data that support the relevance of TNFR2
+ 

Tregs to control inflammation by showing that 

their adoptive transfer is sufficient to ameliorate experimental arthritis. Finally, we describe for the first time an 

epigenetic change that may underlie the suppressive capacity of this Treg subset.  

In line with previous studies in mice and human, we showed that TNF-α protected against loss of Foxp3 

expression and induced Tregs proliferation via TNFR2 in vitro (14,15). Moreover, TNF-α-TNFR2 signaling was 

associated with enhanced expression of CD25 (the α subunit of IL-2 receptor) by Tregs in mice. Because Tregs 

co-expressing CD25 and TNFR2 were found as the most suppressive Treg subpopulation both in mice (25) and 

humans (26), we aimed to determine whether this membrane phenotype is linked to the expression of the master 

Treg transcription factor foxp3. Indeed, how TNFR2 signaling mediates foxp3 expression is unclear. The most 

likely hypothesis is that TNF-α, viaTNFR2 and in concert with IL-2, upregulates CD25 expression on Tregs, and 

consequently increases phospho-STAT5 level. Yet, STAT5 is required for optimal induction of foxp3 and binds 
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directly to the foxp3 gene (27). Furthermore, STAT5/STAT3 balance controls the fate of CD4
+
 T cells. A 

predominance of STAT5 leads to Tregs, whereas higher STAT3 level triggers Thelper 17 cell (Th17) 

differentiation (27). Hence, increased CD25 and phospho-STAT5 level via TNFR2 signaling may upregulate 

 

Figure 6 : Evolution of peripheral-blood Treg subpopulations with anti-TNF or anti-IL-6R treatment in 

RA and SpA patients.  

Flow cytometry was used to analyse cells at baseline and 3 months after anti-TNF (A-J) treatment [etanercept 

(n=8), infliximab (n=5), golimumab (n=2), adalimumab (n=1), certolizumab (n=1)] inRA (n=16) or SpA (n=20) 

patients or after tocilizumab (TCZ) (K-M) treatment of RA patients (n=6). Percentage Tregs 

(CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
CD127

low
) among CD4

+ 
cells (A, F, K), TNFR2

+
 cells among Tregs (B, G, M), CD39

+
 cells 

among Tregs (L) from RA or SpA patients with different degrees of clinical response to treatment (C, H). 

Representative dot plot of TNFR2
+
cells among Treg frequency in RA (D, E) or SpA (I, J) patients at baseline (D, 

I) and 3 months (E, J) after treatment initiation. Gating strategy is depicted in figure S4. (A-C; F-H and K-M). 

Each green dot (M0) linked to a red dot (M3) by a black line represents an individual patient. Paired T-test 

(Wilcoxon) was used for statistical analysis. ns: not significant. 

 



 116 

Treg proliferation in the presence of IL-2 and decrease Th17 differentiation within a control loop of TNF-α–

mediated inflammation. Treg stability is regulated by numerous microenvironment inputs, including 

transcriptional and epigenetic programs and posttranslational modifications (28). In our study, we show that 

TNFR2 expression is associated with TSDR hypomethylation and consequently increased Treg stability.  

Moreover, we showed that TNF-α induced CD25 expression in Tregs and also increased IL-2–induced CD25 and 

STAT5 phosphorylation in Tregs.Phosphorylated STAT5 binds to demethylated CNS2, containing the TSDR 

(29), and thus may stabilize Foxp3 expression, leading to high suppressive activity of the TNFR2
+ 

Treg subset 

(30). 

 

After establishing the connection between membrane TNFR2 and Foxp3 expression, we wanted to study the 

functional relevance of TNFR2 signaling on Tregs in the control of inflammation. Our results show an 

exacerbation of skin inflammation and arthritis in TNFR2
-/-

mice. The anti-inflammatory role of TNF-α signaling 

via TNFR2 was also demonstrated in other disorders such as experimental allergic encephalomyelitis (31,32), 

TNF-induced arthritis (33), allergic airway inflammation (34) and Mycobacterium tuberculosis infection (20). 

However, TNFR2 signaling can also mediate pro-inflammatory signals, as shown in a model of colitis (35), 

central nervous system-induced inflammation (36), experimental cerebral malaria (37), idiopathic pneumonia 

syndrome (38), smoke-induced pulmonary inflammation (39) or experimental glomerulonephritis (40). This 

apparent discrepancy raises the question of which TNFR2-expressing cell type responds to TNF-α. In this work, 

we used adoptive transfer of wt Tregs to TNFR2
-/-

 mice, which ameliorated the experimental arthritis. This 

finding suggests an anti-inflammatory effect of TNF-α via TNFR2 on Tregs. The relevance of TNFR2 signaling 

on Tregs was shown in other experimental models. In graft versus host disease, a blocking antibody against 

TNFR2 abolished disease control by Tregs (41), whereas TNFR2 agonists could protect against graft versus host 

disease (42) and ameliorate collagen-induced arthritis by promoting Treg expansion (43). TNFR2 expression in 

other immunomodulatory cells such as myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) could also be associated with 

protection against inflammation because TNFR2
-/- 

MDSCs are less suppressive (44,45). Thus, the pro- and anti-

inflammatory effect of TNFR2 signaling features a delicate balance depending on the cell type involved. 

Although the action of TNF-α via TNFR2 can expand Tregs and confer higher suppressive effect to MDSCs, the 

same does not apply to all cells. Non-myeloid cells expressing TNFR2 such as endothelial cells can mediate an 

inflammatory signal upon TNF-α stimulation  (37). Eventually, TNFR2 expression by Teffs is essential for full 

development of experimental colitis (46). 

Although TNF-α boosts Treg expansion and function via TNFR2, anti-TNF-α monoclonal antibodies also restore 

Treg function in RA (18,47) and in experimental arthritis (13). The apparent paradox that both TNF-α and anti-

TNF-α treatments can boost Tregs suggests that at least in some circumstances, anti-TNF-α treatments may 

block the proinflammatory activity of TNF-α while preserving, or even promoting, its anti-inflammatory action.  

Because TNFR2 is crucial for TNF-α–mediated Treg expansion, we assessed whether and how TNFR2
+
Tregs are 

modified by anti-TNF-α biologics in RA and SpA. In RA individuals, we observed an increased frequency of 

TNFR2
+
Tregs between day 0 and 3 months of anti-TNF-α treatment. The effect on TNFR2

+
Tregs may be 

treatment-specific, because tocilizumab did not affect this specific cell subpopulation. In line with our previous 

results (24), we observed an increase in frequency of Tregs expressing CD39 on tocilizumab treatment. This 
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finding suggests that in the same disease, different targeted treatments may modulate different subsets of Tregs. 

In contrast, the effect of anti-TNF-α treatments on Tregs may be at least in part disease-specific, because we 

showed for the first time that these treatments had no effect on total Tregs or TNFR2
+ 

subpopulations in SpA. 

Hence, anti-TNF-α treatments may exert their therapeutic effect by activating different mechanisms of immune 

regulation depending on the treated condition. 

N’Guyen et al. showed that in vitro, adalimumab but not etanercept expands Tregs from responder RA patients 

(19). Adalimumab binds to membrane TNF-α on RA monocytes to promote Treg expansion via enhanced 

TNFR2 signaling (19). In that work, only adalimumab and not etanercept was associated with an expansion of 

Tregs in vivo. In our work, all anti-TNF-α agents, including etanercept, induced an expansion of Tregs and 

TNFR2
+
Tregs as compared with baseline. This discrepancy may be explained by the fact that we longitudinally 

evaluated the evolution of Treg frequency by using each patient before and after treatment, as their own control. 

This approach is justified by the fact that baseline Treg frequency, and more importantly, proportion of TNFR2-

expressing Tregs, show high variations between individual patients. Therefore, the frequency of these cells must 

be compared before and after treatment, within each patient. This move may have allowed us to detect subtle 

differences in the evolution of Tregs subpopulations that may not be detected by comparing final Treg frequency 

in patients after treatment with different anti-TNF-α agents. This result suggests that mechanisms other than 

membrane TNF-α upregulation on monocytes may be involved in etanercept-mediated Treg expansion. Actually, 

anti-TNF-α mAbs and etanercept may both induce Treg expansion via different mechanisms that remain to be 

explored. A major limitation of the study is that the number of RA individuals that did not respond to anti-TNF 

treatment was too low to correlate the TNFR2
+ 

Treg modifications and clinical response. These data are critical 

to establish the real importance of TNFR2
+ 

Treg expansion for proper response to anti-TNF-α treatment in RA. 

TNFR2 signaling may be an interesting potential therapeutic target in RA. However, given the complexity of 

TNFR2 signaling on other cell types, such as conventional T cells or endothelial cells, further studies to dissect 

TNFR2-dependent pathways on cells involved in the resolution of inflammation are necessary. 
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SUPPLEMENTARY METHODS 

Imiquimod-induced psoriasis-like skin inflammation induction and evaluation 

Psoriasis was induced with commercially imiquimod (IMQ) cream (5%; Aldara Cream; MEDA AB, Solna, 

Sweden). Male mice, 9 to 11 weeks of age received a daily topical application of 32.2 mg of IMQ cream on the 

shaved back skin for 5 consecutive days. A blinded procedure was used to monitor psoriasis-like skin 

inflammation induced on mouse shaved back skin. Every day, clinical scoring of psoriasis was done based on the 

human clinical Psoriasis Area and Severity Index (PASI). Three parameters were evaluated including erythema, 

scaling, and thickening and were scored independently on a scale from 0 to 4: 0, none; 1, slight; 2, moderate; 3, 

marked; 4, very marked. The cumulative score was done by addition of the three previous parameters with a 

scale from 0 to 12. For histological assessment, skin samples from back skin were fixed in 10% formalin for at 

least 24 h at room temperature and embedded in paraffin. Four µm deparaffinised sections were stained with 

HES before microscopic observation (optical microscopy). Epidermal thickness was evaluated with Archimed 

software (Microvision, Les Ulis, France) and by averaging the 5 to 10 values of independent fields of skin for 

each mouse. 

 

Cell and tissue preparation  

Mice  

Spleen leukocytes were prepared using a 70m cell strainer, and red blood cells (RBC) were lysed in hemolysis 

buffer (NH4CL, KHCO3, and EDTA). Afferent popliteal and axillary lymph nodes were dissected out of the 

limbs, and node leukocytes were prepared using a 70m cell strainer. Blood was collected by heart puncture, and 

for cell analysis, RBCs were lysed in hemolysis buffer. 

For skin cell preparation, mouse back skin was collected and the subdermal fat was removed in order to quench 

autofluorescence during FACS analysis. Tissue was kept on ice, cut into small pieces and then incubated in 

digestion medium containing 400U/ml collagenase (Worthington Biochemical, Lakewood, NJ), 100 U/ml 

hyaluronidase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and 0.5U/ml DNAse1 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) in RPMI 

for 2.5 h at 37 °C in a thermo shaker (1,300 rpm). Single-cell suspension was prepared by pushing the mixture 

through a 70-μm cell strainer. Cells were then washed with 10 ml PBS containing 2 mM EDTA and spun down 

for 7 min at 400g. Cell pellet was then resuspended in FACS buffer (PBS 1X, 5% FCS, 0.02% sodium azide and 

100 µg/ml human γ-globulin) and transferred to FACS tube for staining. 

 

Patients. Blood samples from RA and SpA patients and healthy donors were collected as described above. 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were freshly isolated by dextran sedimentation (Axis Shield, 

Dundee, United Kingdom). 
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Lymphocyte purification 

CD4
+
 T cells, CD4

+
CD25

-
 and CD4

+
CD25

+
 cells from mouse spleen were purified using the Regulatory T Cell 

Isolation Kit according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) as 

previously described [1]. Flow cytometry analysis showed that purity of the CD4
+
CD25

+
 cell-enriched fractions 

was 90–95% (data not shown). 

CD4
+
CD25

+
CD127

-
 Treg cells from healthy donors PBMC were purified using the Regulatory T Cell Isolation 

Kit II human according to the manufacturer’s protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Flow 

cytometry analysis showed that purity of the CD4
+
CD25

+
CD127

-
 cell-enriched fractions was 90–95% (data not 

shown).  

 

In vitro culture experiments 

Treg were purified from indicated strain of mice and seeded (5x10
4
) in RPMI 1640 with 10% FCS, 100 U/ml 

penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 50 mM 2-ME, 1 M HEPES, 5 g/ml soluble anti-CD3 (clone 2C11; BD 

Biosciencess, Franklin Lake, NJ) and 2 g/ml anti-CD28 (clone 37.51; BD Biosciences, Franklin Lake, NJ) 

mAbs, in U-bottom 96-well plates. Cells were incubated for 72h or 96h with or without rmTNF-α (R&D 

Systems, Minneapolis, MN) or rmIL-2 (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany) at indicated concentrations at 

37°C in a 5% CO2 atmosphere. In some experiments, antagonist anti-TNFR1 (clone 55R-170; BioLegend, San 

Diego, CA) and anti-TNFR2 (clone TR.75.35-4; BioLegend, San Diego, CA) antibodies or isotype controls 

(clone RTK.2071; BioLegend, San Diego, CA) were added at indicated concentrations. Human Treg were 

cultured using the same conditions with rhTNF-α (Immunotools, Friesoythe, Germany) and an antagonist anti-

TNFR2 antibody (clone 367A02; BioLegend, San Diego, CA) and its isotype control (clone RTK2758; 

BioLegend, San Diego, CA). 

   

Flow cytometry 

Mice. Cell surfaces were stained with: PE-labeled anti-CD25 (clone 7D4; Miltenyi, Bergisch Gladbach, 

Germany), APC-Cy7-labeled anti-CD4 (clone RM4-5; BD Biosciences, Franklin Lake, NJ), PE-Cy7-labeled 

anti-CD39 (clone Duha59; BioLegend, San Diego, CA). PE-labeled anti-F4/80 (clone CI.A3.1, Biolegend, San 

Diego, CA), PercP-Cy5.5-labeled anti-CD3 (clone 17.A2; BD Biosciences Franklin Lake, NJ), APC-labeled 

anti-CD45 (clone 30F-11; BioLegend San Diego, CA), PerCP-Cy5.5-labeled anti-CTLA-4 (clone UCD10-489; 

BioLegend San Diego, CA) and PerCP-labeled anti-CD8 (clone 53-6.7; BD Biosciences, Franklin Lake, NJ) . 

Cells were stained at 4°C in PBS containing 5% heat-inactivated FCS, 0.02 M sodium azide and 100µg/mL 

human immunoglobulin (Merck Millipore, Burlington, MA), and incubated for 30 min with appropriate dilutions 

of various mAbs (monoclonal antibodies) or corresponding isotype controls coupled to PE, APC-Cy7, PE-Cy7, 

PerCP-Cy5.5, APC and PerCP. For intranuclear Foxp3 staining, cells were fixed and permeabilized with 

eBioscience Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The 

stainings were performed with eFluor450-labeled anti-Foxp3 (clone FJK.16s; Thermo Fisher Scientific, 
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Waltham, MA) or corresponding isotype control coupled to eFluor450 and incubated for 30 min at 4°C in 

permeabilization buffer with appropriate dilution. 

For pSTAT5 staining on Treg, cells were fixed with pre-warmed Lyse/Fix Buffer (Phosflow, BD Bioscience) at 

37°C for 10 minutes, washed with PBS containing  5% FCS, permeabilized with pre-chilled Perm Buffer III 

(Phosflow, BD Bioscience) for 30 minutes on ice, washed two additional times with PBS containing  5% FCS, 

and finally stained for 60 minutes at room temperature with APC-Cy7-labeled anti-CD4 (clone GK1.5; BD 

Bioscience), PE-labeled anti-CD25 (clone 7D4; BD Bioscience), eFluor450-labeled anti-FoxP3 (clone FJK.16s; 

eBioscience), and AlexaFluor488-labeled anti-Stat5(pY694) (clone 47; BD Biosceince), or corresponding 

isotype control coupled to PE, eFluor450 and AlexaFluor488 in PBS containing 5% FCS, 0.02 M sodium azide 

and 100μg/mL human immunoglobulin (Calbiochem).  

 

For intracellular cytokine staining, cells were stimulated for 4 h with PMA and ionomycin (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) and Brefeldin A (BD Biosciences). Surface CD4 was stained. First, cells were incubated with 

PerCP-Cy5.5-labeled anti-CD4 (clone RM4-5; BioLegend, San Diego, CA) for 30 min at 4°C in the dark, then 

washed. The cells were then permeabilized using Fixation/Permeabilization solution and stained with APC-

labeled anti–IFNγ (clone XMG1.2; BD Biosciences, Franklin Lake, NJ) for 30 min at 4°C in the dark. 

Patients and healthy donors. For assessment of Treg from RA or SpA patients and from healthy donors, we used 

antibodies to surface markers: APC-H7-labeled anti-CD3 (clone SK7; BD Biosciences, Franklin Lake, NJ), 

BV510-labeled anti-CD4 (clone RPA.T4; BioLegend, San Diego, CA), BV421-labeled anti-CD39 (clone A1; 

BioLegend, San Diego, CA), PerCP-Cy5.5-labeled anti-CD25 (clone M-A251; BioLegend, San Diego, CA), 

APC-labeled anti-TNFR2 (clone 3G7A02; BioLegend, San Diego, CA) and PE-Cy7-labeled anti-CD127 (clone 

A019D5; BioLegend, San Diego, CA). 

For intranuclear Foxp3 staining, cells were fixed and permeabilized with Foxp3 Transcription Factor Staining 

Buffer Set (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The staining was performed with PE-labeled anti-Foxp3 

(clone PCH 101; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) or corresponding isotype control coupled to PE and 

incubated for 30 min at 4°C in dark with appropriate dilution.  

Flow cytometry gating strategy used to study TNFR2 expression by Tregs from peripheral blood of RA and SPA 

patients is shown on fig S4. 

All flow cytometry experiments were performed on a BD FACS CANTO II flow cytometer (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA). Dead cells were excluded based on forward and side scatter characteristics. Reported 

statistical data are based on at least 1,000 events gated on the population of interest. Results were analyzed using 

FACS Diva software (BD Biosciencess, Franklin Lake, NJ). 

Measurement of Treg proliferation and viability 

CD4
+
CD25

+
 cells were purified as described above from spleen of mice. Treg were prelabeled with 5mM CFSE 

(Invitrogen; Carlsbad, CA) for 10 min à 37°C. CFSE-labeled Treg (5x10
4
) were cultured in U bottom 96-well 

plates in RPMI 1640 with 10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin, 50 mM 2-ME, 1 M HEPES, 
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5g/ml anti-CD3 (clone 2C11; BD Biosciencess, Franklin Lake, NJ) and 2 g/ml anti-CD28 (clone 37.51; BD 

Biosciences, Franklin Lake, NJ) mAbs. Cells were incubated with or without 20 ng/ml rmTNF-α (Miltenyi, 

Bergisch Gladbach, Germany). After 4 days, Treg (CD4
+
 Foxp3

+
) were stained as described above. Treg 

proliferation was then determined using flow cytometry by measuring CFSE dilution. Data were analyzed using 

FACS Diva software as described above. 

 

For Treg viability assessment, CD4
+
CD25

+
 cells were purified as described above from spleen of mice. 

CD4
+
CD25

+
 cells (5x10

4
), stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 mAbs as for proliferation measure described 

above, were incubated with or without 20 ng/ml rmTNF-α (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany) for 72h. 

Viability measurement was performed with Zombie Green (BioLegend, San Diego, CA) before surface staining. 

Cells were incubated with Zombie Green in PBS 1X for 20 min at room temperature in the dark. Cells were then 

washed twice with surface staining buffer as describe above. CD4
+
Foxp3

+
 cells were stained as described above.  

 

 

1 . Biton J, Khaleghparast Athari S, Thiolat A, et al. In Vivo Expansion of Activated Foxp3+ Regulatory T Cells 

and Establishment of a Type 2 Immune Response upon IL-33 Treatment Protect against Experimental Arthritis. J 

Immunol 2016;197:1708–19. doi:10.4049/jimmunol.1502124 
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SUPPLEMENTARY TABLES AND FIGURES 

 

 

Gene Orientation Primer (5'-3') Size amplicon 

TNFR1 WT 
Forward TGTGGAAAGGGCACCTTTACGGC 

470bp 
Reverse GGCTGCAGTCCACGCACTGG 

TNFR1
-/-

 
Forward TGTGGAAAGGGCACCTTTACGGC 

300bp 
Reverse ATTCGCCAATGACAAGACGCTGG 

TNFR2 WT 
Forward AGCTCCAGGCACAAGGGCGGG 

200bp 
Reverse CCTCTCATGCTGTCCCGGAAT 

TNFR2
-/- 

Forward GCCCTGAATGAACTGCAGGACG  
500bp 

Reverse CACGGGTAGCCAACGCTATGTC  

 

Table S1 : Primer sequences used to genotype TNFR1
-/-

 TNFR2
-/-

 mice 

 

 

Gene 
Size PCR primer forward 

PCR primer 

reverse 

Pyrosequencing 

primers 
CpGs 

Foxp3 

(NM_0540

39.2) 

chrX:7583

912-

7584196 

285 

GGTTTTGTTGTT

ATAATTTGAATT

TG 

Biotin-

CAACCTTA

AACCCCTC

TAACATC 

TGTTGTTATAATTTG

AATTT 
2,3,4 

GGGGTAGATAATTT

ATTTTA 
5,6,7 

GGTGATGTGGGTGT

TAG 
8,9,10 

 

Table S2 : Oligonucleotide sequences for PCR amplification and pyrosequencing 
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Figure S1 : Effect of TNF on cultured mouse Treg. CD4
+
CD25

+
 cells were purified from the spleen of wt 

mice. Cells were cultured for 72h with anti-CD3 + anti-CD28 Abs in presence of increasing (0 to 40 ng/ml) 

concentrations of rmTNF-α.  (A) CD4
+
FoxP3

+
 frequency among total cells. (B) CD39

+
 cells frequency among 

CD4
+
FoxP3

+
 cells. (C) CTLA-4

+
 cells frequency among CD4

+
FoxP3

+
 cells. CD4

+
CD25

+
 cells were purified 

from two spleens pooled from two wt mice. Data shown are representative of 2 independent experiments with 

similar results. 

 

 

 

Figure S2 : TNF increases IL-2-mediated CD25 expression and phosphorylation of STAT5 by Treg. CD4
+
 T 

cells were purified from wt C57Bl/6 mice by magnetic separation and cultured for 6h with medium, or anti-CD3 

(1g/ml) , anti-CD28 (2g/ml), IL-2 (0.1 ng/ml) with or without TNF-α (40 ng/ml). (A) Percentage of CD25
+
 

cells among CD4
+
FoxP3

+
 Treg. (B) Percentage of pSTAT5+ cells among CD4

+
FoxP3

+
 Treg. Data are 

representative of 2 independent experiments. 
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Figure S3 : TNFR2 deficiency is related to altered splenic Treg, CD39
+ 

Treg and skin macrophage 

frequencies during IMQ-induced skin inflammation. Cell frequency was analysed by FACS on spleen, LN or 

skin of TNFR2
-/-

 and wt mice 5 days after the first application of IMQ cream. Splenocytes and/or LN cells were 

stained with fluorochrome-conjugated anti-CD4, anti-CD8, anti-FoxP3, anti-CD39, anti-CTLA-4, anti-IFNγ and 

anti-IL-17 (A-F) antibodies.  Skin cells were stained with fluorochrome-conjugated anti-CD45, anti-CD3 and 

anti-F4/80 (G-I) antibodies. (A) FoxP3
+
 mean fluorescence intensity (MFI) on CD4

+
 FoxP3

+
 cells. (B) 

Percentage of CD39
+
 cells among CD4

+
FoxP3

+
 Treg cells. (E C) Percentage of CTLA-4

+
 cells among 

CD4
+
FoxP3

+ 
splenic Treg cells. (F D) Percentage of CD8

+
FoxP3

+
 cells among whole LN cells. (E) Number of 

CD8
+
FoxP3

+
 cells in the LN. (F) Percentage of IFNγ

+ 
CD4

+
 T cells among all splenocytes. Percentage of CD45

+
 

(G), F4/80
+
 (H) and CD3

+
 (I) cells among skin cells. Data are given as mean ± SEM for each group. Two-tailed 

unpaired student t-test was used for statistical analysis. **** p<0.0001; *** p<0.001; ** p<0.01; * p<0.05. 
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Figure S4 : Flow cytometry gating strategy used to study TNFR2 expression by Tregs from peripheral 

blood of RA and SPA patients. (A) Doublet cells were excluded and (B) total CD4
+
 T lymphocytes were 

identified based on SSC/FSC and on the co-expression of CD3 and CD4. (C) Tregs were identified as CD25
+
 

CD127
dim

 FoxP3
+
 cells and (D) the frequency of TNFR2

+
 cells was determined among Tregs.  
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 Les Treg ont un rôle crucial dans la tolérance immunitaire et le contrôle de l’inflammation. Un des 

enjeux pour cette cellule est de conserver sa fonction et son phénotype régulateur au cours du temps et en 

conditions inflammatoires, par des mécanismes encore mal connus. Dans la PR, ce rôle est altéré et l’incapacité 

des Treg à contrôler le système immunitaire participe au développement et à la persistance de la pathologie.  

Sur le site inflammatoire, de nombreux partenaires sont mis en jeu, et les plus représentés sont sans doute les 

neutrophiles. Bien qu’étant un effecteur important du processus inflammatoire, la littérature la plus récente 

accorde à cette cellule de nouvelles propriétés, en particulier immunorégulatrices. Néanmoins, la relation entre 

neutrophiles et Treg n’a jamais été étudiée. Ainsi, le but de ce projet était de caractériser l’interaction 

Treg/neutrophiles et de définir les conséquences de cette interaction sur le phénotype et la fonction des 

cellules. Enfin, il était question d’étudier cette interaction dans la PR afin de mieux comprendre la mise en place 

et la persistance de la pathologie. Ce travail a pour ambition d’identifier des cibles thérapeutiques potentielles 

et innovantes. 

Le maintien du phénotype des Treg 

 En premiers lieu, nous avons démontré que les neutrophiles augmentent fortement le maintien du 

phénotype régulateur des Treg en coculture, comparés aux Treg cultivés seuls. Cela a été observé par 

l’expression de FoxP3, le facteur de transcription caractéristique des Treg. In vitro, sous stimulation adéquate, 

les Treg perdent spontanément au cours du temps l’expression de FoxP3, en même temps que leur activité 

suppressive. Le pourcentage de cellules exprimant FoxP3 étant nettement supérieur en présence de 

neutrophiles, nous avons émis deux hypothèses non exclusives: soit de nouveaux Treg FoxP3
+
 sont générés à 

partir des cellules FoxP3
-
, soit la stabilité de l’expression du facteur de transcription FoxP3 est augmenté en 

présence de neutrophiles. La coculture de neutrophiles avec des CD4
+
FoxP3

-
 a montré que les neutrophiles sont 

incapables de générer des cellules CD4
+
FoxP3

+
 à partir de cellules T non FoxP3 (CD4

+
FoxP3

-
). Ainsi, nous 

supposons que les neutrophiles favorisent la stabilité de l’expression de FoxP3 dans les cellules exprimant déjà 

ce facteur de transcription, se traduisant par une augmentation du maintien du phénotype des Treg. 

In vivo, l’homéostasie du compartiment régulateur dépend de la capacité de prolifération des Treg 

(Pierson et al., 2013). Pierson et al ont utilisé des souris exprimant le récepteur de la toxine diphtérique sous le 

contrôle du promoteur de FoxP3. Ces souris étant chimériques, seule la moitié du compartiment T régulateur 
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comprend cette construction. Ainsi, après injection de toxine diphtérique aux souris, la moitié des Treg a été 

éliminée. Les auteurs ont montré que l’organisme est alors capable de détecter cette déplétion et de la combler 

en induisant la prolifération des Treg restants. Récemment, une équipe de chercheurs a montré que, la 

prolifération des Treg était aussi importante en condition inflammatoire (Ouyang et al., 2019). Cette 

prolifération est alors modulée par l’expression des molécules Akt-1 et Akt-2 chez les Treg.  Nous avons voulu 

déterminer l’effet des neutrophiles sur la capacité des Treg à proliférer. Par cytométrie en flux, nous avons 

observé une forte induction de la prolifération, spécifiquement des cellules FoxP3
+
, en présence de 

neutrophiles. Nous proposons que cette prolifération soit responsable, au moins en partie, du maintien du 

pourcentage de cellules FoxP3
+
 parmi les CD4

+
. Nous n’excluons cependant pas que le neutrophiles puissent 

directement influencer l’expression de FoxP3 puisque l’intensité de son expression est aussi augmenté en 

présence de neutrophiles et cela ne peut pas s’expliquer par un phénomène de prolifération. L’étude de 

l’expression des molécules Akt-1 et Akt-2 dans les Treg en présence de neutrophiles pourrait nous donner plus 

de renseignements quant au rôle des neutrophiles dans la prolifération des Treg précédemment décrite. 

La stabilité de l’expression de FoxP3 chez les Treg est cruciale puisque directement liée à leur activité 

suppressive. In vivo, les mécanismes permettant le maintien de la population FoxP3
+
 sont encore méconnus, en 

revanche nous savons que la stabilité de l’expression de FoxP3 est liée au taux de méthylation de deux 

séquences dans le promoteur du gène, appelées CNS1 et CNS2 (Zheng et al., 2010). Afin de statuer sur la 

capacité des neutrophiles à augmenter la stabilité de l’expression de FoxP3 sur les Treg, nous pourrions analyser 

le niveau de méthylation du CNS1 et du CNS2 de FoxP3 en présence de neutrophiles. Nous pouvons nous 

attendre à ce que ces niveaux de méthylation soient plus faibles chez les Treg en coculture avec des 

neutrophiles comparés aux Treg seuls, puisqu’une faible méthylation de ces régions se traduit par une meilleure 

stabilité de l’expression de FoxP3. D’autres facteurs épigénétiques comme les modification post-

traductionnelles des histones, les miRNA ou l’implication de séquences génomiques distales influencent les 

cellules dans leur capacité à exprimer FoxP3 (Samstein et al., 2012), or les neutrophiles sont incapables 

d’induire FoxP3 dans des cellules T ne possédant pas les bonnes modifications épigénétiques comme les Teff. 

Par conséquent, nous nous somme demandé si les neutrophiles sont capables d’induire FoxP3 dans des cellules 

CD4
+
FoxP3

-
 mais possédant une empreinte génétique propre aux Treg, comme par exemple des lymphocytes T 

ayant perdu FoxP3 (ex-Treg). Pour tester cela, nous avons mis en culture des Treg pendant 72h en présence 
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d’anticorps αCD3 et αCD28, le temps d’observer une perte quasi-totale de l’expression de FoxP3 sans 

modification importante de la viabilité cellulaire. A l’obtention de ces ex-Treg, nous avons rajouté des 

neutrophiles activés par le LPS pour observer après 72h additionnelles l’expression de FoxP3. Les neutrophiles 

permettent une restauration de près de 40% de l’expression de FoxP3. Ce résultat peut cependant toujours 

s’expliquer par une prolifération spécifique du peu de cellules FoxP3
+
 présentes au moment de l’ajout des 

neutrophiles. Pour appuyer ce résultat il faudrait trier par cell sorting les ex-Treg, pour éliminer tout 

contaminant FoxP3
+
, avant d’ajouter les neutrophiles. La stabilité de FoxP3 dans les Treg est une considération 

importante de la recherche en immunologie et trouve des applications dans beaucoup de pathologies où la 

capacité suppressive des Treg est altérée comme la sclérose en plaques (Bebo et al., 2001), le lupus 

érythémateux systémique (Mao et al., 2014), ou la polyarthrite rhumatoïde (Komatsu et al., 2013). 

La caractérisation phénotypique des Treg ne s’arrête pas à l’expression de FoxP3. Nous avons choisi 

d’étudier d’autres molécules impliquées dans la fonction des Treg. Ainsi, suivant celle de FoxP3, l’expression des 

molécules CTLA-4 et CD25 est augmentée en présence de neutrophiles. Il a été montré que FoxP3 régule 

directement l’expression de ces marqueurs, donc l’augmentation observée peut être, au moins en partie, due à 

l’augmentation de FoxP3. Cela nous indiquerait que le marquage FoxP3 observé est associé à une molécule 

biologiquement active. Nous ne pouvons cependant pas exclure que les neutrophiles puissent induire CTLA-4 et 

CD25 sur les Treg de façon indépendante de FoxP3. Ces protéines sont étroitement impliquées dans la 

régulation du système immunitaire par les Treg (figure 6), cela conforte donc la conclusion que les neutrophiles 

favorisent le maintien du phénotype régulateur des Treg. 

Nous avons étudié ici le rôle des neutrophiles sur des Treg purifiés. Cependant, nous pouvons nous 

demander si les neutrophiles sont aussi capables de favoriser la différenciation des Treg. De par l’absence de 

neutrophiles dans le thymus, nous pensons plutôt à la différenciation des pTreg. Ces derniers se différencient 

dans les SLOs à partir de Tconv et en présence de TGF-β, d’IL-2 et d’acide rétinoïque (Chen et al., 2003; Mucida 

et al., 2007). Ce procesus peut être reproduit in vitro (Chen et al., 2003) et il serait intéressant de voir si des 

neutrophiles peuvent influencer cette différenciation. 

L’interaction Treg/neutrophiles reste à être décrite in vivo, et dans ce contexte nos résultats in vitro 

suggèrent un rôle important des neutrophiles dans le maintien de cette population T régulatrice. 
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L’activation des neutrophiles par les Treg 

 Les neutrophiles aussi sont influencés par la coculture avec les Treg. Nous avons observé une 

augmentation de l’expression de l’intégrine CD11b, un marqueur du niveau d’activation des neutrophiles. 

Lorsqu’ils s’activent les neutrophiles surexpriment cette intégrine notamment pour diminuer leur potentiel 

migratoire et interagir avec les cellules endothéliales, favorisant leur transmigration vers le site inflammatoire 

(Chavakis et al., 2004). Nous avons été surpris d’observer à la surface des neutrophiles une augmentation de 

l’expression de molécules immuno-modulatrices comme PD-L1 et CD39. PD-L1 n’est pas exprimé par les 

neutrophiles à l’état basal, mais son expression est induite après activation. L’ajout de Treg aux neutrophiles 

stimulés décuple cette expression de PD-L1. Sachant que son ligand le PD-1 est exprimé par les Treg (bien que 

non influencé par la coculture), il constitue un candidat idéal comme médiateur du dialogue Treg/neutrophiles 

(discuté plus bas). Le couple PD-1/PD-L1 est considéré comme un « immune checkpoint » de par son 

importance dans la régulation du système immunitaire. PD-L1 est exprimé par les cellules présentatrices 

d’antigènes et participe à la fine régulation de l’activation des lymphocytes Teff. Suite à cette activation, les Teff 

surexpriment PD-1, les rendant d’autant plus sensibles à la régulation négative par PD-L1. La rupture de cette 

régulation se traduit par un emballement du système immunitaire et l’aggravation de maladies auto-immunes 

comme le lupus (Nishimura et al., 1999), la polyarthrite rhumatoïde (Raptopoulou et al., 2010) ou le diabète 

(Keir et al., 2006). Parallèlement, nous avons mesuré une augmentation de l’expression de CD39 sur les 

neutrophiles en présence de Treg. Cette molécule, classiquement associée aux Treg, catalyse la dégradation de 

l’ATP extracellulaire (alarmine) en ADP, une molécule aux propriétés anti-inflammatoires (figure 6). Il reste 

cependant à déterminer si le CD39 à la surface des neutrophiles conserve son activité enzymatique qui lui est 

associée à la surface des Treg. Ainsi nous avons conclu que, suite à la coculture avec les Treg, les neutrophiles 

adoptent un phénotype immuno-régulateur chez la souris: Ly6G
+
 CD11b

high
 CD39

high
 PD-L1

high
. Nous pourrions 

envisager de trier, par cytométrie, cette population de neutrophiles induite par les Treg pour en décortiquer les 

modifications fonctionnelles associées. 

La production cytokinique de la coculture Treg/neutrophiles 

Les cellules en coculture peuvent aussi être étudiées selon leur capacité à produire des médiateurs 

solubles tels que des cytokines. Chez la souris, nous avons détecté par ELISA une production accentuée de MiP2 
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et d’IL-6 en coculture. Ces cytokines sont classiquement associées aux neutrophiles, si bien que les Treg seuls 

n’en produisent pas. Cependant, par ELISA nous détectons des cytokines produites dans le surnageant et nous 

ne pouvons pas affirmer quelles cellules les produisent dans les conditions en coculture. Le plus probable est 

que suite à l’activation des neutrophiles par les Treg, que nous avons déjà observée par l’expression de CD11b, 

leur production en MiP2 et IL-6 est accentuée. Cela devra être confirmé par une analyse en cytométrie en flux 

avec un marquage intracellulaire des cytokines. 

De façon surprenante, nous avons détecté une forte concentration d’IL-17 dans les surnageants de 

coculture, alors que ni les Treg, ni les neutrophiles, ne produisent cette cytokine dans nos conditions en simple 

culture, même après activation. Dans certains cas les neutrophiles sont capables d’exprimer l’IL-17 (Taylor et al., 

2013). Les Treg aussi peuvent produire de l’IL-17. Il a été montré que les Treg peuvent exprimer des marqueurs 

associés aux populations T effectrices. Ces Treg expriment alors RoRγT en même temps que FoxP3 et certaines 

cytokines comme l’IL-17. Cette déviation phénotypique peut aller jusqu’à une perte totale de FoxP3, associée à 

une perte de l’activité suppressive. Cela engendre une instabilité du phénotype Treg au profit de fonctions 

effectrices Th17 (Komatsu et al., 2013). A l’inverse, d’autres études soutiennent que cette population de Treg 

exprimant RoRγT possède une capacité suppressive supérieure envers les Th17 (Yang et al., 2016a). Dans nos 

cocultures nous n’avons pas détecté d’expression de RoRγT chez nos Treg FoxP3
+
. De plus, l’expression de FoxP3 

n’est pas diminuée en coculture mais bien au contraire, fortement induite. Enfin, hormis l’IL-17 nous ne 

détectons pas d’autres cytokines effectrices comme l’IFN-γ dans nos cocultures. Cette expression d’IL-17 ne 

semble donc pas associée à une déviation phénotypique des Treg en Teff. Parmi ses effets, l’IL-17 participe au 

recrutement des neutrophiles en stimulant indirectement leur différenciation (Schwarzenberger et al., 2000). 

Nous pourrions alors attribuer à cette IL-17 générée par l’interaction Treg/neutrophiles un rôle dans 

l’homéostasie de la population neutrophilique. Nous avons voulu observer lequel de ces deux type cellulaires 

produit l’IL-17 en coculture. Nous n’avons pas pu détecter, par cytométrie en flux, la population à l’origine de 

cette production d’IL-17. Définir cela, dans des expériences futures, permettrait de mieux comprendre le rôle 

de cette IL-17 produite suite à l’interaction Treg/neutrophiles. 

 Contrairement aux autres phénomènes liés à la coculture, ces résultats sur la production cytokinique 

chez la souris ne sont pas confirmés chez l’homme. La coculture de Treg et de neutrophiles humains n’entraine 

pas de production d’IL-17 ou d’IL6. Nous détectons bien de l’IL-8 (analogue humain de MiP2) mais cette 
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production n’est pas influencée par la coculture. De façon intéressante, cette IL-8 est notamment produite par 

les Treg humains dans nos cultures. Himmel et al. ont pu montrer que, par cette sécrétion d’IL-8, les Treg sont 

capables d’induire le recrutement des neutrophiles (Himmel et al., 2011). Nous proposons que ce 

chimiotactisme puisse largement favoriser l’interaction Treg/neutrophiles, en particulier in vivo.  

La fonction des Treg 

 La coculture entre Treg et neutrophiles favorise l’expression de molécules inhibitrices comme CTLA-4, 

PD-L1 ou CD39. En conséquence nous avons observé une capacité inhibitrice de la coculture Treg/neutrophiles 

sur la prolifération de Teff. De plus, alors que les Treg seuls perdent progressivement leurs capacités 

suppressives en même temps que FoxP3, les Treg isolés de cocultures avec des neutrophiles maintiennent leurs 

propriétés inhibitrices. La perte du pouvoir régulateur des Treg en condition inflammatoire et un problème 

majeur et peut expliquer notamment l’échec de certaines thérapies cellulaire utilisant des transferts de  Treg 

dans le but de réprimer des symptômes inflammatoires dans des modèles murin de PR (Komatsu et al., 2013) 

ou de lupus (Bagavant and Tung, 2005). Nos résultats indiquent que préparer les Treg en présence de 

neutrophiles pourrait favoriser leur maintien lors du transfert. De plus, la préparation des Treg peut impliquer 

une prolifération induite par l’IL-2 afin de générer un nombre suffisant de cellules disponibles pour le transfert. 

Cependant, ce protocole peut engendrer des impuretés représentées par l’expansion de Teff (Battaglia et al., 

2006). Dans nos expériences, les neutrophiles induisent la prolifération spécifiquement des cellules FoxP3
+
 et 

augmentent leur expression du CD25, ce qui pourrait favoriser leur réponse à l’IL-2. Les neutrophiles en 

coculture avec des Treg pourraient constituer une amélioration du protocole d’expansion des Treg ex-vivo par 

l’IL-2. 

Nous ne savons pas si la stabilité des Treg favorisée par les neutrophiles est durable, notamment après 

rupture de l’interaction. Pour définir cela, nous pourrions envisager d’étudier les modifications épigénétiques 

des locus associés à l’expression de FoxP3 après interaction avec les neutrophiles. Une déméthylation 

augmentée de ces séquences ADN et des histones associées en présence de PMN pourrait favoriser une 

stabilité de l’expression de FoxP3 durable. Autrement, il faudrait favoriser l’interaction Treg/neutrophiles 

directement in vivo. Pour cela il faut bien comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans ce dialogue, 

ce qui devra être défini par des études supplémentaires. 
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Le neutrophile régulateur 

Suite à la coculture Treg/neutrophiles, nous qualifions les neutrophiles de régulateurs de par leurs 

fonctions suppressives envers les Teff mais aussi leur capacité à maintenir le phénotype et la fonction des Treg. 

Ce message est démontré pour la première fois dans ce travail de thèse. Nous pouvons cependant le mettre en 

relation avec des données de la littérature portant sur des fonctions suppressives accordées aux neutrophiles. 

Le concept de cellules myéloïdes régulatrices a été évoqué il y a plus de trente ans dans un 

environnement tumoral (Young et al., 1987). Cette régulation a été retrouvée dans des maladies infectieuses 

(Pan et al., 2013) ou auto-immunes (Zhu et al., 2007), mais elle est impossible à détecter en condition 

homéostatique. Ce phénomène peut être attribué à une population hétérogène de cellules macrophagiques, 

monocytaires, dendritiques ou granulocytaires, dont la composition varie selon le contexte étudié. Afin de 

clarifier les résultats obtenue sur cette thématique les cellules myéloïdes régulatrices ont été regroupées sous 

l’acronyme MDSC pour « Myeloid Derived Suppressor Cells » (Gabrilovich et al., 2007). L’hétérogénéité de cette 

population cellulaire rend son étude difficile puisque elle a pour seule caractéristique d’inhiber la prolifération 

de cellules T, mais n’exprime aucun marqueur permettant son identification ou son isolement. Cela signifie que 

selon le contexte étudié, on regroupe sous l’acronyme MDSC des populations très différentes ce qui complexifie 

la mise en relation des découvertes. Ainsi, la terminologie MDSC doit être dépassée pour définir des 

populations homogènes précises aux propriétés régulatrices. Des neutrophiles de ce type ont déjà était décrits 

chez l’homme par Pillay et al., chez des patients souffrant d’inflammation systémique (Pillay et al., 2012). Ces 

neutrophiles sont caractérisés par le phénotype CD11c
bright

CD62L
dim

CD11b
bright

CD16
bright

.  Ces molécules sont 

exprimées à des taux variables par tous les neutrophiles et ce profil d’expression particulier est à associer à un 

fort niveau d’activation des cellules. Cela corrèle avec une inflammation importante et persistante. Dans cet 

article, les auteurs observent que la prolifération de cellules T totales en présence de ces neutrophiles est 

diminuée comparée à la condition sans neutrophiles. Cela leur permet de conclure que les neutrophiles 

CD11c
bright

CD62L
dim

CD11b
bright

CD16
bright

  inhibent la prolifération des lymphocytes T (Pillay et al., 2012). Parmi 

ces cellules T, il y a 1 à 5% de Treg, ainsi il pourrait être intéressant d’étudier le rôle de l’interaction 

Treg/neutrophiles dans leurs observations. En effet, à la lumière de nos résultats, une part de l’inhibition de la 

prolifération que les auteurs observent peut être attribuée aux Treg activés par la présence des neutrophiles. 
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D’une façon similaire, Marini et al. ont montré que chez des patients traités avec du G-CSF il était 

possible d’isoler une population de neutrophiles CD10
+
 possédant un activité immunosuppressive envers les 

lymphocytes T dépendante de CD18 et ARG-1 (Marini et al., 2017). Cette population CD10
+
 est aussi présente 

chez les sujets sains mais ne possède alors pas de capacité suppressive. Ces cellules présentent un niveau 

d’activation élevé et un phénotype mature de part la présence d’un noyau hyper-segmenté et du CD10 qui est 

un marqueur de maturation des neutrophiles dans la moelle osseuse. Comme pour l’étude précédente, les 

expériences d’inhibition de la prolifération ont été réalisées par des cocultures de neutrophiles avec des 

lymphocytes T totaux, comprenant donc un pourcentage de Treg. Donc à nouveau, chez ces patients traités par 

le G-CSF, il pourrait être intéressant d’analyser le rôle de l’interaction Treg/neutrophiles sur l’inhibition 

observée. 

Par ailleurs, Wang et al. ont découvert une population de neutrophiles induite par le GM-CSF et qui se 

retrouve infiltrée dans les tumeurs chez l’homme. Ces cellules expriment PD-L1 et sont capables d’inhiber la 

prolifération des Teff de façon PD-L1 dépendante (Wang et al., 2017). Les tumeurs génèrent souvent un 

environnement très immunosuppresseur afin de se protéger du système immunitaire dont la fonction est de 

l’éliminer. Ainsi, on retrouve un fort infiltrat de Treg dans les tumeurs (Liyanage et al., 2002; Woo et al., 2001). 

Nous pouvons nous demander si l’apparition de cette population de neutrophiles immunosuppresseurs qui 

exprime PD-L1 est favorisée par l’interaction avec les Treg pro-tumoraux infiltrés. En effet, les neutrophiles issus 

de coculture avec les Treg que nous présentons, possèdent des caractéristiques tout à fait semblables 

(phénotype mature activé et PD-L1
high

). A l’inverse, la présence des neutrophiles pourrait influencer le 

comportement des Treg infiltrés dans les tumeurs. L’étude de l’interaction Treg/neutrophiles dans des modèles 

de cancers pourrait donc révéler de nouvelles cibles thérapeutiques contre ces pathologies. 

Une forme différente d’inhibition du système immunitaire par les neutrophiles a été décrite par 

Nadkarni et al. Des neutrophiles exposés aux hormones sexuelles progesterone et estriol sont capables 

d’induire un phénotype régulateur sur des Teff lors de la gestation (Nadkarni et al., 2016). Ces neutrophiles 

transmettent le facteur Foxo1 par des vésicules apoptotiques, entrainant l’expression de FoxP3 dans les Teff. Les 

auteurs ont montré que ce phénomène est essentiel dans le maintien de la tolérance fœto-maternelle puisque 

son altération entraine des pré-éclampsies chez la souris comme chez la femme. Ce mécanisme semble assez 

éloigné de ce que nous observons puisque le maintien des Treg dans notre modèle est contact dépendant, n’est 
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pas associé à l’apoptose des neutrophiles et ne se traduit pas par l’expression de FoxP3 sur des Teff mais 

uniquement sur des Treg. Cela rappelle, tout de même, que les Treg n’ont pas qu’un rôle de contrôle des 

phénomènes inflammatoires liés aux infections et autres pathologies mais ont aussi la lourde tâche de 

maintenir la tolérance immunitaire. Au vu de l’importance des neutrophiles et des Treg dans le maintien de la 

tolérance fœto-maternelle, la pré-éclampsie constitue un modèle prometteur pour continuer l’étude de 

l’interaction entre ces deux types cellulaires. 

Ces publications sur les neutrophiles régulateurs possèdent des similitudes. En effet, il semblerait que 

ces neutrophiles soient indétectables chez des sujets sains ou en condition physiologique. Leur apparition est 

conditionnée par différents contextes inflammatoires tels que cancer, infection ou certaines pathologies auto-

immunes.  Dans chacun des cas présentés, les neutrophiles régulateurs se distinguent par une forte expression 

de molécules liées à leur maturation ou leur activation (CD11b, Cd11c, CD16, CD62L, CD10). Cela est 

potentiellement dû aux stimuli qui favorisent l’émergence de cette population de neutrophiles (LPS, GM-CSF ou 

G-CSF), puisqu’ils sont tous des facteurs de maturation et d’activation des neutrophiles. Ainsi, aucun marqueur 

unique ne permet de différencier des neutrophiles matures activés mais non régulateurs, des neutrophiles 

possédant une activité régulatrice. Il est perturbant d’observer que des molécules connues pour stimuler les 

fonctions antibactériennes et proinflammatoires des neutrophiles sont les mêmes qui participent à l’apparition 

des neutrophiles régulateurs. Pillay et al. proposent alors deux hypothèses quant à leur origine. Le neutrophile 

régulateur peut être un stade de maturation supplémentaire du neutrophile classique. C’est à dire que, au-delà 

du stade de neutrophile à noyau hyper-segmenté, il existerait un stade de maturation aux propriétés anti-

inflammatoires, atteignable dans certaines conditions. Cela laisse supposer que tout neutrophile a la capacité 

d’acquérir un phénotype régulateur. Une autre hypothèse proposée est qu’une sous-population de neutrophile 

est conditionnée pour être anti-inflammatoire dès le processus de différenciation des neutrophiles dans la 

moelle osseuse. Notre modèle de neutrophile régulateur se heurte au même dilemme et se place aussi bien 

dans l’une que dans l’autre des hypothèses. Dans nos cultures, seule une partie des neutrophiles surexprime 

CD39 et PD-L1 après interaction avec les Treg. Cela peut s’expliquer en supposant que seule la sous-population 

de neutrophiles capable de présenter un phénotype régulateur a répondu. Cependant nous pouvons aussi 

imaginer que l’apparition de ce phénotype régulateur est conditionnée par des facteurs limitant, tels que l’accès 

aux Treg ou aux molécules de signalisation, ne permettant qu’à une partie des neutrophiles de répondre. A 
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l’inverse, il est envisageable que seule une sous-population de Treg encore indéterminée ne soit capable 

d’interagir avec les neutrophiles. En plus de cette incertitude sur l’origine du neutrophile régulateur, les signaux 

responsables de leur apparition restent aussi indéterminés. Il semblerait que ceux-ci n’apparaissent qu’en 

condition inflammatoire, mimé dans nos cultures par une stimulation du TCR et du TLR4, mais aucune étude n’a 

réussi à générer ces cellules in vitro. Nous montrons ici que des neutrophiles activés au LPS possèdent une 

activité régulatrice en favorisant le maintien des Treg. De plus, suite à cette interaction, les neutrophiles 

acquièrent un potentiel suppresseur envers les Teff. L’absence de marqueur unique et spécifique du neutrophile 

régulateur est un frein certain à son étude et doit concentrer la recherche future sur ce domaine. En attendant, 

nous ne pouvons savoir avec certitude si les neutrophiles régulateurs présentés ci-dessus, comme ceux de ce 

travail de thèse, appartiennent à une seule et même population induite de différentes façons ou s’il existe des 

sous-populations de neutrophiles régulateurs différenciables fonctionnellement et phénotypiquement. 

Mécanismes de l’interaction Treg/neutrophiles 

Suite à notre découverte de l’interaction Treg/neutrophiles, nous nous sommes demandé par quels 

mécanismes ces deux cellules pouvaient communiquer. Les premières expériences réalisées à ce sujet sont 

basées sur l’utilisation de transwell. Nous avons démontré qu’en absence de contact cellulaire il y avait une 

perte totale de la coopération Treg/neutrophiles. Nous nous somme alors concentré sur l’étude de partenaires 

membranaires exprimés par les neutrophiles et possédant un ligand sur les Treg. Il a été montré que les 

neutrophiles ont la capacité de présenter des peptides antigéniques aux cellules T par leur CMH (Abi Abdallah 

et al., 2011; Beauvillain et al., 2007). Mon modèle est antigène indépendant, donc le couple CMH/TCR a été 

écarté. En revanche, nous avons tenté de bloquer les molécules de costimulation associées à la présentation 

antigénique que sont le CD86 exprimé par les neutrophiles et qui peut interagir avec le CD28 ou le CTLA-4 des 

Treg. Dans la même logique, nous avons aussi bloqué l’interaction OX40L (neutrophiles)/OX40 (Treg). Le blocage 

de ces molécules n’a pas affecté l’interaction Treg/neutrophiles. Nous avons vu plus haut que les neutrophiles 

surexpriment PD-L1 en présence de Treg. Or la signalisation par le PD-1, ligand du PD-L1, peut induire FoxP3 sur 

les Treg (Francisco et al., 2009). Cependant, le blocage de ces molécules n’a pas non plus affecté l’interaction 

Treg/neutrophiles. L’interaction des neutrophiles avec d’autres populations cellulaires nécessite la 

reconnaissance entre molécules d’ancrage. Par exemple, Marini et al. ont mis en évidence une interaction entre 



 140 

neutrophiles et lymphocytes T dépendante du CD18 (Marini et al., 2017). Afin de déterminer si l’interaction 

entre neutrophiles et Treg obéit au même mécanisme, nous avons bloqué la reconnaissance de la molécule 

CD18 (neutrophiles) par son ligand ICAM (Treg). A nouveau, le blocage de ces molécules n’a pas affecté 

l’interaction Treg/neutrophiles. Nous avons finalement montré que le Tofacitinib, un inhibiteur de la voie de 

signalisation JAK/STAT, diminue la coopération Treg/neutrophiles. Cette voie de signalisation est principalement 

utilisée par les cytokines. Il faut alors expliquer comment le transwell inhibe l’interaction Treg/neutrophiles 

alors que celle-ci est contrôlée par des cytokines. Notre hypothèse est qu’un contact primaire entre 

neutrophiles et Treg est nécessaire pour induire une production cytokinique servant comme second messager 

dans les effets observés. Ceci est conforté par le fait que les concentrations en cytokines IL-6, MiP2 et IL-17 sont 

plus importantes suite à l’interaction Treg/neutrophiles et que cette induction est inhibée par le transwell. Il est 

probable que l’interaction par contact favorise la signalisation cytokinique par la libération, localement, de 

faibles quantités de cytokines. La concentration de ces cytokines au point de contact permet leurs effets même 

à de très faibles niveaux de production. Nous n’avons pas réussi à bloquer cette interaction, peut être parce que 

nous n’avons pas ciblé les bons couples de molécules, ou peut être que l’interaction Treg/neutrophiles fait 

intervenir plusieurs partenaires redondants. Dans ce cas, il faudrait tenter de bloquer plusieurs couples 

moléculaires à la fois, ce qui n’a pas été testé dans cette étude. 

Régulation de l’interaction Treg/neutrophiles 

Il est important de noter que tous les effets liés à la coculture chez la souris ne sont observables que si 

les deux populations cellulaires sont activées, les Treg par leur TCR avec αCD3αCD28 et les PMN via le TLR4 avec 

le LPS. Cela nous donne une indication cruciale quant au mode de régulation de l’interaction Treg/neutrophiles. 

Ainsi, les neutrophiles activés sont incapables d’influencer le maintien ou l’activation d’un Treg non activé. Si on 

se place dans un processus inflammatoire, seul les Treg activés par cette inflammation seront affectés par les 

neutrophiles. L’interaction entre Treg et neutrophiles est donc restreinte aux Treg activés et à pour 

conséquence d’inverser le comportement des neutrophiles envers les autres lymphocytes, de pro-

inflammatoire à suppresseur. Nous proposons que cette coopération soit importante dans la fine régulation de 

la balance immunitaire entre signaux proinflammatoires et régulateurs. Le LPS n’est pas la seule molécule 
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pouvant activer les neutrophiles, d’autres ligands de TLR, le G-MCSF ou le TNF-α le peuvent aussi. Il serait 

intéressant de tester si ces molécules sont aussi capables de favoriser l’interaction Treg/neutrophiles. 

Nous avons aussi remarqué que, bien qu’absolument nécessaire, des stimulations très faibles du TCR 

des Treg étaient suffisantes pour induire les effets de coculture. La stimulation classique des Treg in vitro 

comprend 2µg/ml ou plus d’αCD3 et d’αCD28 absorbé sur une plaque de culture (Park et al., 2019), ou des 

concentration bien plus élevée d’anticorps solubles (5µg/ml d’ αCD3 et 2µg/ml d’αCD28). Pour l’interaction 

Treg/neutrophiles, 0,5µg/ml d’anticorps solubles permettent d’obtenir un effet optimal, si bien que stimuler 

plus fortement le TCR n’augmente pas les effets de la coculture. Nous sommes donc dans des conditions de 

faible stimulation du TCR. De plus, les effets des neutrophiles sur les Treg sont les plus importants à 72h de 

culture. Les neutrophiles n’influencent pas le phénotype des Treg ex-vivo. Il faut attendre une perte du 

phénotype régulateur des T, pour observer le maintien apporté par les neutrophiles. Ainsi, nous pensons que 

l’importance de l’interaction Treg/neutrophiles se joue dans un environnement restrictif pour les Treg, où le 

contexte inflammatoire défavorise le maintien de leur phénotype. Gao et al. nous donnent un indice de 

l’importance de ce phénomène in vivo. Les auteurs montrent que dans un modèle murin de la maladie de 

Sjögren, la déplétion totale en neutrophiles entraine une augmentation des populations T effectrices associée à 

une diminution de la population de Treg et une aggravation de la pathologie (Gao et al., 2015). A la lumière de 

nos résultats nous pouvons nous demander si cette chute du maintien de la population Treg en absence de 

neutrophiles peut être due à la rupture de l’interaction Treg/neutrophiles.  Il serait possible de confirmer et 

d’étudier plus précisément le devenir de la population Treg dans ce genre de modèles murin présentant une 

délétion en neutrophiles. Le moyen le plus classique pour l’élimination de la population de neutrophiles chez la 

souris, est l’utilisation d’un anticorps anti-Ly6G comme utilisé par Gao et al. Ce genre de modèle pourrait nous 

fournir des informations sur le rôle de l’interaction Treg/neutrophiles in vivo. Pour répondre à cela chez 

l’homme il serait aussi intéressant d’étudier la population de Treg dans des pathologies associées à un défaut 

majeur des neutrophiles comme les neutropénies congénitales, cycliques ou liées à l’X (Skokowa et al., 2017). 

Un exemple est la granulomatose septique chroniques où les neutrophiles présentent plusieurs défauts 

fonctionnels liés à une mutation de l’enzyme NOX. 

Chez l’homme nous avons observé que les neutrophiles ne nécessitent pas d’activation in vitro par le 

LPS pour influencer le phénotype des Treg. Nous pouvons émettre l’hypothèse que les neutrophiles humains 
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sont pré-activés dans le sang et qu’ils ne nécessitent alors pas de réactivation in vitro. Cette différence avec les 

neutrophiles de souris peut s’expliquer par l’environnement. En effet, les souris de laboratoire vivent en 

animalerie dans un espace confiné et contrôlé ce qui les expose très faiblement aux pathogènes. A l’inverse, 

l’homme est largement exposé à ces agents pathogènes qui circulent dans l’air ou la nourriture. Ceci nous 

expose à de nombreuses infections, bien souvent asymptomatiques car rapidement éliminées par le système 

immunitaire. Il est envisageable que le système immunitaire fortement sollicité de l’homme présente une 

activation basale des ses cellules circulantes plus élevée que celles des souris de laboratoire, expliquant la pré-

activation de nos neutrophiles. Les différences observées entre les cocultures humaines et murines peuvent 

aussi être expliquées par la provenance des neutrophiles. En effet, dans nos expériences chez la souris, les 

neutrophiles proviennent de la moelle osseuse alors que ceux de l’homme proviennent du sang. Il est plus 

difficile chez la souris de récupérer les neutrophiles du sang où ils sont plus faiblement représentés que chez 

l’homme. Ainsi, récupérer les neutrophiles de la moelle osseuse permettait de sacrifier moins de souris que si 

nous aurions du les purifier du sang. Nous pouvons cependant nous demander si les neutrophiles de la moelle 

osseuse et ceux du sang présentent des activités différentes. Il est probable que les neutrophiles de la moelle 

concentrent des populations immatures, puisque ce compartiment est le lieu de leur maturation (figure 1). Pour 

éviter ce biais, nous avons pré-incubé des neutrophiles murins avec du G-CSF pour induire la maturation de 

potentielles populations immatures avant de les placer en coculture avec les Treg. Les neutrophiles de la moelle 

osseuse traités par le G-CSF se comportent de façon identique aux neutrophiles non traités, suggérant qu’il n’y 

a pas de défaut de maturation des neutrophiles isolés de la moelle osseuse. De plus, nous avons observé par 

microscopie que les neutrophiles isolés de la moelle osseuse présentent majoritairement un noyau multilobé, 

caractérisant un stade de maturation avancé. Dans l’idéal, Il faudrait comparer les effets de la coculture 

Treg/neutrophiles du sang et Treg/neutrophiles de la moelle osseuse pour une même souris enfin de 

déterminer l’importance de la compartimentation des neutrophiles dans leur rôle de maintien du phénotype 

des Treg. Hormis cette différence, l’interaction Treg/neutrophiles est tout à fait comparable entre la souris et 

l’homme, ce qui nous permet de valider le modèle murin pour cette étude. Cela nous indique aussi que la 

coopération entre ces deux cellules est un phénomène conservé. 
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Place de l’interaction Treg/neutrophiles dans la PR 

 La PR est une pathologie auto-immune, inflammatoire et chronique. Elle présente des atteintes 

importantes au niveau des articulations mais aussi en systémique. Les neutrophiles jouent un rôle 

prépondérant dans l’initiation et le maintien du processus inflammatoire. En parallèle, les Treg ont pour rôle de 

contrôler tout phénomène inflammatoire. Cependant, leur fonction est altérée dans la PR car l’inflammation 

n’est pas contrôlée et entraine une destruction du cartilage puis de l’os. Comprendre pourquoi les Treg sont 

impuissants dans ce contexte permettrait de mettre en évidence des mécanismes impliqués dans la mise en 

place et le maintien de la PR et de suggérer de nouvelles cibles thérapeutiques. De part leur rôle respectif dans 

la pathologie, nous avons choisi d’étudier l’interaction Treg/neutrophiles chez des patients PR. Les neutrophiles 

de patients PR sont toujours capables d’induire FoxP3 ou CD25 sur les Treg autologues. En revanche nous 

montrons que l’expression de CTLA-4 sur les Treg de patients n’est pas augmentée en présence de neutrophiles, 

alors que chez les donneurs sains cette expression est fortement induite par la coculture. Ainsi, en coculture 

après activation, les Treg de patients expriment moins fortement CTLA-4, une molécule importante dans leur 

activité suppressive. Il a été montré que le niveau d’expression de CTLA-4 des Treg chez les patients est, de 

base, inférieur à celui des Treg de donneurs sains. En effet, Flores-Borka et al. ont publié que ce défaut 

d’expression de CTLA-4 sur les Treg de patients PR été associé à un défaut de la capacité  des Treg à inhiber la 

production cytokinique des Teff (Flores-Borja et al., 2008). Chez certains patients atteints de PR, la protéine de 

fusion CTLA-4-Ig (abatacept) est un traitement efficace (Schiff et al., 2014), ce qui démontre l’importance de la 

signalisation via le CTLA-4 dans cette pathologie. Au vu des résultats de nos cocultures chez les patients, nous 

proposons qu’une partie du défaut d’expression de CTLA-4 des Treg chez les patients soit due à une rupture de 

l’interaction Treg/neutrophiles. Nous ne pouvons pas encore déterminer si ce sont les neutrophiles qui ont 

perdu la capacité à induire CTLA-4 sur les Treg ou si ce sont les Treg qui deviennent insensibles aux 

neutrophiles, mais nous pouvons affirmer que le contexte particulier de la PR altère l’interaction entre ces 

cellules. Ceci pourrait en partie expliquer le déficit fonctionnel des Treg dans la PR. 

 Il existe plusieurs biothérapies utilisables chez les patients PR. Ainsi, les patients ne répondant pas au 

méthotrexate se voient prescrire des CTLA-4-Ig, des αCD20 ou des inhibiteurs du TNF-α, de l’IL-6 ou de la voie 

de signalisation JAK/STAT. Ces thérapies sont efficaces chez certains patients. Il pourrait être intéressant 

d’étudier le devenir de l’interaction Treg/neutrophiles chez ces patients répondeurs. Pour avoir les résultats les 
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plus convainquant possible, il faudrait effectuer une coculture Treg/neutrophiles chez des patients sans 

biothérapie, puis renouveler l’expérience 3 mois après le début d’une biothérapie afin de pouvoir observer un 

effet sur l’interaction Treg/neutrophils. Cette étude longitudinale serait composée d’autant de groupes qu’il y a 

de biothérapies administrables aux patients et devrait donc rassembler beaucoup d’échantillons afin d’obtenir 

des données interprétables. Les résultats obtenus nous donneraient des indications quant aux mécanismes 

pouvant influencer l’interaction Treg/neutrophiles in vivo chez l’homme. Nos données préliminaires indiquent 

que, en effet, un patient répondeur présente une restauration de la coopération Treg/neutrophiles suite à un 

traitement par l’adalimumab. Ces données doivent cependant être confirmée et élargies à d’autres thérapies 

ciblées. 

Afin de rendre l’interaction possible, les Treg et les neutrophiles doivent être co-localisés dans le même 

compartiment. Dans le contexte de la PR, il existe plusieurs possibilités pour cela. De part leur fonction 

promotrice de l’inflammation, les neutrophiles représentent la grande majorité des cellules immunitaires 

infiltrées dans les articulations des patients (60 à 90% des cellules). De même, afin de tenter de réguler 

l’inflammation mise en place, les Treg sont aussi retrouvés dans les articulations des patients en grand nombre 

(10-20% des lymphocytes T CD4
+
). De part la forte concentration cellulaire dans les articulations de patients, le 

liquide synovial et le tissu synovial constituent des compartiments privilégiés pour favoriser l’interaction 

Treg/neutrophiles. 

Un autre lieu majeur d’interactions leucocytaires se situe dans les organes lymphoïdes secondaires. De 

par leur structure interne et leur localisation au niveau des embranchements de la circulation sanguine et 

lymphatique, les organes lymphoïdes secondaires sont conçus pour faciliter les interactions entre les cellules du 

système immunitaire.  Il a été montré que les neutrophiles ont la capacité de migrer dans les organes 

lymphoïdes secondaires (Abadie, 2005). Ces cellules pourraient avoir pour fonction de moduler la réponse T, 

notamment par la présentation d’antigènes, la production de cytokines polarisantes (Matsushima et al., 2013) 

ou l’expression de PD-L1 (Castell et al., 2019) chez la souris comme chez l’homme (Oehler et al., 1998). Les Treg 

quant à eux, participent à l’inhibition de la réponse T, notamment en modulant l’interaction entre les DC et les 

Teff (figure 6). Pour cela, les Treg se localisent dans la zone T des organes lymphoïdes secondaires. Compte tenu 

de ces observations, nous supposons qu’en condition d’activation du système immunitaire, les organes 

lymphoïdes secondaires constituent un des lieux probables de l’interaction Treg/neutrophiles. 
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Enfin, la majorité des leucocytes circulent dans le sang. Etant donné que dans nos expériences in vitro 

chez l’homme nos cellules proviennent de ce compartiment, nous savons que les neutrophiles et les Treg qui y 

affluent ont la possibilité d’interagir entre eux. Cependant, la pression sanguine et l’environnement liquide ne 

favorisent pas les interactions cellulaires. De plus, bien que les neutrophiles soient largement retrouvés dans le 

sang, ce n’est pas le cas des Treg qui représentent 0,1 à 0,8% des PBMC. Il faut ajouter à cela la taille du système 

circulatoire et sa répartition à travers tout l’organisme. Pour ces raisons, nous pensons que la circulation 

sanguine constitue un compartiment probable mais non optimal pour l’interaction Treg/neutrophiles. 

Ainsi, le site inflammatoire et les organes lymphoïdes secondaires constituent les compartiments les 

plus probables d’interaction entre Treg et neutrophiles dans un contexte de PR. Il est à noter que ce 

raisonnement est aussi valable pour d’autres contextes inflammatoires avec pour acteurs les neutrophiles et les 

Treg.  

Conclusion 

 Le but de ce travail de thèse était de caractériser l’interaction encore inconnue entre les neutrophiles 

et les Treg. Nous avons étudié les conséquences phénotypiques et fonctionnelles de cette interaction par des 

cocultures in vitro de cellules purifiées provenant de souris ou de prélèvements sanguins humains. Au regard du 

rôle respectif des neutrophiles et des Treg dans la physiopathologie de la PR, nous avons étudié le devenir de 

leur interaction dans ce contexte inflammatoire auto-immun grâce à des prélèvements sanguins de patients. 

 Nous avons montré, pour la première fois, qu’une coopération existe entre neutrophiles et Treg pour 

promouvoir la régulation de la réponse immune. En coculture, les Treg maintiennent plus efficacement leur 

phénotype régulateur représenté par l’expression de FoxP3, CTLA-4 ou CD25. Parallèlement, les neutrophiles 

acquièrent un phénotype immuno-modulateur par l’expression de PDL-1 et CD39. Chez la souris, la production 

cytokinique est accentuée en coculture en particulier pour l’IL-6, MiP2 ou l’IL-17. De façon importante, nos 

études fonctionnelles chez la souris indiquent que les Treg provenant de coculture avec les neutrophiles 

maintiennent des capacités suppressives supérieures comparés aux Treg n’ayant pas interagi avec les 

neutrophiles. De plus, les neutrophiles eux mêmes acquièrent des propriétés régulatrices après leur interaction 

avec les Treg. Ceci fait que la coopération entre Treg et neutrophiles génère un environnement fortement 
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immunosuppressif. Lors de l’étude des mécanismes impliqués dans le dialogue entre ces cellules, nous avons 

mis en évidence la nécessité d’un contact direct entre les cellules et une dépendance des Treg à la stimulation 

de leur TCR. Comme messager secondaire, nous avons aussi observé une implication partielle de la voie de 

signalisation JAK/STAT. Nous proposons que l’interaction entre Treg et neutrophiles soit importante pour le bon 

contrôle de l’inflammation. Cette hypothèse est confortée par nos résultats chez les patients atteints de PR qui 

prouvent une rupture de la coopération entre Treg et neutrophiles dans ce contexte auto-immun. Cette rupture 

ce traduit par un défaut d’induction de la molécule régulatrice CTLA-4 sur les Treg en présence neutrophiles, 

chez ces patients. De surcroit, nos données préliminaires provenant d’une étude longitudinale de patients 

atteints de PR laissent supposer qu’une rémission de la pathologie, favorisée par un traitement anti-TNF-α, 

restaure la capacité des neutrophiles à induire le CTLA-4 sur les Treg. Le comportement de ce couple cellulaire  

est donc étroitement lié au contexte inflammatoire de la PR mais sa manipulation nécessite une caractérisation 

approfondie des mécanismes moléculaires qui ont été présentés dans ce travail. Nous proposons que 

l’interaction entre Treg et neutrophiles, nouvellement caractérisée dans cette étude, puisse constituer une cible 

thérapeutique innovante dans la PR. 
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Le but de ce travail de thèse était de caractériser l’interaction entre deux populations immunitaires que sont les 

lymphocytes T régulateur (Treg) et les neutrophiles (PNN). Les PNN participent activement au processus 

inflammatoire. A l’inverse, les Treg ont un rôle suppresseur et contrôlent l’inflammation. Une perte du contrôle 

de l’inflammation peut mener à des pathologies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde (PR). Dans 

la PR, alors que les PNN sont fortement activés et participent à l’inflammation, les Treg présentent un défaut 

fonctionnel et échouent à contrôler cette réponse. Nous avons montré, pour la première fois, que les Treg et les 

PNN sont capables d’interagir. Leurs interactions résultent en un maintien du phénotype régulateur des Treg, 

représenté par l’expression du « forkhead box P3 » (FoxP3) et du «cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4» 

(CTLA-4), et un maintien de leurs capacités suppressives. Parallèlement, les molécules inhibitrices 

«programmed death ligand 1» (PD-L1) et CD39 sont induites sur les PNN leur octroyant des capacités 

suppressives envers les lymphocytes T. Nous avons observé que l’interaction entre les Treg et les PNN était 

dépendante d’un contact cellulaire direct et implique la voie de signalisation JAK/STAT. Enfin, cette interaction 

est altérée dans la PR puisque les PNN de patients sont incapables d’induire l’expression du CTLA-4 par les Treg. 

De façon intéressante, la capacité des PMN à induire CTLA-4 sur les Treg peut être restaurée par une thérapie 

ciblée chez ces patients. Nous proposons que l’interaction entre les Treg et les PMN puisse constituer une cible 

thérapeutique innovante dans la PR. 

 

Interaction between regulatory T cells (Treg) and polymorphonuclear neutrophils (PMN) in 

physiological and rheumatoid arthritis situations. 

In this study, we aim to characterize regulatory T cells (Treg) and polymorphonuclear neutrophils (PMN) 

interaction. PMN are known for their pro-inflammatory properties and pathogen killing. On the contrary, Treg 

are suppressive cells responsible for immune system regulation. Diverse events may favor loss of immune 

system control leading to inflammatory disorders such as rheumatoid arthritis (RA). In this context, while PMN 

are highly activated and aggravate the disease, Treg are defective and fail to control inflammation. We show for 

the first time that Treg and PMN do interact and that this interaction helps to maintain forkhead box P3 (FoxP3) 

expression and promotes Treg phenotype notably thought induction of cytotoxic T-lymphocyte-associated 

protein 4 (CTLA-4) expression. The interaction with PMN also favors maintenance of Treg suppressive functions. 

Meanwhile, PMN express regulatory molecules programmed death ligand 1 (PD-L1) and CD39 upon interaction. 

Consequently, PMN acquire suppressive functions toward T lymphocytes. We found out that Treg and PMN 

crosstalk is dependent on cell contact but might also involves JAK/STAT signaling pathway as second signal. 

Finally, this cooperation is lost in RA context as PMN fail to induce CTLA-4 on Treg from patients. Interestingly, 

this defect can be reverted by biotherapy. We propose that Treg and PMN interplay might constitute a relevant 

and innovative therapeutic target in RA. 
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