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AVANT-PROPOS 

 

Par l’intégration et la retranscription de signaux moléculaires et membranaires, les lymphocytes T 

(LT) CD4 organisent les réponses immunitaires. Leur caractérisation quantitative et qualitative est 

un outil puissant pour la compréhension et la prédiction des réponses immunitaires, qu’elles soient 

bénéfiques (vaccinales ou anti-infectieuses) ou délétères (maladies auto-immunes). La 

caractérisation des réponses LT CD4 s’appuie sur l’association de l’expression de marqueurs 

phénotypiques à des fonctions biologiques précises. Ainsi, les LT CD4 ont été progressivement 

catégorisés en sous-types sur la base de critères phénotypiques et d’une fonction effectrice 

spécifique. Le schéma de génération de ces réponses effectrices repose sur l’orientation d’un LT 

CD4 naïf vers un de ces profils. Ces dernières années, l’avènement d’outils technologiques de plus 

en plus résolutifs a mis en évidence une grande diversité et hétérogénéité dans les réponses LT 

CD4. Avec les analyses multiparamétriques qui en résultent, des chevauchements entres traits 

phénotypiques et fonctionnels initialement pensés comme exclusifs ont été rapportés. Ces résultats 

ont permis d’interroger la conception des réponses LT CD4 reposant uniquement sur une 

spécialisation immuable des LT CD4 naïfs vers les différents sous-types effecteurs. L’hétérogénéité 

des réponses LT CD4 a permis de considérer l’éventualité d’une plasticité cellulaire pour les 

expliquer, c’est à dire la réorientation d’un sous-type effecteur vers un autre sous-type dans un 

nouvel environnement biologique. Ainsi, les réponses LT CD4 pourraient relever d’états 

lymphocytaires distincts plus que d’une spécialisation irréversible vers un sous-type effecteur 

spécifique.  

 

Mon projet de thèse s’inscrit dans ce contexte et se focalise sur un sous-type de LT CD4 dit T 

folliculaires helpers (Tfh). Le rôle de ces LT CD4 est de soutenir les lymphocytes B pour la mise 

en place des réponses humorales. La grande hétérogénéité phénotypique observée au sein des 

réponses Tfh laisse penser qu’une voie de génération de ces LT CD4 reposant sur une plasticité 

lymphocytaire est possible. Si le plus souvent les Tfh permettent la mise en place d’une réponse 

humorale efficace, ils sont également impliqués dans la pathogénie de certaines maladies. De fait, 

une meilleure compréhension de leur génération permettrait une meilleure orientation ou 

correction des réponses immunitaires. Dans ce travail, je tente de contribuer à cet objectif.
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I. Biologie des lymphocytes T folliculaires helpers (Tfh) 

 

I.1 Classification des lymphocytes T CD4 (LT CD4) 

 

Les lymphocytes T (LT) CD4 coordonnent l’immunité adaptative pour une réponse spécifique 

ainsi que l’établissement et le maintien d’une mémoire immunitaire à un pathogène. La 

compréhension du rôle des LT CD4 dans l’immunité, qu’ils soient naïfs, effecteurs ou mémoires 

repose sur l’association de marqueurs phénotypiques et de propriétés fonctionnelles. Si mon projet 

porte spécifiquement sur les Tfh, je pense que les problématiques associées s’appliquent aux 

réponses LT CD4 en général. Ainsi, il me semble pertinent de donner un bref aperçu historique de 

la découverte des LT CD4 et de leur classification progressive en sous-types effecteurs (Th1, Th2, 

Th17, Tfh et Tregs) ou mémoires (centraux, effecteurs, résidents) distincts. Cela permettra de 

mieux comprendre pourquoi cette classification selon ces critères classiques est de moins en moins 

compatible avec les analyses multiparamétriques, qui révèlent une très grande hétérogénéité 

phénotypique et fonctionnelle au sein de ce compartiment cellulaire. Cette hétérogénéité a permis 

d’interroger la conception selon laquelle les réponses LT CD4 reposent uniquement sur 

l’engagement d’un LT CD4 naïf vers un des sous-types effecteurs. En effet, il est également 

proposé aujourd’hui que les réponses LT CD4 s’appuient sur la capacité des LT CD4 à se réorienter 

vers un nouveau phénotype ou une nouvelle fonction. Cette faculté, dite plasticité, sera également 

abordée dans cette partie.  

 

I.1.a Brève histoire de la découverte des LT CD4 

 

I.1.a.i Rôle du thymus dans l’immunité  

 

En 1944, des chercheurs rapportent que l’ablation du thymus permet de prévenir le développement 

spontané de leucémies lymphoïdes chez la souris1. A l’inverse, la greffe de tissu thymique en sous-

cutanée restaure la capacité des souris à développer des leucémies2. Le rôle du thymus est associé 

aux tissus lymphoïdes puisqu’aucune incidence de son ablation n’est observée sur le développement 

des leucémies myéloïdes. Parallèlement, des souris thymectomisées après naissance sont 

immunodéficientes : plus sensibles aux infections et moins immunocompétentes pour le rejet de 

greffes de peau. Des défauts en centres germinatifs (GC) et plasmocytes sont également constatés 

chez ces animaux3. Chez des souris adultes irradiées, les non-thymectomisées sont capables de 

mettre en place une réponse immunitaire efficace face à une immunisation ou une greffe de peau, 
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alors que les thymectomisées ne recouvrent pas leurs fonctions immunes4. L’implication du thymus 

dans les réactions immunitaires est donc démontrée. 

 

I.1.a.ii Identification des rôles des lymphocytes thymiques 

 

Dans les années 1960, l’importance pour la mise en place de l’immunité adaptative de la 

collaboration entre deux types de lymphocytes distincts par leur localisation anatomique est mise 

en évidence. Les lymphocytes thymiques (LT) aident les lymphocytes B (LB) issus de la moelle 

osseuse pour la production d’anticorps. Cette fonction d’aide aux LB sera la première associée aux 

LT et j’y reviendrai dans la suite de cette introduction. A partir de cette découverte, il devient 

possible d’associer à ces deux types cellulaires des fonctions biologiques précédemment décrites 

pour les cellules lymphoïdes. Par exemple, le rôle cytotoxique déjà connu pour les cellules 

lymphoïdes dans les années 19605 sera associé spécifiquement aux LT plus tard6. En 1969, plusieurs 

fonctions sont attribuées aux LT : mémoire immunitaire, cytotoxicité dans le rejet de greffe, 

activateurs de la perméabilité vasculaire, propriétés mitogéniques, activateurs de macrophages et 

capacité d’aide aux LB7.  

 

Le développement de nouveaux outils expérimentaux tels que les anti-sérums et la technologie des 

hybridomes8 rend possible l’association d’une fonction cellulaire à l’expression d’un marqueur 

spécifique9,10. Cette stratégie permettra et permet toujours de définir et de caractériser les 

populations cellulaires du système immunitaire. L’étude des antigènes exprimés par les LT permet 

l’association de deux fonctions, l’une d’aide aux LB et l’autre cytotoxique, à deux antigènes 

respectifs : T4 et T8 à l’époque, CD4 et CD8 aujourd’hui.  

 

I.1.b Définitions usuelles des LT CD4  

 

I.1.b.i Dogme Th1/Th2  

 

En 1978, une équipe de chercheurs émet l’hypothèse que les différentes réponses des LB, 

dépendantes et indépendantes de l’antigène, pourraient être induites par des sous-types de LT 

distincts. Afin de tester leur hypothèse, les chercheurs discriminent deux sous-types de LT par leur 

adhérence ou non à une colonne en nylon : Les LT non adhérents sont appelés T helpers 1 (Th1) 

et les LT adhérents T helpers 2 (Th2). Les chercheurs montrent alors que la capacité d’aide délivrée 

aux LB par les deux types de LT est différente11. En 1986, Mosmann et Coffman reprennent ces 
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appellations et associent des fonctions ainsi que des cytokines à ces Th1 et Th2. Ils proposent une 

définition phénotypique et fonctionnelle exclusive pour ces deux populations : les Th2 ne sécrètent 

pas d’interféron g (IFNg) ni d’interleukine (IL)-2, sécrétées par les Th1. Les Th2 sécrètent en 

revanche du MCGF2 (ancien nom de l’IL-4) et aident à la production d’IgE et IgG1. Mosmann et 

Coffman anticipent déjà une complexité supplémentaire au sein de ces sous-types : “ The presence or 

absence of some of the proteins in particular T cell clones suggest that additional bioassays may reveal heterogeneity 

within Th1 and Th2 groups ”12. L’idée d’une dualité entre les profils Th1 et Th2 est renforcée par le 

fait que l’IFNg inhibe spécifiquement la prolifération des Th2. A l’inverse, les Th2 prolifèrent avec 

de l’IL-4 en présence d’IL-1, contrairement aux Th113.  

 

L’étude des facteurs de transcription (FT) permettra d’asseoir la dichotomie Th1/Th2. Le FT 

GATA3 est exprimé par un LT CD4 naïf stimulé dans un environnement pro-Th2. Ce FT est 

nécessaire pour le maintien du phénotype caractéristique des Th2, défini par la production d’IL-

414. Le développement de Th1 est associé à une protéine de la famille des T-box. Elle est nommée 

T-bet (T-box expressed in T cells). L’expression de ce FT dans des LT CD4 naïfs permet le 

développement d’un profil Th1, défini selon la production d’IFNg15.  

 

Le dogme Th1/Th2 ne suffira pas à expliquer toutes les réactions immunitaires. Dès la fin des 

années 1990, certains chercheurs mettent en garde contre les préconceptions, qui pourraient être 

un frein à de nouvelles découvertes16.  

 

I.1.b.ii Autres sous-types principaux de LT CD4 effecteurs 

 

Pendant longtemps, les réponses lymphocytaires LT CD4 ont été restreintes à la dichotomie 

Th1/Th2. La découverte de nouveaux sous-types effecteurs a permis de mieux appréhender la 

complexité des réponses LT CD4. Mon but n’est pas ici de décrire de façon exhaustive les différents 

sous-types de LT CD4 effecteurs mais de relater comment chaque sous-type fonctionnel s’est 

distingué des autres. 

 

Th17. La découverte des Th17 fait suite à un paradoxe entre une réaction immunitaire et son 

explication par le dogme Th1/Th2. L’injection de Th1 au niveau des pattes de souris induit un 

gonflement après 24 heures et cette réaction d’hypersensibilité retardée n’est pas reproduite avec 

des Th2. De fait, les réactions inflammatoires semblent être conduites par les Th1. Alors que 

l’injection d’IFNg devrait augmenter l’inflammation, celle-ci la diminue. De même, l’usage d’un 



- 18 - 
 

anticorps anti-IFNg empire l’inflammation alors qu’il devrait théoriquement la diminuer. La 

découverte de l’IL-23, cytokine associée à ces réactions inflammatoires, permet d’identifier un 

nouveau sous-type fonctionnel de LT CD4. Cette cytokine induit la sécrétion d’IL-17 mais pas 

d’IFNg par les LT CD4. Le transfert de LT CD4 sécrétant de l’IL-17 induit une réaction 

inflammatoire et bloquer l’IL-17 diminue l’inflammation. L’IL-4 et l’IFNg inhibent la production 

d’IL-17 par les LT CD4, ce qui suggère l’existence d’un sous-type de LT CD4 exclusif des deux 

autres précédemment décrits17. Le développement des Th17 est associé au facteur de transcription 

RORgt (RAR-related orphan receptor gamma). Lorsque l’expression de ce FT est supprimée dans 

les LT CD4, ils ne sont pas capables de produire de l’IL-1718. Les Th17 sont particulièrement 

associés à l’immunité des muqueuses et un rôle pathogénique leur est attribué dans de nombreuses 

maladies inflammatoires et auto-immunes.  

 

T régulateurs (Tregs). Le concept d’un sous-type de LT immunosuppresseurs date des années 

1970. Le fait que l’injection de LT chez des animaux thymectomisés permette de prévenir 

l’apparition de syndromes auto-immuns prouve leur existence. Ces LT furent appelés suppresseurs 

faute de marqueurs fiables pour les désigner. Les premiers marqueurs qui leur sont associés sont le 

CD5 et CD45R. Chez la souris, les LT CD5high sont capables de limiter le développement de 

syndromes auto-immuns alors que les lymphocytes CD5low les déclenchent19. Le transfert de LT 

CD45Rhi chez des rats athymiques ou des souris présentant une immunodéficience combinée 

sévère conduit à la manifestation d’une inflammation dans de nombreux organes. En revanche, le 

co-transfert de LT CD45Rhi avec des LT CD45Rlo ne conduit pas à de l’inflammation20,21. En 1995, 

l’expression du récepteur de haute affinité à l’IL-2 (CD25) est rapportée sur ces LT CD5hiCD45Rlo.  

La déplétion de ces LT induit le développement de syndromes auto-immuns22. Les premiers tests 

immunosuppresseurs in vitro sont faits en 1998, où il est montré que ces LT CD4 CD25pos sont 

capables de limiter la prolifération des LT CD4 et CD823. L’importance du facteur de transcription 

Foxp3 dans de nombreux contextes auto-immuns oriente vers une recherche de l’expression de ce 

facteur dans ces LT CD4. Il est montré en 2003 que l’expression de Foxp3 est indispensable pour 

la mise en place et le maintien du phénotype immunosuppresseur de ces LT CD424,25. Les Tregs 

sont associés à la régulation des réponses immunitaires. Une complexité supplémentaire s’est 

ajoutée avec l’identification de sous-populations dans les Tregs. Les Tregs thymiques exprimant le 

Foxp3 à la sortie du thymus et les Tregs périphériques (pTregs), dont l’expression de Foxp3 est 

induite, sont distingués. L’analyse du répertoire des récepteurs des LT (TCR) entre ces deux 

populations  a permis de mettre en évidence que les pTregs ne sont pas restreints aux antigènes du 

soi et dérivent de LT CD4 aux propriétés initialement non régulatrices26. D’autres populations de 
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LT CD4 appelées Tr1 et les Th3 qui n’expriment pas le Foxp3 ont également été décrites, illustrant 

la difficulté d’associer un phénotype précis à une fonction précise. 

 

Les T folliculaires helpers (Tfh), sujets de cette thèse, seront décrits dans la suite de cette 

introduction. 

 

La diversité des LT CD4 s’est étoffée et deux autres sous-types se sont ajoutés. L’étude des LT 

CD4 dans la peau de patients atteints de dermatite atopique ou de psoriasis a révélé l’existence de 

LT CD4 produisant de l’IL-22 mais pas d’IL-1727. Ces LT CD4 dits Th22 sont trouvés dans le sang 

et leur développement est associé au facteur de transcription AHR28. La découverte d’une sous-

population sécrétant de l’IL-9, mais pas d’IL-4 conduira à la description du sous-type Th929.  

 

La polarisation d’un LT CD4 naïf vers un de ces profils est déterminée par une combinaison de 

signaux induits par le pathogène et le microenvironnement. Le fait qu’un partage de TCR soit 

possible après stimulation antigénique entre des Th1, Th2, et Th1730 montre que la polarisation 

vers des profils distincts par un même clonotype est possible. Ceci suggère que plus que les 

propriétés intrinsèques du LT CD4, c’est l’environnement biologique qui détermine l’orientation 

des réponses effectrices.  

 

I.1.b.iii Mémoire et migration 

 

De nombreuses études ont permis l’association d’une mémoire aux différents profils fonctionnels 

décrits précédemment, comme les Th131, les Tregs32 ou les Th1733. Au même titre que la 

classification fonctionnelle, la mémoire des LT CD4 est définie par l’expression de marqueurs 

spécifiques.  

 

Les LT CD4 naïfs et mémoires se distinguent par les expressions respectives de CD45RA et 

UCHL1 (CD45RO), deux isoformes de la glycoprotéine phosphatase CD45. Cette définition a été 

posée suite à l’observation d’une prolifération préférentielle des LT CD4 CD45RApos face à une 

stimulation non spécifique et d’une prolifération préférentielle des LT CD4 CD45ROpos face à une 

stimulation antigénique spécifique impliquant le TCR34. Une réexpression de CD45RA par des LT 

CD4 effecteurs mémoires après restimulation antigénique a été décrite récemment35, montrant qu’il 

est particulièrement difficile de considérer ces deux marqueurs comme immuablement exclusifs.  
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Le CD62L (L-sélectine) et le CCR7, récepteurs aux chimiokines et marqueurs de migration au 

niveau des organes lymphoïdes secondaires (OLS) participent également au cloisonnement des 

sous-types mémoires et naïfs. La perte d’expression de CD62L sur les LT CD4 conduit, in vitro, à 

une absence de liaison aux veinules à endothélium épais (HEV) et à des défauts de migration des 

lymphocytes au niveau des OLS in vivo36. Le CCR7 et le CD62L sont exprimés par les LT CD4  

naïfs pour leur migration aux ganglions plutôt qu’aux tissus inflammés, afin qu’ils s’y activent et 

acquièrent leurs fonctions effectrices37, selon le schéma traditionnel des réponses LT CD4. Chez 

les LT CD4 mémoires, l’expression de CCR7 est également possible38. Cette population CCR7pos 

exprime le CD62L qui permet sa migration aux OLS. A l’inverse, la population CCR7- exprime 

préférentiellement des molécules associées à une migration dans les tissus. Au final, deux 

populations de LT CD4 mémoires sont définies : les LT CD4 à mémoire centrale (Tcm), CCR7+, 

capables d’aller migrer aux OLS et les LT CD4 effecteurs mémoires (Tem), CCR7-, capables de 

migrer dans les tissus inflammés. L’association entre ces sous-types mémoires et les phénotypes 

fonctionnels Th précédemment décrits est complexe. S’il est montré une empreinte Th1 ou Th2 

plus représentée parmi les Tem, les Tcm peuvent également la porter. A l’inverse, si les Tcm 

expriment de manière plus importante des marqueurs de migration aux OLS, les Tem peuvent 

également les exprimer de manière transitoire39. Une autre population d’abord décrite chez les LT 

CD840, résidente des tissus (Trm) est également décrite. L’expression de CD69, une lectine et 

marqueur d’activation ainsi que de CD103, une intégrine, est utilisée pour définir cette population 

résidente des tissus. Alors que cette population était pensée comme immuablement résidente des 

tissus, une étude récente sur des explants de peau suggère que la perte d’expression de CD69 est 

possible, suivie par une sortie du tissu pour une recirculation dans le sang et la rate41. Cette dernière 

observation permet d’illustrer la mobilité tissulaire et circulatoire des LT CD4, et montre la 

difficulté d’en déterminer de façon stable le phénotype ou la fonction. 

 

Ces données montrent que la classification des LT CD4 s’est progressivement étoffée dans le 

temps, avec un ensemble de marqueurs phénotypiques qui permettent aujourd’hui de déterminer 

l’appartenance d’un LT CD4 à un sous-type précis (Figure 1).  
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Figure 1 : (A) Complexification progressive de la caractérisation des réponses LT CD4 et (B) marqueurs 

exclusifs aux principaux sous-types LT CD4 

 

I.1.c Limites de la classification actuelle : Hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle 

 

L’évolution des techniques permettant d’étudier simultanément une multitude de marqueurs a 

révélé une grande hétérogénéité de phénotypes de LT CD4. L’hétérogénéité se définit comme une 

collection de phénotypes variables reliés par des marqueurs phénotypiques communs. Au sein de 

cette hétérogénéité, de nouvelles sous-populations, se caractérisant par des chevauchements entre 

traits phénotypiques initialement pensés comme exclusifs d’un sous-type de LT CD4 donné, ont 

été identifiées.  

 

Pour exemple, des LT CD4 co-exprimant T-bet et GATA3 et les cytokines associées sont observés 

dans l’étude d’une réponse antiparasitaire42. De même, des Th1 (T-bet+CXCR3+) exprimant des 

marqueurs Th17 (RORgt+CCR6+) ont été identifiés dans certaines infections comme la 

tuberculose. Ces LT CD4 ne produisent pas d’IL-17 et sont distincts transcriptionnellement des 

Th1, Th2 et Th1743. A l’inverse, l’implication de Th17 qui sécrètent de l’IFNg a été montrée dans 

le déclenchement d’une auto-immunité44. Dans l’asthme atopique, il est décrit des Th2/Th17 qui 

expriment simultanément de l’IL-4, de l’IL-17, GATA3 et RORgt45. Les Tregs, définis comme 

Foxp3+, sont une bonne illustration des chevauchements phénotypiques observés dans les LT CD4 
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car ils peuvent exprimer simultanément les FT associés aux autres types de Th, tels que RORgT ou 

GATA346. La sécrétion de cytokines relatives à d’autres Th effecteurs est également observée dans 

les Tregs, comme celle d’IFNg dans le contrôle de la réaction du greffon contre l’hôte47, d’IL-17 

dans le cadre d’une étude sur des tumeurs48 ou d’IL-4 dans le cadre de tests d’immunosuppression 

in vitro49. 

 

Les techniques multiparamétriques à l’échelle de la cellule unique ont été particulièrement utiles 

pour dévoiler la diversité des réponses LT CD4. Par l’analyse de sang d’individus sains selon 23 

marqueurs avec de la cytométrie de masse, une équipe a mis en évidence 11 sous-types distincts de 

Th et 4 sous types de Tregs. Parmi ces sous-types, il est décrit des LT CD4 aux traits phénotypiques 

Th1 et Th17 ou Th2 et Tregs combinés50. Une autre étude utilisant la même technologie montre 

que l’empreinte phénotypique des LT CD4 est également dépendante des tissus. L’expression 

combinée de marqueurs, récepteurs aux chimiokines et cytokines, permet de définir des profils LT 

CD4 singuliers à différents organes humains (rate, amygdales, ganglions, foie, colon et peau)51. 

Dans cette étude, des chevauchements entre production cytokinique sont préférentiellement 

associés à  un organe comme par exemple la combinaison de sécrétion d’IL-4 et IFNg au niveau 

des poumons, d’IL-17 et IFNg au niveau du colon, d’IL-10 et d’IL-17 au niveau des amygdales. La 

question est par conséquent de savoir si ces profils sont le fruit d’une migration préférentielle 

directe de ces profils au niveau de tissus spécifiques ou d’une acquisition de ces profils une fois que 

la migration dans les tissus a lieu. Certains travaux sont en faveur de cette deuxième possibilité. 

Dans un modèle murin, des travaux récents montrent l’adaptabilité phénotypique des Tregs des 

OLS aux organes non lymphoïdes, à l’aide de séquençage sur cellule unique de Tregs issus de peau 

ou de colon et des ganglions drainants respectifs52. Bien que focalisée sur une population 

fonctionnelle unique, la question de cette adaptabilité à un nouvel environnement biologique se 

pose pour les autres sous-types de LT CD4.  

 

I.1.d Explication à l’hétérogénéité phénotypique des LT CD4 : Propriété de plasticité 

 

La diversité de phénotype décrite sous-entend que l’organisation des réponses LT CD4 est moins 

binaire qu’initialement pensée. Du fait de l’hétérogénéité phénotypique des LT CD4, la question 

d’une plasticité lymphocytaire a rapidement été posée. La plasticité cellulaire se définit comme 

l’acquisition par un LT CD4 Th du phénotype ou de la fonction d’un autre profil Th. Cette plasticité 

est conceptuellement illustrée dans les premiers articles associant des FT spécifiques aux Th1 et 

Th2. En effet, la surexpression de T-bet dans des Th2 entraine la sécrétion d’IFNg en plus de l’IL-
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415. A l’inverse, la surexpression de GATA3 entraine la sécrétion d’IL-4 en plus de l’IFNg14. In vivo, 

des LT CD4 aux propriétés Th1 (production d’IFNg) sécrètent de d’IL-4 après transfert adoptif 

chez des souris infectées avec des helminthes53, indiquant qu’un nouveau contexte biologique peut 

moduler les profils effecteurs. In vitro, des Th17 issus de patients souffrant d’arthrite idiopathique 

juvénile peuvent être convertis en Th17/Th1 ou en Th154. A l’inverse, des travaux chez la souris 

montrent que des Th1 peuvent se convertir en Th17 sous l’influence de TGFb55. Ces données ne 

sont présentées qu’à titre d’exemple et la plasticité des Th a été abondement discutée dans de 

nombreuses revues43,46,56. Cette plasticité est dépendante de nombreux signaux. Parmi les 3 signaux 

associés à la différenciation des LT CD4 (TCR, molécules de co-stimulation et cytokines), les 

cytokines sont à ma connaissance le plus décrit. L’implication du TCR, notamment de l’intensité 

du signal qu’il délivre, ou des molécules de co-stimulation demeure encore peu connue46. Nous 

avons vu au travers des deux exemples précédents avec les surexpressions de T-bet et GATA3, 

que les FT guident la plasticité des LT CD4. La considération d’autres aspects a émergé ces derniers 

années dans l’étude de la plasticité comme la régulation de l’accessibilité aux gènes (épigénétique). 

En effet, une chromatine plus ou moins ouverte permet d’autoriser ou non l’expression des gènes 

ayant un rôle dans les fonctions effectrices des LT CD4. Cette régulation est en partie médiée par 

différents processus de modifications post-transcriptionnels des histones ou de l’ADN lui-même. 

Par exemple, des enzymes régulent l’ajout de groupements chimiques sur les histones pour une 

méthylation, acétylation, phosphorylation ou ubiquitination57. Cela permet de compacter de 

manière différentielle l’ADN et de le rendre plus ou moins accessible. De manière intéressante, le 

paysage épigénétique est remodelé par les signaux reçus par la cellule et est donc fonction du statut 

des LT CD4. En effet, l’activation et la différenciation des LT CD4 en des profils effecteurs ou 

mémoires induit des modifications épigénétiques57. La régulation épigénétique du génome apparaît 

donc également capitale pour la sensibilité des LT CD4 aux stimuli environnementaux et leur 

capacité à y répondre.  

 

La capacité de conversion des LT CD4 suppose que les LT CD4 mémoires comme les LT CD4 

naïfs pourraient contribuer à la diversité des réponses LT CD4. Une étude récente renforce 

élégamment cette éventualité par l’étude des caractéristiques transcriptomiques et protéiques de LT 

CD4 mémoires soumis à différents environnements cytokiniques. Les profils résultants sont 

différents au niveau transcriptomique et protéique (Figure 2), montrant que les LT CD4 mémoires 

restent capables de s’adapter à un nouvel environnement58. Ces études in vitro sont réductionnistes 

et au regard de la diversité des signaux tissulaires cellulaires et moléculaires, ces données laissent 

présager de la complexité de la mise en place des réponses LT CD4. En effet, une même cytokine 
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Malgré la baisse de mortalité, l’efficacité de cette thérapie ne reste que partielle à cause de la grande 

variabilité des sérums. Paul Ehrlich, qui a rejoint l’institut Koch en 1890, introduit le concept 

d’unité, qui représente la quantité de substances actives d’une solution. Ce nouvel outil de mesure 

permettra la standardisation des sérums, par leur activité et non par leur volume. Paul Ehrlich utilise 

le terme d’anticorps pour définir ces antitoxines présentes dans le sérum60. Pour ses travaux, Paul 

Ehrlich est nobélisé en 1908 et pose les bases de l’immunité adaptative moderne :  

 

“ The relations between toxin and its antitoxin are strictly specific - tetanus antitoxin neutralizes exclusively tetanus 

toxin, diphtheria serum only diphtherial toxin….” 

 

“ the cell receptor, must be identical with the "antitoxin" which is contained in solution in the serum of immunized 

animals… one can hardly fail to assume that the antitoxin is nothing else but discharged components of the cell, 

namely receptors discharged in excess.”  

 

Lecture de Paul Ehrlich au Nobel en 1908  

 

A la fin des années 1890, Pfeiffer et Marx associent des organes à la production de ces anticorps. 

En immunisant des cochons d’inde et des lapins avec le bacille cholérique chauffé, ils rapportent 

que la concentration d’anticorps est plus importante dans les ganglions, la rate et la moelle osseuse 

que dans le sérum 5 jours après immunisation62. L’association de la production des anticorps à un 

sous-type cellulaire est faite plus tard. Partant de l’observation que la formation d’anticorps apparaît 

de manière concomitante à une augmentation du nombre de plasmocytes, une équipe de 

chercheurs immunise des souris avec des érythrocytes de mouton et prélèvent ensuite des cellules 

ganglionnaires et musculaires. Les cellules sont lavées puis lysées. L’hémolyse et l’agglutination sont 

plus importantes pour les lysats issus de cellules ganglionnaires. Les anticorps sont donc présents 

dans les lymphocytes, puisqu’ils représentent 90% des cellules ganglionnaires et sont absents du 

tissu musculaire63. Cette association est renforcée quatre années plus tard par des expériences in 

vitro, où il est montré que plus un fragment splénique contient de plasmocytes plus la production 

d’anticorps est importante64.  

 

Dans les années 1960, la dépendance de la production d’anticorps au thymus est démontrée. Des 

chercheurs utilisent des modèles de déplétion sélective du Bursa (équivalent de la moelle osseuse) 

et du thymus chez le poulet. Si le thymus est enlevé avant immunisation, la quantité d’anticorps est 

réduite et le tissu lymphoïde au sein de la rate est histologiquement impacté65. Un an plus tard, une 
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équipe de chercheurs arrive aux mêmes conclusions chez la souris par des transferts adoptifs de 

cellules thymiques et de moelle osseuse. Des souris irradiées, puis immunisées après transferts de 

cellules thymiques et de moelle osseuse, sont capables de produire des anticorps contrairement à 

des souris dans lesquelles seules des cellules de moelle osseuse ont été injectées66. 

 

Dans une série d’articles publiés en 1968, Miller et Mitchell démontrent que la production 

d’anticorps intervient grâce à la coopération de deux types cellulaires. L’un permet la formation des 

anticorps, l’autre permet d’induire la production d’anticorps par le premier. Ces cellules sont 

respectivement les LB et les LT CD4. Cette fonction d’aide est associée en 1986 aux Th2, auxquels 

sont associées certaines cytokines12. Dès 1982, la présence d’un sous-type de LT spécialisé au niveau 

des OLS est questionnée67 :  

 

“ Our findings indicate that T cell distribution within the various functional lymphoid domains is not purely random, 

and suggest the subpopulations of T cells present in B zones may be performing specific helper functions.”  

Citation tirée de 67 

 

I.2.b Les Tfh comme sous-type fonctionnel et tissulaire 

 

Dans les années 2000, l’expression de CXCR5 par les LT CD4 est associée à la fonction spécifique 

d’aide aux LB. Des LT CD4 CXCR5+ issus d’amygdales, co-cultivés avec des LB, induisent une 

production d’immunoglobulines plus importante que des LT CD4 CXCR5-68,69. Dans ces articles, 

le nom de T folliculaires helpers (Tfh) est introduit du fait de la localisation anatomique de ces LT 

CD4 dans les follicules des OLS. L’expression de CXCR5, déjà mise en évidence sur les LT CD4 

au niveau des OLS, était initialement associée à une mémoire lymphocytaire70.  

 

Les Tfh présentent une signature transcriptomique distincte des Th1 et des Th2 avec une forte 

expression du FT Bcl6 (B-cell lymphoma 6 protein)71, laissant penser d’un rôle prépondérant de ce 

FT dans cette population. En 2009, l’importance de Bcl6 pour l’acquisition du phénotype Tfh est 

montrée72,73. En son absence, la différenciation en Tfh est inhibée alors que celles des autres Th 

n’est pas impactée74. Depuis, les fonctions de Bcl6 ont été clarifiées, notamment son rôle de 

répresseur de FT répresseurs de la différenciation des Tfh75. La balance entre FT régulant le devenir 

en Tfh la plus connue implique Bcl6 et Blimp-1, Bcl6 inhibant Blimp-1 pour l’établissement du 

phénotype Tfh76. De nombreux autres facteurs de transcription sont décrits pour leur rôle dans le 
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antigène, pour la mise en place d’une réponse immunitaire efficace. De manière simpliste, les OLS 

regroupent principalement deux zones immunitaire distinctes : l’une riche en LT (zone T) et l’autre 

riche en LB (zone B). C’est à ces deux zones que la génération des Tfh est associée. Cette 

compartimentalisation en deux zones est organisée par les cellules dites fibroblastiques réticulaires 

(FRC). Il est admis que ces cellules offrent un soutien structurel pour la formation et le maintien 

des territoires immunitaires des OLS. Souvent considérées comme cellules spectatrices de la 

réponse immunitaire, leur rôle comme acteurs de sa mise en place est de plus en plus considéré et 

reste à clarifier. Lors d’une sollicitation du système immunitaire par un pathogène, les FRC 

soutiennent les changements dynamiques des tissus lymphoïdes, comme l’expansion de la taille des 

ganglions pour l’accueil des LT CD4 naïfs. Les FRC sont par exemple capables de proliférer suite 

à une exposition antigénique91, indiquant qu’elles sont un des facteurs majeurs de la mise en place 

des réponses adaptatives. 

 

De manière réductrice, deux types de FRC régissent les territoires et les migrations cellulaires au 

sein des OLS. Les FRC de la zone T sécrètent les chimiokines CCL19 et le CCL21 et permettent 

l’attraction des LT CD4 naïfs ou centrales mémoires via le CCR7. Les LT CD4, ayant préalablement 

interagis avec les parois des HEV via le CD62L, colonisent cette zone. L’absence d’expression de 

CCL21 ou de CCR7 conduit à une déstructuration des OLS, dans lesquels les différentes zones ne 

sont plus distinguables et la réponse adaptative ne peut aboutir92. La concentration des LB dans la 

zone B est guidée par la sécrétion de CXCL13 par des cellules dendritiques folliculaires (FDC). 

Cette vision est simplifiée et le rôle des FRC, plus complexe, a été abondement passé en revue91,93. 

A l’instar des axes de migration dépendants du CCL19, CCL21 et CXCL13, la sortie des LT CD4 

des OLS passe par un axe de migration dépendant d’un lipide, le Sphingosine-1-Phosphate (S1P) 

et du récepteur S1PR1 respectif exprimé par les LT CD4. L’expression de ce récepteur permet aux 

LT CD4 de quitter l’organe lymphoïde au niveau des vaisseaux lymphatiques efférents. Cet axe est 

connu dans les ganglions mais reste à préciser dans la rate94, dont les structures anatomiques ne 

sont pas totalement similaires.  

 

Les structures d’un ganglion et de la rate sont schématisées en Figure 4. La rate, tissu sur lequel 

nos recherches ont été réalisées, s’organise en deux parties différentes dites pulpes spléniques. La 

pulpe blanche englobe les structures lymphoïdes qui ont pour but la mise en place d’une réponse 

immunitaire. La pulpe rouge a pour rôle la filtration des globules rouges, bien que des fonctions 

immunitaires y soient également associées. La rate est un tissu périphérique du système circulatoire 

et la compartimentalisation séparant les zones LT et LB y est similaire à celle des ganglions. 
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la DC ou avec le LB car son importance est double, dans l’induction et le maintien de la réponse 

Tfh. Dans un modèle murin de réponse LT CD4 spécifique au LCMV, des LT CD4 naïfs déficients 

pour ICOS transférés à des souris receveuses témoignent d’une réduction de l’expression Bcl6 

après infection. De manière cohérente, cette absence d’expression de ICOS par les LT CD4 conduit 

à une absence de génération des Tfh  à 3 jours de l’infection83, alors que cette génération est montrée 

comme indépendante des LB. Cette étude suggère donc une implication d’ICOS dans l’interaction 

de la DC avec le LT CD4 pour l’induction de Bcl6 et d’un profil Tfh. Dans une autre étude 

également basée sur des transferts adoptifs de LT CD4 spécifiques, la molécule de co-stimulation 

CD28 est impliquée dans l’induction d’une réponse Tfh à des temps précoces et non pour leur 

maintien106. La dépendance à cette molécule pour une réponse Tfh à des temps précoces supporte 

l’idée d’un rôle dans l’interaction LT CD4 – DC. En effet, une absence sélective des ligands de 

CD28 (CD80/CD86) sur les DC conduit à l’absence de génération de Tfh, 10 jours après 

immunisation avec un antigène modèle. En revanche, l’absence de ces marqueurs sur les LB 

n’induit pas de variation dans la proportion de Tfh générées96 et montre leur implication 

préférentielle dans le dialogue avec la DC. Parallèlement, l’absence d’expression d’OX40 dans un 

modèle de souris KO conduit à une baisse de cellules Tfh après infection avec un virus de la 

vaccine. Les LT CD4 OX40+ co-localisent habituellement avec les DC OX40L+ dans la rate, 

suggérant que cet axe OX40/OX40L de co-stimulation intervient lors de l’interaction avec la DC107. 

De manière cohérente, l’importance de l’axe OX40/OX40L est également identifiée chez 

l’Homme. Des DC primaires stimulées avec la lympopoïétine stromale thymique (TSLP) puis co-

cultivées avec un LT naïf conduisent à la génération de Tfh de manière OX40L dépendante. 

Bloquer l’axe OX40/OX40L dans cette co-culture aboutit à une baisse de la production d’IL-21 et 

CXCL13, ainsi qu’ à une baisse d’expression de Bcl6108. Par ailleurs, la stimulation de LT CD4 naïfs 

avec du OX40L soluble conduit à l’expression de Bcl6, CXCR5, CD40L et à la production d’IL-

21101. 

 

L’induction d’un profil Tfh est également dépendante de cytokines spécifiques. Si les axes de co-

stimulation sont considérés comme conservés entre les modèles animaux et l’Homme, ce n’est pas 

le cas pour les cytokines.  

 

Chez la souris, une déficience pour l’IL-6 ou l’IL-6R montre une réduction de la formation de 

Tfh76. De manière similaire, des souris déficientes pour l’IL-21 témoignent d’une diminution du 

nombre de Tfh et des LT CD4 naïfs soumis à de l’IL-21 acquièrent l’expression de marqueurs 

Tfh109. Alors que l’IL-12 est connue pour son effet pro-Th1, elle a également un effet promoteur 





- 34 - 
 

cependant rapportée. Les DC dérivées de monocytes (moDC) permettent d’augmenter la réponse 

Tfh, dans un contexte d’immunisation avec des adjuvants particuliers120. De manière similaire, les 

cellules de Langerhans (LC) sont également associées à l’induction d’une réponse Tfh, après 

immunisation intradermique121,122. L’induction de la réponse Tfh dépend également du récepteur 

impliqué dans l’endocytose de l’antigène et de l’activation de la DC. Ces observations ont été 

permises grâce à des expériences d’adressage antigénique à la DC via des récepteurs spécifiques. 

Pour exemple, délivrer l’antigène à des cDC1 via les marqueurs Clec9 ou XCR1 permet un forte 

réponse anticorps123,124. Le ciblage des cDC2 via DCIR2 induit une réponse Tfh125. Avec un système 

basé sur des anticorps anti-langerine, des travaux montrent que le ciblage de ce récepteur sur deux 

types de DC différentes (cDC1 ou cellules de Langerhans) n’entraine pas la même réponse Tfh. 

Une plus forte expression de PD-1 et de Bcl6 est observée sur les LT CD4 spécifiques de l’antigène 

lorsque les LC sont ciblées alors qu’une plus forte expression de CXCR5 est constatée lorsque les 

cDC1 sont ciblées122.  

 

Chez l’Homme, en accord avec les données générées chez la souris, une capacité préférentielle des 

cDC2 (BDCA1+) comparée aux cDC1 (BDCA3+), obtenues à partir de tissus lymphoïdes, à induire 

un profil Tfh chez des LT CD4 naïfs est rapportée115. Des signaux permettant de potentialiser la 

capacité des DC à induire un profil Tfh chez les LT CD4 naïfs sont également connus. Lorsqu’elles 

sont soumises à la TSLP ou à des bactéries vivantes (E.coli), des DC primaires totales (non 

discriminées en sous-types fonctionnels) issues du sang favorisent l’établissement d’un phénotype 

Tfh chez le LT CD4 naïf dans des modèles de culture in vitro108,126. Des moDCs, différenciées in 

vitro et simulées avec du LPS, du CD40L ou des bactéries tuées sont également associées à 

l’induction d’un phénotype Tfh (sécrétion d’IL-21)111. Cette induction du phénotype est 

dépendante de l’IL-12 puisque l’ajout d’un anticorps anti-IL-12 dans la co-culture abroge la 

sécrétion d’IL-21 par les LT CD4111. Pour finir, une fréquence plus importante de Tfh est obtenue 

à partir de LT CD4 naïfs cultivés avec des LC en comparaison à une culture avec des moDC, les 

deux sous-types étant différenciés in vitro à partir de cellules de sang de cordon122.  

 

Au même titre que les LT CD4, les DC sont extrêmement dynamiques et leurs caractéristiques 

dépendent du contexte antigénique, tissulaire et inflammatoire dans lequel elles évoluent. 

L’ensemble de ces données illustre la difficulté d’associer une réponse Tfh à un phénotype 

spécifique chez les DC. Pour répondre à ce besoin, il serait pertinent de s’inspirer d’une nouvelle 

approche publiée récemment visant à faire le lien entre la combinaison des signaux intégrés par la 

DC et le profil cytokinique résultant des LT CD4127. Dans ces travaux, 82 conditions d’activation 
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différentes ont été testées in vitro sur des DC, dont les phénotypes (cytokines et co-stimulation) 

résultants ont été analysés. Par la mesure des cytokines produites par des LT CD4 co-cultivés avec 

les DC, un lien a pu être établi entre l’intégration de signaux par les DC, les interactions régissant 

le dialogue entre les DC et les LT CD4 et l’induction du profil cytokinique résultant chez les LT 

CD4127. Dans cette étude, la sécrétion d’IL-21 par les LT CD4 est étudiée mais celle-ci est 

difficilement associable à une combinaison de marqueurs phénotypiques sur la DC. Développer ce 

type d’approche pour déterminer plus précisément les signaux favorisant l’induction du phénotype 

Tfh serait judicieux. Différents types de DC pourraient être soumis à différentes combinaisons de 

perturbateurs et l’acquisition par le LT CD4 naïf des marqueurs Tfh cités précédemment pourrait 

être mesurée en complément des cytokines produites.  

 

I.3.b.ii Migration des Tfh vers la bordure T-B  

 

Après interaction avec la DC, l’expression de la chimiokine CXCR5 combinée à une perte 

d’expression de CCR7 guide la migration du LT CD4 au niveau des follicules B en réponse au 

CXCL1386. L’expression de CXCR5 n’est cependant pas indispensable pour la mise en place d’une 

réponse LB dépendante des LT CD4. En l’absence de son expression sur des LT CD4 dans un 

modèle murin d’immunisation à l’OVA, la position de ceux-ci est affectée dans les GC, qui sont 

moins nombreux86. De manière cohérente, l’absence d’expression de CXCR5 conduit à la 

génération d’anticorps avec une capacité neutralisante plus faible dans un modèle murin d’infection 

au LCMV128. Néanmoins, ces études montrent que la migration des LT CD4 vers les follicules ne 

relève pas uniquement sur l’expression de CXCR5. En effet, une baisse d’expression de CCR7 est 

également indispensable86. Parallèlement, l’expression d’ICOS participe également à la migration 

car elle permet qu’augmenter la motilité des LT CD4 ayant reçu le signal CXCR5 pour la migration 

à la bordure des zones T et B. En son absence, la migration des LT CD4 CXCR5+ dans le follicule 

B est diminuée129. L’expression d’autres molécules de migration telle que la protéine G EBI2 est 

également favorisé par Bcl682,130. En l’absence d’expression d’EBI2 par les LT CD4, la fréquence 

des LT CD4 retrouvés à la bordure T-B est fortement réduite, ainsi que la fréquence des Tfh105. 

 

I.3.b.iii Interaction du Tfh avec le LB pour la mise en place du GC 

 

La migration au follicule B permet au LT CD4 d’interagir avec le LB, dont la migration vers la zone 

T s’est faite via un processus inverse au LT CD4, c’est à dire grâce à une expression accrue de 

CCR7131. Un rôle déterminant de l’expression d’ICOS-L par le LB a été proposé récemment pour 
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l’orientation vers un couple stable ou non entre le LB et le LT CD4. Ceci fait suite à l’observation 

d’une expression plus faible de ICOS-L des LB les plus affins (signal BCR fort) en comparaison 

aux LB les moins affins (signal BCR faible) après stimulation antigénique. Ce schéma propose que 

la coopération du LT CD4 avec le LB via ICOS/ICOS-L se fera préférentiellement avec les LB 

moins affins, pour lesquels il y a nécessité d’une maturation de leur affinité au sein du GC. A 

l’inverse, les LB plus affins seront amplifiés en zone extra-folliculaire pour une réponse précoce 

contre l’antigène132. Cet axe de régulation au niveau de la frontière T-B est cohérent avec 

l’observation rapportant que les LB avec les BCR les plus affins s’orientent préférentiellement vers 

une réponse extra-folliculaire133. De manière logique, les LB qui expriment plus fortement ICOS-

L induisent une expression de Bcl6 et de PD-1 plus forte132 et permettent ainsi un maintien du 

phénotype Tfh. Si cette voie est indépendante de l’intensité de présentation antigénique à la surface 

des LB, le maintien des Tfh dépend cependant d’une présentation antigénique constante.  

 

En effet, une présentation antigénique par le LB est nécessaire puisque une déplétion sélective de 

l’expression du CMHII conduit à l’absence de génération de Tfh et de réponse du GC96. Un des 

axes majeurs décrits pour son implication dans le dialogue Tfh – LB est l’axe CD40/CD40L. Grâce 

à des modèles d’ablation d’expression sélective d’une population cellulaire, il a été montré que 

l’expression de CD40 sur les LB et non sur les DC est associée à un maintien des Tfh. En revanche, 

le CD28 n’est pas impliqué au niveau de l’interaction avec LB puisque la déplétion de CD80/CD86 

spécifiquement sur les LB n’induit pas de variation dans la fréquence de Tfh générés96. Cependant, 

un autre système murin suggère que le CD28 pourrait être nécessaire à des temps plus tardifs d’une 

réponse Tfh, et donc possiblement dans l’interaction avec le LB. Partant de l’observation qu’un LT 

CD4 exprime OX40 après priming, des chercheurs ont transféré des LT CD4 naïfs OX40cre 

CD28lox/lox spécifiques de l’OVA à des souris immunisées avec ce même antigène. Dans ce système, 

le CD28 est perdu juste après priming des LT CD4 et un défaut d’orientation vers un phénotype 

Tfh est observé à 12 jours d’une immunisation. Aucune variation dans la génération des Tfh n’est 

constatée à 5 jours, ce qui supporte l’idée que le CD28 est nécessaire pour le maintien des Tfh134. 

Le rôle de SAP dans l’interaction entre le Tfh et le LB est également rapporté135. La molécule SAP 

est associée à l’interaction avec le LB puisqu’aucun impact n’est observé sur l’activation (expression 

de CXCR5 et ICOS) de LT CD4 déficients pour SAP par des DC. Les LT CD4 déficients pour 

SAP ne sont pas recrutés dans le GC, aboutissant à une réaction du GC défectueuse135. Pour finir, 

des données suggèrent un rôle de l’axe OX40/OX40L dans l’interaction du Tfh avec le LB pour 

la mise en place du GC. En effet, des analyses histologiques sur des rates de souris immunisées 
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avec le virus de la vaccine montrent une co-localisation de LB OX40L+ et de Tfh OX40+107, 

suggérant d’un rôle de cet axe dans le dialogue Tfh – LB.  

 

I.3.b.iv Concentration des Tfh fonctionnels dans le GC : Rôle des LB « bystander » 

 

Le développement des Tfh dans les OLS dépend également d’interactions non restreintes par une 

spécificité antigénique avec des LB. Ces LB non spécifiques sont dits « bystander » et guident la 

migration des Tfh dans les GC via des axes impliquant des molécules de co-stimulation. A l’aide 

de microscopie biphotonique, l’équipe de Hai Qi a montré l’importance de l’expression de ICOS-

L par les LB bystander pour favoriser la migration des Tfh129. Cette même équipe a récemment 

identifié un rôle spécifique de l’expression du PD-1 sur les Tfh, marqueur dont l’attribution aux 

Tfh peut poser question au regard de son expression commune à de nombreuses populations LT 

CD4 activées. Le PD-1 limite l’activité de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) nécessaire à la 

migration des Tfh, induite par les voies de signalisation relatives à CXCR5 et ICOS136. La migration 

des Tfh exprimant le plus fortement ICOS est favorisée et cette forte expression permet de 

contrebalancer l’inhibition de la mobilité médiée par le PD-1. Ainsi, une concentration des Tfh les 

plus fonctionnels au niveau du GC est privilégiée grâce à l’expression de PDL1 par les LB 

« bystander »137. Cette étude a permis enfin d’expliquer le fort taux d’expression de PD-1 observé 

sur les Tfh des GC. Une absence d’expression de PD-1 chez des souris conduit à une réponse 

anticorps altérée au niveau des plaques de Peyer, caractérisée par une augmentation du nombre de 

Tfh138. Cette augmentation de Tfh pourrait s’expliquer par une migration accrue de Tfh moins 

fonctionnels au niveau des GC car non contrôlée par l’axe PD-1/PDL1. Par ailleurs, la 

fonctionnalité des Tfh est affectée avec une sous-représentation de la sécrétion d’IL-21 et une 

surreprésentation de la sécrétion d’IFNg parmi les Tfh. De manière intéressante, les données 

obtenues par l’équipe de Hai Qi rapportent que le PD-1 permet de limiter l’expression de CXCR3 

au sein des GC, marqueur habituellement associé à la production d’IFNg137. Ainsi, sans expression 

du PD-1, une migration exacerbée de Tfh exprimant le CXCR3 et sécrétant de l’IFNg pourrait 

survenir.  

 

Au vu de l’ensemble de ces données, un modèle simplifié d’une génération séquentielle de Tfh chez 

l’Homme peut être proposé (Figure 6).  
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I.3.c Voies de génération alternatives des Tfh 

 

Au vu de certains travaux, d’autres voies de génération de Tfh qui ne relèveraient pas du modèle 

précédemment décrit peuvent également être proposées aujourd’hui.  

 

I.3.c.i  Voie de génération des Tfh indépendante des DC 

 

Dans un système où les DC sont éliminées, augmenter la dose antigénique permet de restaurer la 

réponse Tfh diminuée139, ce qui suggère que les LB peuvent être suffisants pour l’induction d’une 

réponse Tfh dans ce contexte. L’affinité résultante des anticorps n’est pas altérée, indiquant que les 

Tfh induits sous ces conditions sont fonctionnels139. A l’instar de ces observations, une voie de 

génération de Tfh médiée par les LB a été mise en évidence récemment dans un modèle 

d’immunisation avec de l’OVA délivrée sous forme particulaire. Cette voie est retrouvée dans un 

modèle d’infection à influenza140 et suggère que l’implication de la DC n’est pas forcément 

indispensable pour l’induction de Tfh. Une réponse Tfh dépendante des LB et indépendante des 

DC est également retrouvée dans un modèle murin d’infection au plasmodium141. Ces résultats 

indiquent que les LB pourraient être à l’origine d’une réponse Tfh précoce. Confortant cette idée, 

si le nombre de LT CD4 interagissant avec la DC dans la zone T diminue dans le temps (2, 4, 7 

jours) au profit de l’interaction LT CD4/LB après une immunisation, le nombre d’interactions 

entre les LT CD4 et LB à des temps précoces (2 jours) est non négligeable96,142. Ce nombre 

d’interactions est même équivalent ou supérieur au nombre d’interactions entre les LT CD4 et les 

DC96. Toutes ces données obtenues in vivo à l’aide de modèles murins mettent en perspective le 

dogme selon lequel une DC est nécessaire pour l’initiation d’une réponse Tfh.  

 

Chez l’Homme, les co-cultures LT CD4/LB sont majoritairement un outil d’étude pour mesurer 

la capacité du LT CD4 à aider le LB. La capacité du LB à initier une réponse Tfh y est rarement 

étudiée. Néanmoins, des plasmocytes, des LB mémoires ou naïfs, sont capables d’orienter in vitro 

des LT CD4 naïfs vers un profil Tfh (CXCR5, ICOS, IL-21, Bcl6). Cette induction est dépendante 

de la sécrétion d’IL-6143 et indique que parallèlement aux DC, les LB sont capables d’induire un 

phénotype Tfh.  

 

 

 

 



- 40 - 
 

I.3.c.ii Acquisition du phénotype Tfh par des LT CD4 mémoires 

 

Outre les partenaires cellulaires impliqués dans le développement des Tfh, la question du type de 

LT CD4 précurseurs d’une réponse Tfh peut également être posée. Cette interrogation fait suite à 

des expériences réalisées in vitro chez l’Homme où il est rapporté que l’acquisition d’un phénotype 

Tfh n’est pas restreinte aux LT CD4 naïfs. Dans le cadre d’une étude sur le lupus, des travaux 

montrent in vitro l’acquisition d’un phénotype Tfh par des LT CD4 mémoires stimulés avec un 

signal TCR mimé (Billes CD3/CD28), de l’IL-12 et de l’OX40L. La fréquence de Tfh obtenus 

dépend de la combinaison de ces différents signaux101, ce qui illustre que la réactivité des LT CD4 

mémoires à un environnement pro-Tfh est modulable. De la même manière, une co-culture de DC 

stimulées à la TSLP avec des LT CD4 mémoires conduit à l’acquisition par ces LT CD4 mémoires 

de traits phénotypiques Tfh tels que l’IL-21, ICOS, CXCR5 et BCl6108. Pour finir, des Th (Th1, 

Th2, Th17) soumis à environnement pro-Tfh acquièrent un profil Tfh, défini dans cette étude par 

la sécrétion d’IL-21144. Ces données indiquent que les LT CD4 mémoires peuvent acquérir un 

phénotype Tfh et pose la question de leur possible contribution à la génération de Tfh in vivo, selon 

la propriété de plasticité cellulaire. Nous verrons par la suite que l’idée d’une voie de génération de 

Tfh alternative à partir de LT CD4 mémoires est renforcée par le constat d’une grande 

hétérogénéité chez les Tfh, qui peuvent exprimer des marqueurs relatifs à d’autres Th.  

 

Ces différents travaux permettent donc d’envisager d’autres éventualités quant à la génération des 

Tfh dans les OLS (Figure 7). 
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l’augmentation du nombre de Tfh conduit à la migration de LB de faible affinité de la LZ vers la 

DZ et est délétère pour l’émergence d’une réponse de haute affinité149. Ces deux études supportent 

l’idée qu’une limitation d’aide qualitative et quantitative est nécessaire pour favoriser l’émergence 

de clones LB de haute affinité. Du fait de cette sélection dépendante de la présentation antigénique, 

il semble intuitif qu’une baisse d’expression du CMHII sur les LB altère leur sélection dans le GC. 

Cette baisse pourrait notamment modifier leur interaction avec les Tfh, lesquels requièrent un 

signal antigénique soutenu pour le maintien de leur phénotype et donc de leur fonction. Cependant, 

l’usage de souris (CMHII+/+ et CMHII+/-) qui présentent des capacités d’expression de CMHII 

différentes montre que l’abondance de CMHII sur les LB n’a pas d’incidence sur la sélection 

positive des LB au sein GC. En effet, les deux lignées murines présentent les mêmes taux d’IgG, 

de GC et de maturation d’affinité à 8, 12, 16 et 24 jours d’une immunisation avec un antigène 

modèle. En revanche, cette même étude montre grâce à un transfert de LB CMHII+/+ et CMHII+/ 

avant immunisation que les LB ayant une plus forte expression de CMHII sont plus abondants 

dans les GC à 8 ou 16 jours de l’injection de l’antigène150. Par conséquent, l’abondance du CMHII 

serait déterminante pour une sélection des LB à des temps précoces au niveau de la frontière T-B 

dans l’interaction avec les LT CD4. Au contraire, cette abondance serait moins déterminante au 

sein du GC pour la sélection des clones LB de haute affinité. Cette sélection au niveau de la 

frontière T-B peut apparaître contradictoire avec les données exposées précédemment, où les LB 

les plus affins, ayant reçu et donc présentant abondement, ont été décrits comme s’orientant vers 

une réponse préférentiellement extrafolliculaire, médiée par l’axe ICOS/ICOS-L. D’autres 

investigations sont donc nécessaires pour mieux comprendre comment les processus de sélection 

qui s’appuient sur ces axes interviennent pour l’issue de la coopération entre les Tfh et les LB.  

 

Au sein du GC, le dialogue entre Tfh et LB dépend d’axes de co-stimulation tels que ICOS-

L/ICOS, CD40-CD40L, ICAM-LFA-1, SLAM-SAP, CD80-CD86/CD28151. La délétion génétique 

de CD40L conduit à un défaut de LB ayant subi une commutation de classe et bloquer l’axe CD40-

CD40L abolit les GC déjà établis152. CD40L induit l’expression ICOS-L sur les GC LB, qui une 

fois lié à ICOS permettra d’augmenter l’expression de CD40L sur les Tfh, permettant ainsi la mise 

en place d’une boucle de stimulation. Plus surprenant, une implication de la dopamine dans la 

communication Tfh – B au sein des GC a été récemment rapportée chez l’Homme. En réponse à 

une stimulation TCR, les Tfh relarguent de la dopamine, qui permet l’expression d’ICOS-L par le 

LB. ICOS-L interagit avec ICOS, qui permet de maintenir le phénotype Tfh et de favoriser 

l’expression de CD40L, pour l’établissement d’une synapse stable avec le LB153. 
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Les deux cytokines principalement décrites pour leur fonction d’aide aux LB sont l’IL-21 et l’IL-4. 

L’étude de souris dans lesquelles les cellules sécrétrices d’IL-21 et d’IL-4 sont associées à une 

fluorescence spécifique a permis de mettre en évidence une cinétique de sécrétion par les Tfh dans 

les GC. Les Tfh sécrètent dans un premier temps l’IL-21, qui se combine à d’IL-4 dans un deuxième 

temps. Enfin, seule la sécrétion d’IL-4 apparaît à des temps plus tardifs. Des positionnements 

préférentiels dans le GC sont associés à ces différents profils fonctionnels. Les Tfh IL-21+, proches 

de la DZ, favorisent la maturation d’affinité alors que les Tfh IL-4+ plus distaux de la DZ favorisent 

le commutation de classe et la différenciation en plasmocytes154. Chez l’Homme, une équipe a 

récemment proposé deux états fonctionnels de Tfh définis selon la sécrétion d’IL-21 et de 

CXCL13. Les Tfh du GC sécrètent plus de CXCL13 et moins d’IL-21 que les Tfh extra-

folliculaires115. 

 

La fonction des Tfh au sein du GC pourrait également relever de mécanismes de toxicité sur les 

LB. Une voie dépendante d’une cytotoxicité des Tfh via le granzyme B est décrite dans le contrôle 

des réponses LB au sein du GC151,155. L’augmentation de gènes associés à de la cytotoxicité chez les 

Tfh conduit à une augmentation de l’apoptose des GC LB155, suggérant qu’une élimination des 

clones LB de plus faible affinité pourrait être médiée par cet axe. Un autre axe dépendant de FAS-

L/FAS pourrait être impliqué mais son rôle reste à clarifier76.  

 

La combinaison et la force de ces différentes interactions comprenant le TCR-CMHII, des 

molécules de co-stimulation et des cytokines vont orienter le LB vers une issue spécifique : LB 

mémoires, plasmocytes ou maturation ou mort dans le GC (Figure 9)76. Néanmoins, les 

combinaisons favorisant préférentiellement l’orientation des LB vers une de ces issues demeurent 

peu connues, notamment chez l’Homme. 
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Tfh156. Ces observations concordent avec le fait que l’orientation vers un profil Tfh est favorisée 

par un signal TCR soutenu. Lors d’une réponse immunitaire efficace, le pathogène est peu à peu 

éliminé et les GC disparaissent. La disponibilité antigénique et la présentation antigénique par les 

LB et par les DC diminue, et par conséquent le nombre de Tfh diminue également. Une stratégie 

de vaccination consistant à délivrer de manière constante et lente l’antigène par des pompes 

osmotiques conduit à une stabilisation de la fréquence des Tfh dans le temps, contrairement à une 

stratégie où l’antigène est délivré transitoirement160.  

 

I.5.b Sous-types cellulaires associés à une régulation des Tfh 

 

I.5.b.i T folliculaires régulateurs (Tfr) 

 

Dans les années 2000, l’expression de CXCR5 sur une sous-population de Tregs est observée. Ces 

Tregs CXCR5+sont capables de limiter les réponses LB, telles que la production 

d’immunoglobulines, la survie des LB et les hypermutations somatiques161,162. Il faut attendre 10 

ans pour que les Tfr soient définis comme un sous-type de LT CD4 à part entière, exprimant à la 

fois des caractéristiques propres aux Tfh et aux Tregs. L’expression des traits Tfh est indispensable 

car des LT CD4 Foxp3+ qui n’expriment ni CXCR5 ni Bcl6 ne contrôlent pas les réponses du 

GC163. De manière équivalente aux Tfh, l’inhibition de Blimp-1 est importante pour la génération 

des Tfr puisque des souris déficientes pour ce FT présentent un taux de Tfr augmenté164. Par 

ailleurs, des souris Foxp3Cre Bcl6fl/fl présentent une altération de la fonctionnalité des Tfh, avec une 

forte sécrétion d’IL-21, IFNg et IL-10. En résultat, plus IgA et moins d’IgG sont produits, et les 

anticorps générés sont moins affins165, illustrant l’importance des Tfr dans la régulation des 

réponses LB. Dans un modèle d’infection à influenza, l’expansion des Tfr est plus tardive que celle 

des Tregs et permet de limiter la génération d’auto-anticorps suite à une infection166. L’étude du 

répertoire TCR des Tfh et des Tfr révèle que les Tfr reconnaissent préférentiellement des antigènes 

du soi comparés aux Tfh167. Les mécanismes d’action des Tfr ne sont pas encore très bien définis. 

Quelques mécanismes d’actions immunosuppresseurs communs aux Tregs, tels que l’axe 

CTLA4/CD28, sont supposés168. Un nouvel axe de régulation dépendant de l’IL-1 a récemment 

été proposé par notre laboratoire. Les Tfh expriment le récepteur IL1R1 et l’IL-1 permet 

l’induction de la sécrétion d’IL-4 et d’IL-21. Les Tfr permettent de limiter l’activité de l’IL-1 en la 

captant via l’expression de l’IL1R2 et l’IL1RA169. Une étude in situ dans des ganglions humains 

suggère un rôle prépondérant des Tfr au niveau de la formation du couple Tfh-B à la bordure T-

B87. Cette spéculation fait suite à l’observation de leur positionnement majoritaire au niveau de la 
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frontière T-B et non dans les GC. Néanmoins, le rôle des Tfr comme celui des Tregs dans la 

régulation des réponses LB reste ambigu. Alors que l’IL-10 est une cytokine habituellement décrite 

comme immunosuppressive, sa production par les Tfr pourraient promouvoir les réponses au sein 

des GC170. Parallèlement, une fonction de promotion d’une réponse Tfh est attribuée aux Tregs. 

Ces derniers captent l’IL-2, qui inhibe le développement d’un phénotype Tfh171.  

 

I.5.b.ii Sous-populations régulatrices de lymphocytes B et de cellules dendritiques 

 

À ma connaissance, les Tfr sont la principale population régulatrice des réponses Tfh et peu 

d’autres ont été décrites. Néanmoins, les quelques exemples ci-dessous suggèrent que les axes de 

régulations cellulaires des réponses Tfh sont multiples.  

 

Lymphocytes B régulateurs. Chez l’Homme, des B régulateurs (Bregs), obtenus après 

stimulation de LB mémoires ou naïfs stimulés par le TLR9 et le CD40, limitent l’établissement d’un 

phénotype Tfh par des lymphocytes T naïfs stimulés dans un environnement pro-Tfh. Ces Bregs 

ont également un effet inhibiteur sur le maintien du phénotype de Tfh ex-vivo172. Ils expriment le 

PD-L1, ICOS-L, le récepteur à l’IL-21 (IL-21R), le CD5 et sécrètent de l’IL-10 et du TGFb. 

 

Cellules dendritiques. La déplétion à des temps précoces d’une immunisation d’un sous type de 

DC exprimant le CD301 chez la souris augmente la fréquence des Tfh hautement fonctionnels.  

Cette limitation de l’abondance des Tfh serait dépendante de l’axe PD-1/PDL1173.  

 

I.6 Mémoire et recirculation des Tfh 

 

Dans le sang, une population de LT CD4 partage avec les Tfh l’expression du CXCR5 et représente 

10-15% des LT CD4 totaux. Le fait que les caractéristiques de cette population puissent refléter 

celles acquises par les Tfh au niveau des tissus lymphoïdes la rend particulièrement intéressante à 

étudier chez l’Homme où l’accessibilité aux OLS est limitée. Une filiation entre les Tfh des OLS et 

les LT CD4 CXCR5+ du sang a donc été questionnée.  

 

L’observation selon laquelle les LT CD4 CXCR5+, via la sécrétion d’IL-21 et l’expression d’ICOS, 

promeuvent une production d’immunoglobulines plus importante comparée aux LT CD4 CXCR5- 

a permis de mettre sur la piste d’une possible filiation de cette population avec les Tfh des tissus 

lymphoïdes174. Après une vaccination influenza, l’abondance de LT CD4 CXCR5+ augmente et leur 
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fréquence est corrélée à une réponse anticorps spécifique175. Des relations clonotypiques ont été 

montrées dans plusieurs études par séquençage de TCR entre Tfh et LT CD4 CXCR5+176,177. Ce 

n’est que récemment qu’un lien de filiation préférentiel entre ces deux populations a été confirmé, 

dans une étude rapportant que le répertoire TCR des LT CD4 CXCR5+ se recoupe avec les Tfh 

mais non avec les LT CD4 non-Tfh177. Le lien dynamique entre ces populations a également été 

interrogé. Des patients atteints de sclérose en plaques traités avec du Fingolimod (anti-S1PR1) 

témoignent d’une baisse de LT CD4 CXCR5+ dans le sang, suggérant que l’apparition de cette 

population dans le sang fait suite à une sortie des Tfh des OLS178. Cette même étude confirme 

également la proximité phénotypique, transcriptomique et clonotypique entre les LT CD4 

CXCR5+PD-1+ de différents organes (amygdales, ganglions, canal thoracique et sang). Il y est 

proposé que les GC Tfh quittent les ganglions par les vaisseaux lymphatiques efférents, passent 

par le canal thoracique pour rejoindre le sang178. L’ensemble de ces données permet de considérer 

les LT CD4 CXCR5+ du sang comme le compartiment mémoire relatif aux Tfh.  

 

Dans le cadre du suivi d’une réponse spécifique chez la souris, une localisation différentielle de 

plusieurs compartiments de Tfh mémoires au niveau de la rate et des ganglions a été décrite. Les 

Tfh de forte affinité qui promeuvent rapidement une commutation de classe s’établissent au niveau 

des ganglions drainants alors qu’un autre compartiment mémoire, au phénotype Tfh moins 

marqué, rejoint la circulation179. Cette étude suggère donc que la distribution des Tfh mémoires est 

multiple.  

 

I.7 Hétérogénéité et plasticité des Tfh 

 

A l’image de la diversité observée dans les sous-types de Th, des profils hybrides partageant des 

traits Tfh avec ceux d’autres sous-types de Th sont communément décrits.  

 

Le profil Tfh/Th1 est fréquemment décrit car intrinsèque à la dynamique de développement du 

phénotype Tfh ou Th1 chez les LT CD4110,180. Ceci s’explique par un développement des Th1 et 

des Tfh favorisé par des voies de signalisation partagées, comme celles induites par l’IL-12181. Un 

profil précoce Th1/Tfh se met en place et l’orientation vers un de ces profils relève d’une balance 

entre FT, comme T-bet et Bcl676,110. Cependant, l’expression de T-bet ne supprime pas la réponse 

Tfh et est même nécessaire pour qu’ils sécrètent de l’IFNg dans le cadre d’une infection au 

LCMV182. L’expression de T-bet est perdue au niveau des Tfh des follicules, mais seuls les Tfh 

ayant préalablement exprimés T-bet sécrètent de l’IFNg dans les GC183. Le rôle de la sécrétion 
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d’IFNg reste à clarifier mais un rôle dans la commutation de classe lui est attribué (IgG2)184, ce qui 

suggère un rôle potentiellement bénéfique de cette production dans certains contextes biologiques. 

Le profil Tfh/Th1 est particulièrement représenté dans des contextes d’infections chroniques 

qu’elles soient virales185 ou parasitaires157,158. Parallèlement, un profil de Tfh, défini comme 

CXCR5+ICOS+, sécrétant de l’IL-17 est décrit dans des ganglions de souris immunisées avec une 

glycoprotéine de myéline186. La sécrétion d’IL-17 par ces Tfh a été montrée plus récemment comme 

indépendante de l’expression de RORgt187.  

 

La diversité de profils Tfh est particulièrement bien illustrée par l’étude des LT CD4 CXCR5+ du 

sang. L’équipe de Hideki Ueno a défini 3 populations hybrides dans le sang dites Tfh1, Tfh2 et 

Tfh17174. Ces définitions sont basées sur l’expression de FT et de récepteurs aux chimiokines 

relatifs aux Th. Les Tfh1 expriment CXCR5, CXCR3, T-bet et sécrètent de l’IFNg. Les Tfh2 

expriment CXCR5, GATA3 et sécrètent de l’IL-4, de l’IL-5, de l’IL-13 et de l’IL-21. Les Tfh17 

expriment CXCR5, CCR6, RORgt et sécrètent de l’IL-17, IL-21 et de l’IL-22. Ces différents sous-

types présentent des capacités d’aide aux LB différentes174. Des variations quantitatives de ces 

différentes populations sont associées à différents contextes, pathologiques43,188 ou thérapeutiques. 

Pour exemple, le nombre de LT CD4 CXCR5+CXCR3+ corrèle avec le développement d’anticorps 

neutralisant dans le cadre d’un vaccin à influenza189. Une réponse Tfh1 dominante est également 

observée dans le cadre d’un suivi de la réponse Tfh d’individus vaccinés contre la fièvre jaune190. Si 

ces travaux portent sur des cellules sanguines, cette diversité phénotypique a été montrée au niveau 

de Tfh issus d’amygdales à l’aide de la cytométrie de masse. Ces travaux rapportent que ces sous-

types hybrides de Tfh apparaissent plutôt à des stades extra-folliculaires, avec une expression plus 

faible de CXCR5 et PD-1191.  

 

L’hétérogénéité fonctionnelle observée dans le compartiment Tfh renforce l’hypothèse de 

différentes voies pour leur génération. Shane Crotty propose 3 modèles qui pourraient conduire à 

la génération de ces profils hybrides. Les LT CD4 naïfs soumis à un environnement mixte pro-Tfh 

avec un biais Th, pourraient acquérir un phénotype Tfh-Th hybride. Ce modèle s’inscrit dans la 

voie de génération spatio-temporelle des Tfh décrite précédemment. Le second modèle considère 

les LT CD4 mémoire comme précurseur de ce profil hybride. Des Tfh déjà différenciés, soumis à 

un environnement favorisant l’expression de caractéristiques Th autres, pourraient acquérir ces 

caractéristiques. Cette possibilité fait écho à l’acquisition du phénotype Tfh par les LT CD4 

mémoires précédemment décrite dans cette introduction101,108 (I.3.c.ii) et repose sur la plasticité des 

Th et des Tfh. Le troisième modèle considère comme précurseur un LT CD4 en transition d’un 
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déterminants l’initiation de la réponse Tfh par des DC ou des LB. La deuxième interrogation porte 

sur les LT CD4 précurseurs d’une réponse Tfh. En effet, l’hétérogénéité et la plasticité observées 

au sein des réponses Tfh suggèrent que les LT CD4 mémoires pourraient y contribuer, remettant 

en perspective le schéma des réponses LT CD4 basé sur l’orientation d’un LT CD4 naïf.  

 

Aussi, beaucoup reste à faire pour mieux comprendre le développement des Tfh, qui peuvent être 

impliquées dans l’immunopathologie de certaines maladies, comme c’est le cas dans l’infection par 

le VIH. 

 

II. Développement des Tfh dans un contexte pathologique : Exemple du VIH(-1) 

 

Dans l’infection par le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1, abrégé VIH dans 

la suite de cette introduction), l’intérêt d’étudier les Tfh est double. Chez la majorité des patients 

infectés, les Tfh sont caractérisés par des altérations qualitatives et quantitatives. Ces altérations se 

manifestent dans un contexte où les facteurs tissulaires, cellulaires et moléculaires impliqués dans 

leur développement et fonction sont hautement modifiés. Ainsi, les Tfh jouent un rôle 

pathogénique en contribuant vraisemblablement aux réponses LB anormales observées chez les 

patients infectés. A l’inverse, les Tfh sont également associés chez de rares patients à une réponse 

immunitaire bénéfique, neutralisante ou de contrôle du virus. Mieux caractériser les réponses Tfh 

dans l’infection par le VIH pourrait permettre de corriger ou orienter les réponses immunitaires 

humorales. 

 

II.1 Brève description de l’infection par le VIH 

 

II.1.a Émergence de la pandémie de VIH 

 

En 1981, des pneumonies dues à un pathogène habituellement bénin sont rapportées dans le cadre 

d’une étude de suivi de patients drogués, homosexuels ou les deux189. Ces patients présentent un 

taux de LT anormalement bas, avec un défaut de prolifération lorsqu’ils sont exposés à des 

mitogènes, des antigènes ou des cellules allogéniques. La même année, des sarcomes de Kaposi 

inhabituellement agressifs chez huit jeunes hommes homosexuels sont signalés. Une survie 

inférieure à 20 mois est observée, contre les 8 à 13 années habituelles pour ce type de cancer 194. 

Cinq de ces patients présentent une infection pulmonaire et d’autres infections au cytomégalovirus 

(CMV), au virus de l’hépatite B (HBV) ou diverses maladies sexuellement transmissibles. A la fin 
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de l’année, 337 cas avec des manifestations cliniques et immunologiques similaires sont décrits aux 

États-Unis. Le terme de syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) est posé en 1982. L’agent 

pathogène responsable de ce syndrome est isolé en 1983 à l’institut Pasteur : Françoise Barré-

Sinoussi et Luc Montagnier isolent un rétrovirus à partir d’un ganglion de patient atteint du SIDA 

de 33 ans195. Un an plus tard, des travaux rapportent que le virus cible préférentiellement les LT 

CD4, en mesurant l’activité de la reverse transcriptase sur une fraction de LT CD4 et CD8 196. 

Quelques mois plus tard, la même équipe démontre que le virus cible les LT CD4 grâce au récepteur 

CD4 en montrant que l’ajout d’un anticorps anti-CD4 sur une culture permet d’inhiber 

l’infection196,197. Le tropisme du virus est donc identifié. L’Institut National du cancer aux États-Unis 

identifie le même virus, et les deux pays se querelleront la découverte.  

 

De 1985 à 1986, le nombre de cas suit une progression exponentielle en passant de 20 000 cas à 

38 000. Les chiffres sont alarmants puisque 51% des adultes et 59% des enfants ayant été 

diagnostiqués sont morts. Le virus responsable du SIDA est nommé Virus de l’Immunodéficience 

Humaine (VIH) et la première drogue antivirale, la zidovudine (AZT), est mise sur le marché en 

1987. En 1992, le SIDA devient aux États-Unis la première cause de mort pour les hommes de 25 

à 44 ans. Une année plus tard, le stade SIDA est défini plus précisément par le Centre pour le 

contrôle et la prévention des maladies. L’entrée en phase SIDA se définit par un nombre de LT 

CD4 inférieur à 200 par mm3 de sang. En 1995, les traitements combinant des antirétroviraux 

hautement actifs sont introduits (dit HAART, cART ou ART). Ces ART permettent de supprimer 

la virémie au-delà des seuils de détection après quelques semaines de traitements198. En parallèle, la 

capacité du virus à s’établir de manière latente (sans production virale) au niveau de LT CD4 qui 

demeurent dans un état quiescent est mise en évidence199. Nous verrons par la suite que cette 

capacité d’infection latente est l’obstacle à une élimination du virus de l’organisme, et ce malgré le 

traitement avec des ART. En 1996, 23 millions de personnes sont infectées dans le monde et deux 

corécepteurs du virus sont identifiés : CXCR4 et CCR5200. En 1999, 14 millions de personnes ont 

succombé des conséquences de l’infection par le VIH. De 2000 à 2009, de nouvelles combinaisons 

et formulations d’ART sont approuvées et permettent d’alléger la lourdeur des traitements. Les 

ART ont permis d’augmenter considérablement la survie des patients et de convertir une maladie 

mortelle en une maladie chronique. A titre préventif, les traitements ART permettent de réduire la 

transmission sexuelle du virus, lorsque la charge virale (mesure de la quantité d’ARN viral) est 

indétectable chez les patients201. Malgré cela, l’accès aux traitements ART est limité. En 2017 par 

exemple, seulement 27% des personnes vivant avec le VIH en Europe de l’Est et en Asie centrale 

ont accès aux traitements ART (source UNAIDS). Cette inaccessibilité aux traitements ART est 
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un frein à la fin de l’épidémie. L’Organisation des Nations Unies a récemment lancé une campagne 

qui a pour objectif de diagnostiquer 90% des personnes atteintes, de traiter 90% des personnes 

atteintes et que 90% de ces personnes traitées aient une charge virale indétectable202. Remplir ces 

objectifs permettrait d’endiguer l’épidémie.  

 

En 2017, l’ONUSIDA rapporte que 35,4 millions de personnes sont mortes depuis le début de 

l’épidémie, 36,9 millions de personnes vivent avec le VIH dans le monde dont 21,7 millions ont 

accès à une thérapie anti-virale. Cette même année, 1,8 millions d’individus ont été nouvellement 

infectés. Malgré de nettes améliorations dans la prise en charge des patients depuis le début des 

années 2000, la recherche scientifique se doit de continuer car « il n’y aura pas de fin de l’épidémie sans 

vaccin préventif avec un bon niveau d’efficacité ». Parallèlement, il faut « définir plus précisément les conditions 

d’une « guérison » même temporaire et partielle, qui permettrait d’éviter les traitements à une partie au moins de 

personnes vivant avec le VIH » (François Dabis, Président de l’ANRS, Le Monde, novembre 2019).  

 

II.1.b Les phases de l’infection du VIH 

 

En l’absence de traitements ART, l’infection par le VIH se décline en 3 phases classées selon des 

observations cliniques et des caractéristiques biologiques :  

  

Primo-infection ou phase aigüe : Dans les semaines suivant l’infection, la charge virale augmente 

et un état grippal se manifeste chez l’individu (fièvre, éruptions cutanées, fatigue, maux de têtes). 

La sévérité des symptômes est corrélée à la charge virale203, qui atteint sa valeur maximale durant 

cette phase. Le virus se dissémine dans l’organisme, plus particulièrement au niveau des tissus 

lymphoïdes. Cette dissémination virale est favorisée par les DC204 et une lymphoadénopathie est 

rapportée durant cette phase. Parallèlement à l’augmentation de la charge virale, une perte de LT 

CD4 dans le sang et les tissus lymphoïdes est observée, particulièrement à ceux associés à la 

muqueuse intestinale205–208. Par conséquent, l’architecture des tissus lymphoïdes commence à être 

impactée209. Après plusieurs semaines, le système immunitaire est capable de contrôler le virus, 

notamment grâce à la mise en place d’une réponse LT CD8 cytotoxique207. En résultat, la charge 

virale baisse et la fréquence de LT CD4 augmente. La charge virale atteint une valeur dite « set viral 

point », prédictive de la progression vers le stade SIDA. Les patients avec une charge virale plus 

élevée à ce « set viral point » progressent plus rapidement vers la phase SIDA210.  
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Phase asymptomatique ou chronique : Cette phase se caractérise par un épuisement progressif 

du système immunitaire, continuellement activé par le VIH qui persiste dans l’organisme. Cette 

persistance virale est permise par la capacité du virus à s’établir de manière latente (sans production 

virale) au niveau de certains types de LT CD4 en état de quiescence199,211. Cette latence permet une 

absence de reconnaissance de la cellule infectée par le système immunitaire. La latence est réversible 

et une production de virus apparaît lorsque les LT CD4 sont réactivés212,213. Dans la phase 

chronique, peu de virus est retrouvé dans le sang des patients214 alors qu’une réplication virale active 

est présente au niveau des tissus lymphoïdes215. Du fait de cette persistance virale, les cellules 

lymphoïdes sont exposées chroniquement à des stimulations antigéniques et inflammatoires. Cet 

état d’activation constant entraine une perte progressive des fonctions effectrices des LT CD4 

comme des LT CD8, dite exhaustion. Parallèlement à cette exhaustion, la capacité très importante 

de mutations du virus rend les réponses cytotoxiques LT CD8 et les réponses anticorps inefficaces. 

En résumé, dans ce contexte où le virus persiste, échappe et épuise, le nombre de LT CD4 diminue 

progressivement, et ce particulièrement au niveau des tissus lymphoïdes215 où le virus est concentré. 

La charge virale augmente lentement et sans traitements ART, l’infection chronique évolue vers la 

phase SIDA.  

 

Phase d’immunodéficience acquise (SIDA) : Cette phase est définie par un seuil de LT CD4 

dans le sang inférieur à une concentration de 200 cellules par mm3 de sang. Des infections 

opportunistes surviennent du fait de l’incapacité du système immunitaire à y répondre 

efficacement. 

 

II.1.c Les réservoirs viraux, un obstacle à l’éradication du VIH 

 

Les ART permettent de baisser la charge virale, jusqu’à la rendre indétectable dans le sang par les 

techniques de laboratoire utilisées. Bien qu’indétectable dans le sang, le virus persiste dans 

l’organisme et continue d’évoluer et de circuler chez les patients traités216. L’existence de la 

persistance virale est parfaitement illustrée par l’observation d’un rebond viral 3 semaines après 

l’interruption des ART chez des patients traités depuis 3 ans et ayant une charge virale 

indétectable217. De cette observation de persistance virale a découlé la notion de réservoir viral, qui 

désigne les tissus ou les cellules abritant du virus malgré les traitements ART. La formation d’un 

réservoir viral repose sur la capacité du VIH à s’intégrer de manière latente199,211. La Figure 11 tirée 

d’une revue du Lancet202 reprend les mécanismes de l’établissement de ce réservoir.  
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réservoirs cellulaires, plus particulièrement des LT CD4 comme réservoirs viraux, sera abordée 

ultérieurement. 

 

Actuellement, des stratégies d’éliminations du virus sont testées comme la réactivation des cellules 

réservoirs (« Shock and kill »), ou le renforcement de l’immunité de l’hôte par des vaccins202. 

Certaines figures de la recherche sur le VIH comme Antonio Fauci, trouvent actuellement plus 

réalistes les stratégies visant à contrôler un rebond viral en l’absence d’ART (« Sustained virologic 

remission ») plutôt que les stratégies visant à éradiquer le virus (Congrès IAS 2017). Ces stratégies 

de contrôle de la virémie permettraient de limiter la transmissibilité du virus (non-transmissible 

quand la charge virale du patient est indétectable) tout en diminuant le poids des traitements pour 

les patients.   

 

II.2  Contexte de développement des Tfh dans l’infection par le VIH 

 

Dans le cadre de l’infection par le VIH, les acteurs biologiques du développement et de la fonction 

des Tfh sont modifiés. Tout d’abord, les LT CD4 sont la cible du virus et sont soumis à une 

exposition antigénique et un contexte inflammatoire continus du fait de la persistance virale. Les 

LT CD4 sont donc particulièrement affectés dans l’infection. S’ajoutant à ce contexte, les OLS sont 

déstructurés chez les patients, avec des zones T et B régissant habituellement la génération des Tfh 

qui ne sont plus définies. Pour finir, les principaux partenaires cellulaires (DC et LB) des Tfh 

présentent également de nombreuses modifications fonctionnelles et phénotypiques. Cette partie 

se focalisera sur ces différents éléments.  

 

II.2.a Les LT CD4 dans l’infection par le VIH 

 

II.2.a.i Déplétion des LT CD4  

 

Les LT CD4 sont les cibles de l’infection196,197 et leur déplétion graduelle est prédictive de la 

progression vers le SIDA. La déplétion des LT CD4 était initialement associée à une infection virale 

productive, avec l’identification d’une mort par apoptose de LT CD4 activés et infectés. 

Cependant, la faible fréquence de cellules activées observée a rendu peu probable l’explication de 

la perte massive de LT CD4 par une infection productive226. Un effet de déplétion dit « bystander » 

existe. Cette mort des LT CD4 a été observée dans des ganglions de primates humains ou non 

humains infectés, où de l’apoptose fut observée dans des LT CD4 non infectés227. Avec des 
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systèmes de culture d’OLS, seuls 5% des LT CD4 qui meurent produisent activement le virus alors 

que 95% des LT CD4 n’en produisent pas228. Empêcher la fusion du virus via le CD4 permet 

d’inhiber la mort cellulaire, celle-ci n’étant pas inhibée en bloquant la reverse transcriptase226. Cette 

observation indique qu’une mort lymphocytaire peut résulter d’une infection non productive et ne 

dépend pas toujours de la voie apoptotique. Cette mort cellulaire relève plus d’un suicide cellulaire 

appelé pyroptose que d’un effet cytopathique228. Alors que cette voie permet habituellement de 

protéger l’hôte par la prévention d’une infection virale dans la cellule, elle participe à l’immuno-

pathogénicité du VIH puisqu’elle favorise la déplétion des LT CD4. Les LT CD4 des OLS sont 

plus sensibles à la pyroptose que les LT CD4 du sang. En effet, la co-culture des LT CD4 ou CD8 

issus de tissus lymphoïdes avec des LT CD4 du sang conduit à de la pyroptose chez ces derniers229. 

La mort des LT CD4 peut également être le résultat d’une réponse cytotoxique, médiée par les LT 

CD8230 ou les NK via de l’ADCC (pour « Antibody Dependent Cell Cytotoxicity)231. Cependant, la 

forte capacité de mutations du virus limite l’efficacité de ces réponses spécifiques. Les LT CD4 

producteurs de virus ne sont pas éliminés et la persistance virale est donc favorisée. 

Paradoxalement, dans ce contexte où une mort des LT CD4 est favorisée, plusieurs publications 

rapportent une surreprésentation des Tfh dans les tissus lymphoïdes d’individus infectés par le VIH 

en phase chronique232,233. 

 

II.2.a.ii Les LT CD4 comme réservoirs cellulaires 

 

Les LT CD4 représentent le réservoir majeur du virus. Le réservoir semble s’établir précocement 

puisque certains clones LT CD4 infectés 4 semaines après infection sont retrouvés chez les 

individus après plusieurs années234. L’infection des LT CD4 est favorisée au niveau des tissus 

lymphoïdes, où les contacts entre cellules sont nombreux et l’exposition aux cytokines 

importante235. La réplication du VIH est par conséquent préférentielle dans les tissus lymphoïdes 

et celle-ci persiste malgré l’introduction d’un traitement aux antirétroviraux218. Il est estimé que plus 

1010  virions sont produits par jour et que la majorité de ces virions est générée et retenue au niveau 

des tissus lymphoïdes236.  

 

Les LT CD4 mémoires sont considérés comme les réservoirs majeurs de l’infection latente211 en 

comparaison aux LT CD4 naïfs. En effet, les LT CD4 naïfs contiennent moins d’ADN viral en 

comparaison aux LT CD4 mémoires, supportant une permissivité plus faible à l’infection237. In vitro, 

des travaux rapportent que l’établissement de la latence se fait entre 6 et 13 jours, au moment où 

les LT CD4 passent d’un état effecteur à mémoire. Cette mise en place de la latence virale est 
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favorisée par un programme transcriptionnel permettant la transition entre ces deux états 238. Une 

fois que l’infection latente a été montrée comme préférentielle dans les LT CD4 mémoires, la 

question d’un sous-type associé s’est rapidement posée. Parmi les LT CD4 mémoires, les travaux 

de Nicolas Chomont indiquent que les Tcm et les LT dits transitionnels mémoires (Ttm) sont des 

réservoirs majeurs de l’infection213, plus stables que les Tem239. Récemment, les Trm ont été décrits 

comme principalement infectés au niveau de la muqueuse cervicale, comparé au LT CD4 non-

Trm240. Ces différentes études montrent que la définition robuste d’un réservoir viral cellulaire est 

difficile. Partant de ce constat, une étude récente soutient que la quantité d’ADN viral est 

difficilement associable à une population de LT CD4 mémoires en particulier, que ce soient les 

Tcm, les Tem ou Ttm241.  

 

Une susceptibilité à l’infection a également été associée à différents sous-types de LT CD4 

effecteurs, tels que les Th1242, les Tregs243 ou les Th17244–246. Exposés à du virus in vitro, des LT CD4 

au profil Th1/17 (CXCR3+CCR6+) issus de sang d’individus sains sont plus permissifs à l’infection 

et une production plus forte de virus par des LT CD4 avec ce phénotype est observée chez des 

patients infectés sous ART247. En combinant les récepteurs aux chimiokines et la sécrétion de 

cytokines dans leur définition cellulaire, une étude récente suggère que les Th1, Th2, Th17 et Tregs 

sont infectés de manière équivalente in vivo dans un modèle de primate non humains d’infection, 

dans le sang ou dans les tissus lymphoïdes248. Cette étude n’inclut pas les Tfh et nous verrons par 

la suite que ce sous-type de LT CD4 effecteur est considéré comme un réservoir majeur du virus.  

 

Outre l’association du réservoir à des sous-populations cellulaires particulières, la définition du 

réservoir dans les LT CD4 repose également sur l’association de marqueurs spécifiques. Les 

marqueurs lymphocytaires d’une activation ou d’une exhaustion comme PD-1, LAG-3, TIGIT 

Tim-3 et CD160 sont associés aux LT CD4249. Des travaux récents montrent, après isolation de 

LT CD4 de patients infectés non traités, que l’engagement du PD-1 (via le PD-L1) permet de 

limiter la production virale suite à une stimulation TCR et prouve le rôle de ce récepteur pour 

l’établissement de la latence virale. Le blocage du PD-1 par un anticorps permet de reverser cette 

latence et montre le potentiel de cet axe pour une thérapie250. La découverte de CD32 comme 

marqueur spécifique des LT CD4 réservoir du VIH a récemment suscité de nombreux espoirs251,252. 

Le fréquence de LT CD4 CD32+ est d’autant plus forte que la virémie est importante253. Le PD-1 

indépendamment du CD32, permet de caractériser les LT CD4 particulièrement susceptibles à 

l’infection253. Il est intéressant de noter qu’un marqueur du réservoir, le PD-1, fait partie intégrante 

de la définition phénotypique des Tfh.  
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II.2.a.iii Exhaustion des LT CD4 dans l’infection par le VIH 

 

L’infection par le VIH conduit à une exhaustion des LT CD4, définie comme une altération dans 

leurs capacités fonctionnelles et prolifératives. Des LT CD4 issus de sang ou de tissus lymphoïdes 

de patients infectés sont moins réactifs à des stimulations spécifiques, allogéniques ou aspécifiques 

comparativement à ceux des individus sains254–256. Si les différences dans les réponses spécifiques 

pourraient s’expliquer par un changement de répertoire TCR durant l’infection257, l’absence de 

réponse face à des stimuli physiologiques non spécifiques indique que les LT CD4 témoignent de 

défauts d’activation intrinsèques. Dans le cadre d’une stimulation spécifique258 et également 

aspécifique (anti-CD3)259, une déficience de production d’IL-2 par les LT CD4 de patients infectés 

est rapportée. Des défauts de sécrétion d’IFNg et de TNF-a sont décrits chez les LT CD4 issus de 

patients infectés260 et une perte de capacité à sécréter simultanément plusieurs cytokines 

(polyfonctionnalité) est rapportée261,258. Une réduction de l’expression de marqueurs de co-

stimulation tels que OX40 et CD40L est également décrite sur les LT CD4257. Des défauts de 

réponse à l’IL-2 ou à l’IL-7 des LT CD4 médiés par une perte d’expression et de fonction des 

récepteurs respectifs sur les LT CD4 sont observés262,263. Des travaux récents montrent que 80% 

des LT CD4 de patients en phase chronique présentent des micro-domaines membranaires 

anormaux, qui retiennent des récepteurs aux cytokines comme l’IL-7R et conduisent à leur 

inactivité264.  

 

Outre les défauts d’expression de molécules effectrices, la perte de fonction des LT CD4 est 

également associée à une expression de récepteurs inhibiteurs de l’activation lymphocytaire comme 

le PD-1, CTLA-4, CD160, TIGIT et TIM-3. Ces marqueurs corrèlent avec la charge virale et la 

progression de la maladie260. Des marqueurs liés à l’activation tels que HLADR et CD38 sont plus 

représentés chez les LT CD4 de patients infectés249,265. L’implication dans le développement et la 

fonction des Tfh a été montrée pour nombre de marqueurs cités ci-dessus. Par conséquent, des 

défauts phénotypiques pourraient interférer dans la communication entre les LT CD4 et ses 

partenaires cellulaires, et donc perturber l’orientation des LT CD4 vers un profil Tfh. Cette sur-

activation et exhaustion sont le résultat d’un contexte inflammatoire chronique.  

 

II.2.b Contexte inflammatoire chronique 

 

Du fait de la persistance virale, le système immunitaire est constamment exposé à des composants 

viraux qui favorisent l’activation de voies pro-inflammatoires. Les protéines virales comme la 
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Gp120 et Nef peuvent induire directement l’activation des lymphocytes et macrophages266,267. 

Certaines protéines du VIH comme Tat, Nef et Vpr activent la voie dépendante de NF-κB et 

conduisent à la production de molécules pro-inflammatoires268. Le VIH conduit aux relargage 

d’IFN-a par les DC, via une activation du TLR7269. D’autres voies dépendantes du TLR8 et DC-

SIGN, décrites comme pouvant être impliquées dans le développement de Tfh126,270, sont induites 

par les composants viraux271,272. Ces données ne sont prises qu’à titre d’exemple et soulignent 

l’impact des protéines virales dans l’induction d’un contexte pro-inflammatoire, pouvant moduler 

le développement des Tfh.  

 

Outre l’inflammation qui résulte de la persistance virale et qui est induite par les composants relatifs 

au VIH, d’autres causes de l’inflammation sont également connues. Une des principales résulte de 

la perte d’intégrité de la barrière intestinale chez les patients infectés. Cette perte d’intégrité de la 

barrière intestinale est due à une déplétion précoce des LT CD4 prépondérante dans le tractus 

gastro-intestinal208,273,274 et conduit à une translocation microbienne du tractus vers le sang. Cette 

translocation bactérienne se traduit par des taux élevés de LPS dans le sang de patient infectés, qui 

corrèlent la concentration d’IFN-a mesurée275. En combinaison avec le LPS, le CD14 soluble 

(sCD14) témoigne également d’une translocation bactérienne. Ces deux molécules pro-

inflammatoires sont en concentration plus importantes dans la phase chronique que dans la phase 

aiguë275 et participent à l’activation immunitaire qui caractérise cette phase. Parallèlement, des co-

infections (CMV, EBV, HBV, HBC) présentes chez les patients infectés par le VIH peuvent 

également favoriser un contexte inflammatoire persistant276.  

 

Ces différentes causes d’inflammation résultent en une quantité de cytokines pro-inflammatoires 

accrue chez les patients infectés non traités comparés à des patients non infectés277. La quantité de 

molécules pro-inflammatoires est inversement corrélée à la reconstitution du compartiment LT 

CD4 puisque des patients présentant une faible reconstitution se caractérisent par des taux d’IL-6 

et de sCD14 plus importants278. Cette observation souligne l’effet délétère de l’inflammation sur la 

reconstitution des LT CD4. Plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, le TNF-a, 

l’IL-6, l’IFNa, l’IL-10 et l’IL-15 sont retrouvées à des concentrations plus importantes dans le sang 

de patients infectés267,277. Les ART ne résorbent pas cette inflammation même s’ils permettent de 

la diminuer, probablement car les traitements ne permettent pas l’élimination du virus et des 

réservoirs viraux persistent. Pour exemple la concentration d’IL-6 reste très importante chez les 

adultes traités aux antirétroviraux avec des concentrations 40% à 60% plus élevées que chez des 

patients non infectés279. Au niveau des ganglions de patients infectés, une concentration plus 
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Étant donné l’importance de l’architecture tissulaire dans la génération des Tfh, ce 

décloisonnement des territoires immunitaires interfère probablement avec le développement des 

Tfh. Par la perte de zones B et T bien définies, le LB et les LT CD4 pourraient interagir librement 

et établir une synapse normalement restreinte à la bordure T-B. Considérant que les LB sont des 

acteurs d’une initiation d’une réponse Tfh, cette décompartimentalisation pourraient avoir une 

incidence sur le contrôle des interactions cellulaires dans l’espace, notamment entre les LB et LT 

CD4.  

 

II.2.d Modifications des principaux partenaires cellulaires des Tfh : DC et LB 

 

Plusieurs modifications fonctionnelles des principaux partenaires cellulaires des Tfh sont 

également rapportées. Chez l’Homme ou dans des modèles d’infection de primates non humains, 

la distribution des DC dans l’organisme est modifiée, notamment avec un nombre de DC myéloïdes 

qui baisse dans le sang alors qu’il augmente dans les tissus lymphoïdes269. En parallèle de ces 

modifications quantitatives, des modifications fonctionnelles sont également rapportées. 

L’exposition in vitro de DC myéloïdes au plasma de patients virémiques non traités diminue leur 

capacité de sécrétion d’IL-12, d’IL-6 et de TNF-a291,292. De manière identique, des moDC issus de 

patients infectés sécrètent moins d’IL-12 et plus d’IL-10. Mis en co-culture avec ces DC, des LT 

CD4 allogéniques produisent moins d’IFNg293, illustrant la possible répercussion de la modification 

fonctionnelle de la DC sur la réponse LT CD4. Cette altération de la sécrétion d’IL-12 par les DC 

est également rapportée chez des patients infectés au stade chronique de leur infection294. D’autres 

altérations dans les capacités de maturation et d’expression des molécules co-stimulation (CD80, 

CD86, CD83) après une exposition virale in vitro sont également relatées295,296. En générant deux 

états de moDC différents, l’un inflammatoire (IL-12+), l’autre suppresseur (IL-10+), une équipe a 

récemment montré que l’effet du virus est différent selon l’état de la DC. Une baisse de la sécrétion 

de l’IL-12 et de l’IL-6 est constatée chez les moDC inflammatoires alors qu’une augmentation d’IL-

12 est constatée sur les DC au phénotype suppressif297. Ces données permettent de souligner la 

difficulté d’une mise en évidence d’un effet conservé sur les DC, qui dépend de l’état de celle-ci.  

 

Dans l’infection par le VIH, les modifications observées dans le compartiment LB pourraient 

également avoir des répercussions sur le dialogue établi avec le Tfh. Par exemple, la protéine virale 

Nef s’accumule au niveau des LB dans les follicules de patients infectés et interfère avec la capacité 

des LB à répondre à des stimulations au CD40L, à l’IL-4 et à l’IL-10298. Par la comparaison de 

patients avec différentes charges virales, il a été montré un impact de la virémie sur les axes co-
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stimulation CD80 et CD86 pour leur communication du LB avec les LT CD4. La faible expression 

de CD80/86 analysée sur les LB des patients avec une virémie haute conduit à un défaut 

d’activation des LT CD4308. A l’instar de ces défauts d’expression de molécules de co-stimulation, 

des altérations de la sécrétion d’IL-6 et de TNF sont rapportées301. Une forte sécrétion de CXCL13 

par des LB de patients infectés est également observée après stimulation polyclonale, de manière 

concomitante avec une expression de CXCR5 plus faible302. Ces variations pourraient biaiser la 

migration des Tfh vers les LB et également le positionnement des deux types de cellules pour 

l’initiation d’un dialogue. Pour finir, une plus forte abondance de LB PD-L1+ est trouvée dans les 

ganglions de patients chroniquement infectés232. Un possible impact sur le développement et la 

fonction des Tfh est supposé, du fait de l’importance de cet axe pour la régulation des Tfh.  

 

Ces données ne sont prises qu’à titre d’exemple mais illustrent bien que différentes modifications 

relatives aux DC et LB pourraient impacter le développement des Tfh.  

 

II.3 Caractéristiques des Tfh dans l’infection par le VIH 

 

II.3.a Les Tfh comme réservoirs cellulaires du VIH 

 

Parmi les LT CD4, les Tfh sont considérés comme un des réservoirs majeurs de l’infection. Cette 

assertion fait suite à l’observation que chez des patients virémiques, les Tfh de ganglions abritent 

un nombre plus important de copies d’ADN viral en comparaison à des LT CD4 qui expriment 

uniquement le PD-1, le CXCR5 ou aucun des deux303,304. Cette observation concerne également des 

Tfh issus de tissu splénique en comparaison à des LT CD4 mémoires et naïfs233. De manière 

cohérente, la production de virus est plus forte par les Tfh isolés de patients infectés comparée aux 

autres populations de LT CD4 après restimulation in vitro305. De la même façon, l’infection in vitro 

de populations de LT CD4 provenant de patients sains montre qu’une production virale plus 

importante est obtenue avec des Tfh en comparaison à des LT CD4 non-Tfh303,304. Du fait de cette 

permissivité à l’infection, il est suggéré que les Tfh participent hautement à la persistance virale 

observé chez les patients traités305. Afin d’expliquer cette susceptibilité des Tfh à l’infection, une 

équipe a recherché les recoupements entre les molécules associées aux phénotypes Tfh et les 

molécules favorisant l’intégration virale. En analysant des LT CD4 CXCR5high et CXCR5low de 

ganglions de sujets sains, cette équipe suggère que les expressions de gènes associés aux IFN, au 

cycle cellulaire, au métabolisme et à l’activation relative des Tfh favorisent l’intégration du virus 

dans ce compartiment306, indiquant un terrain cellulaire propice. L’inhibition de Bcl6 dans des Tfh 
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Les ART résorbent partiellement cette accumulation puisque la fréquence des Tfh reste plus 

importante chez les patients traités que chez des individus sains290,303,308. Ces observations soulignent 

le fait que la persistance virale et l’activation immune persistent malgré la prise d’ART, et favorisent 

la génération des Tfh. D’autres processus pourraient être impliqués dans l’accumulation de Tfh. 

Pour exemple, le contexte inflammatoire chronique avec des cytokines pro-Tfh comme l’IL-6 ou 

l’IL-12 pourrait favoriser la génération de Tfh. Parallèlement, la perte de définition des zones T et 

B pourrait conduire à des interactions incontrôlées avec les LB, capables d’induire le 

développement d’un profil Tfh.  

 

II.3.c Biais de la réponse effectrice LT CD4 vers un profil Tfh  

 

L’accumulation de Tfh observée chez les patients infectés sous-entend que l’environnement 

infectieux est propice à l’établissement de ce profil effecteur dans les LT CD4. Soutenant cette 

hypothèse d’un biais vers une réponse Tfh, la fréquence des Th1, Th2 et Th17 dans le sang de 

patients en infection aigue ou chronique est plus faible que celle décrite chez des individus sains242. 

Cela indique par conséquent d’une sous-représentation de ces profils effecteurs chez les patients 

infectés parmi les LT CD4.  

 

Récemment, l’analyse de signatures Th associées à des LT CD4 spécifiques du VIH de patients 

présentant différentes charges virales a permis de faire le lien entre la virémie et la réponse LT CD4 

induite. Un enrichissement de signature Th1 et Th17 est identifié dans LT CD4 spécifiques du 

VIH de patients contrôlant spontanément l’infection et de fait, présentant une virémie faible. Au 

contraire, l’expression de gènes associés au profil Tfh (définis par la comparaison transcriptomique 

entre des Tfh et non-Tfh des tissus lymphoïdes) est enrichie dans les LT CD4 spécifiques du VIH 

de patients avec des virémies hautes311. Cet enrichissement de la signature génique relative au profil 

Tfh n’est pas dû à une surreprésentation quantitative par les LT CD4 des cellules LT CD4 CXCR5+ 

décrite chez les patients avec une virémie haute. En effet, la signature Tfh est également enrichie 

dans des LT CD4 CXCR5-. Les différentes signatures de ces profils effecteurs sont obtenues à 

partir de bases de données disponibles, avec la signature Tfh définie grâce à une comparaison de 

LT CD4 CXCR5hi en comparaison à des LT CD4 CXCR5- issues d’amygdales. Ainsi, la signature 

Tfh est favorisée dans un contexte de persistance antigénique, idée renforcée par le fait que 

l’introduction d’ART permet de réduire la signature Tfh associée aux LT CD4 spécifiques du VIH. 

Aucune modification n’est en revanche observée pour les signatures Th1 et Th17 après la prise 

d’antirétroviraux311.  



- 67 - 
 

II.3.d Altérations de la qualité des Tfh 

 

II.3.d.i Modifications transcriptomiques et phénotypiques des Tfh  

 

En réalisant une étude transcriptomique sur cellule unique de Tfh spléniques issus de patients 

chroniquement infectés, notre équipe a révélé de nombreuses modifications dans l’expression de 

gènes relatifs à la fonction des Tfh233. Nous avons observé des niveaux d’expression de CD40L, 

OX40 et ICOS plus faibles dans les Tfh et GC Tfh de patients infectés, suggérant de défauts dans 

les capacités de co-stimulations. A l’inverse, les Tfh de patients infectés se caractérisent par une 

expression plus forte d’IL-21 et CXCL13233, laissant penser à un gain de fonction. Nous rapportons 

une baisse de l’expression d’IL-10233, également relatée au niveau protéique dans des co-cultures de 

LB avec des Tfh de ganglions ou des LT CD4 CXCR5+ du sang de patients infectés232,312.  

 

Parallèlement, l’analyse des Tfh par cytométrie de flux selon des marqueurs de fonction indique 

également que la distribution de sous-populations fonctionnelles est modulée dans l’infection. Par 

exemple, l’abondance de cellules ICOS+, PD-1+ ou ICOS+PD1+ parmi les Tfh est plus importante 

chez les individus infectés comparé aux non infectés308,309. De la même manière, des travaux récents 

montrent un enrichissement en cellules ICOS+SLAM+ dans les Tfh de patients infectés traités 290. 

Concernant les profils cytokiniques, il est montré que les Tfh issus de patients chroniquement 

infectés non traités sécrètent moins d’IFN-g, de granzyme A, d’IL-2 et de TNF-a. Ces Tfh 

présentent un phénotype activé mais sont moins polyfonctionnels, car associés à une sécrétion 

d’IL-21 non combinée à la sécrétion d’autres cytokines313. Des variations dans l’expression de 

molécules impliquées dans la migration sont décrites, telles que la perte d’expression de PD-1 et 

de CXCR5 par les Tfh après une exposition in vitro à du virus304. La perte d’expression de PD-1 est 

également constatée dans les Tfh spléniques de patients infectés bien que la perte de CXCR5 ne 

soit pas retrouvée233. Pour finir, les Tfh sont également associés à une surexpression de marqueurs 

d’activation (HLADR, CD38) et prolifération (ki67)310,313, moins spécifique aux Tfh 

puisqu’observée globalement sur les LT CD4 en général. L’ensemble de ces données souligne le 

fait que les caractéristiques phénotypiques des Tfh sont modifiées dans l’infection, ce qui pourrait 

contribuer aux réponses LB anormales des patients infectés.  
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II.3.d.ii Profil Th1 associé aux Tfh dans l’infection par le VIH-1 

 

Dans l’infection par le VIH, de nombreuses données rapportent l’émergence d’une population Tfh 

hybride présentant des traits Th1. Une accumulation de Tfh CXCR3+, récepteur classiquement 

associé aux Th1, est décrite dans des ganglions de patients traités290. Dans des modèles d’infection 

de primates non humains, cette accumulation de Tfh exprimant CXCR3 est également rapportée. 

Une grande partie de ces Tfh CXCR3+ exprime T-bet et sécrète de l’IFN-g+, validant ainsi leur 

identité Th1 avec d’autres marqueurs. De plus fortes proportions de cellules triples sécrétrices 

d’IFN-g, d’IL-21, et de CD40L, ou doubles sécrétrices d’IFN-g-CD40L et d’IFN-g-IL-21 et simples 

sécrétrices d’IFN-g sont décrites parmi ces Tfh/Th1314. D’autres travaux se focalisant sur la phase 

aigüe de l’infection montrent que les LT CD4 CXCR5+ du sang de patients infectés ont un profil 

orienté vers les Th1 (CXCR3+) au détriment du profil Th17 (CCR6+)315. Reposant toujours sur la 

positivité pour le CXCR3, une étude récente montre que le profil Th1 associé aux LT CD4 

CXCR5+ du sang persiste même avec la prise d’ART316. La génération et le rôle de cette population 

de Tfh au profil Th1 ne sont pas encore très bien définis et deux éventualités peuvent être 

envisagées pour expliquer l’émergence de cette population. Premièrement, l’émergence du profil 

Tfh pourrait résulter de la différentiation d’un LT CD4 naïf dans un environnement mixte Th1-

Tfh. Deuxièmement, la génération de ce profil pourrait reposer sur une plasticité des Tfh ou des 

Th1, dont la réorientation vers le profil respectif surviendrait sous contexte infectieux. Au regard 

de l’association d’un profil génique Tfh plutôt que Th1 chez les LT CD4 dans le contexte de 

persistance antigénique de l’infection par le VIH, la question d’une repolarisation de Th1 vers un 

profil Tfh peut être posée.  

 

II.3.d.iii Capacité d’aide délivrée aux LB par les Tfh  

 

À ma connaissance, les tests de fonctionnalité sur des Tfh issus de patients infectés sont rares. 

Dans une des premières études décrivant une accumulation de Tfh dans les ganglions de patients 

chroniquement infectés non traités, les auteurs montrent que la production d’IgG par des LB 

cultivés avec des Tfh issus de patients infectés est plus faible en comparaison à des patients non 

infectés. Dans ces travaux, la perte de fonction est expliquée par une interaction exacerbée entre le 

PD-1 et le PDL1, du fait d’une surreprésentation de l’expression de PDL1 par les LB du GC. Cette 

interaction conduirait à une baisse d’activation des Tfh, qui expriment moins intensément ICOS et 

sécrètent moins d’IL-21232. En comparant la capacité d’aide des LT CD4 CXCR5+ à différents stade 

de la phase aiguë de l’infection chez des patients non traités, une étude rapporte que la capacité de 
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l’aide aux LB (production d’immunoglobulines) décroit au fur et à mesure de la progression de la 

maladie312. Bien que peu nombreuses, ces études suggèrent directement un défaut dans le dialogue 

entre les Tfh et les LB. Si le lien direct avec les Tfh dans ces réponses anormales n’est pas encore 

clairement établi in vivo, les études analysant en parallèle les compartiments Tfh et LB chez les 

patients infectés permettent de postuler l’existence d’un lien de causalité entre l’altération 

fonctionnelle des Tfh et les défauts des réponses LB.  

 

II.4 Défauts de la réponse LB associés à la réponse Tfh  

 

Les défauts associés aux compartiments LB sont nombreux chez les patients infectés par le VIH 

et ont été répertoriés dans de nombreuses revues317,318. Brièvement, la réponse LB chez les patients 

infectés se caractérise par une hypergammaglobulinémie, une augmentation de clonalité dans le 

compartiment LB, une expression accrue de marqueurs d’activation, une augmentation des 

plasmocytes, une augmentation de la production d’auto-anticorps et une augmentation de la 

fréquence des tumeurs liées aux LB317. Ces différentes observations pourraient être liées aux 

caractéristiques mentionnées sur les Tfh. 

 

Le premier lien qui peut être fait avec les réponses LB anormales est l’accumulation de Tfh. Celle-

ci est probablement délétère pour la génération d’anticorps de haute affinité. Comme vu 

précédemment, la sélection des LB de haute affinité est favorisée par une aide Tfh limitée et un 

nombre trop important de Tfh accroit la compétition entre clones LB de faible et haute affinité. 

Cette accumulation pourrait contribuer à l’émergence d’une hypergammaglobulinémie chez les 

patients et même favoriser des réponses auto-immunes. Dans les différentes études rapportant une 

accumulation de Tfh, l’étude concomitante des LB via l’expression des marqueurs CD38 et IgD 

est utile pour évaluer la distribution des différents sous-types associés à l’état de maturation des 

LB. Par cette stratégie d’identification, l’accumulation des LB naïves, des GC LB et des plasmocytes 

est corrélée à l’accumulation de Tfh233,303,308, suggérant un lien de causalité entre les deux. A l’inverse, 

une corrélation négative est observée entre l’abondance de Tfh et la fréquence de LB mémoires, 

sous entendant que les Tfh ne soutiennent pas la maturation des LB en LB mémoires. Sur un aspect 

plus fonctionnel, une équipe a étudié sur des mêmes échantillons ganglionnaires de patients non 

traités les Tfh IL-21+ et les phénotypes LB, partant de l’hypothèse que les Tfh IL-21+ pourraient 

promouvoir une réponse LB anormale. Par des stratégies de corrélations, les auteurs suggèrent que 

les Tfh IL-21+ favorisent la génération de plasmocytes et non la commutation de classe chez les 

patients infectés313. 
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II.5 Les Tfh comme potentiel levier thérapeutique  

 

Bien que pathogéniques chez la majorité des patients, les Tfh sont également associés à des 

réponses efficaces contre le virus.  

 

II.5.a Les Tfh chez les « elite controllers »  

 

De manière intéressante, certains individus infectés sont capables de contrôler spontanément la 

réplication virale pendant des durées prolongées sans prise d’ART. Ces patients sont dits 

« controllers » et se divisent en plusieurs groupes. Je ne parlerai ici que de ceux capables de 

maintenir une charge virale en dessous de 50 copies ARN viral par mm3 de sang, appelés « elite 

controllers ». L’observation selon laquelle ces patients ne présentaient pas de réponses anticorps 

neutralisantes319,320 a laissé penser que l’immunité humorale n’était pas impliquée dans le contrôle 

du virus. Cependant, l’observation selon laquelle ces patients maintiennent une forte fréquence de 

LB mémoires spécifiques du VIH malgré une virémie faible321 a remis au goût du jour l’étude de 

l’immunité humorale chez ces individus. De fait, des spécificités relatives aux Tfh sont recherchées 

chez ces patients.  

 

L’étude des Tfh chez les patients « elite controllers » repose principalement sur l’étude des LT CD4 

CXCR5+ du sang. A ma connaissance, aucune étude n’a encore associé des critères phénotypiques 

ou fonctionnels de Tfh de tissus lymphoïdes avec le contrôle viral chez ce type de patients 

particuliers. En revanche, des études ont été menées sur les LT CD4 CXCR5+ du sang relatifs aux 

Tfh. La capacité d’aide délivrée aux LB (maturation et production d’immunoglobulines) est plus 

importante avec des LT CD4 CXCR5+ issus de patients « elite controllers » en comparaison à celle 

de LT CD4 CXCR5+ issus de patients non traités progressant dans la maladie322. La fréquence de 

LT CD4 CXCR5+ spécifiques du VIH est plus importante chez des « elite controllers » que chez 

des patients sous ART. De plus, une induction plus importante d’IgG spécifiques du VIH est 

obtenue dans un co-culture de LB mémoires avec des LT CD4 CXCR5+ de patients « elite 

controllers » en comparaison avec une co-culture avec ceux de patients sous ART323. Comparés à 

ceux de patients sous ART, les LT CD4 CXCR5+ de patients « elite controllers » sont associés à 

une expression plus faible d’IL-2R et à une expression forte de Bcl6, de CXCR5 et d’IL-21324. 

 

Si une réponse neutralisante est rarement décrite chez ces patients, deux études récentes 

s’intéressent à un groupe de patients « elite controllers » capable de générer des réponses 
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neutralisantes. La réponse neutralisante chez ces patients est associée à une population de LT CD4 

CXCR5+CXCR3+PD-1lo 325 et des populations de DC myéloïdes particulières325,326.  

Dans une étude récente, les signatures Th associés aux LT CD4 spécifiques de patients « elite 

controllers » (<50 copies), « viremic controllers », autres patients particuliers capables de contrôler 

le virus mais de manière moins importante (entre 50 et 5000 copies) et des patients progressant 

vers la maladie (>5000 copies) ont été comparées. Les LT CD4 spécifiques des patients « elite 

controllers » sont associés à un enrichissement de la signature Th22 et Th17. A l’inverse, plus la 

virémie est importante chez les patients plus la signature associée aux Tfh est enrichie dans LT 

CD4 spécifiques du VIH311.  

 

II.5.b Les Tfh chez les « elite neutralizers » 

 

Les anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs) sont un des grands espoirs actuels pour une 

thérapie contre le VIH, notamment pour le développement d’un vaccin. Ces anticorps se 

développent chez 20% des individus infectés, avec un délai d’apparition compris entre 2 et 4 ans. 

Les bNAbs sont des anticorps hypermutés, avec un nombre de mutations somatiques 10 fois plus 

important que les anticorps produits par les LB dans les réponses vaccinales classiques chez 

l’Homme. Malheureusement, la présence de bNAbs n’est pas corrélée à une évolution favorable 

chez les patients les développant. En effet, les bNAbs ne permettent pas la neutralisation des 

souches autologues mais sont capables de neutraliser 70% d’isolats viraux hétérologues. L’équipe 

de Michel de Nussenzweig à New York a clairement démontré le potentiel prophylactique et 

préventif de ces anticorps327. Une seule injection d’une infusion de bNAbs prévient l’infection chez 

des primates non humains chez lesquels le virus est inoculé toutes les semaines328. La découverte 

de ces bNAbs a prouvé qu’un vaccin préventif contre le VIH est possible et arriver à induire leur 

génération est l’un des enjeux majeurs de la vaccination. Des spécificités biologiques sont donc 

recherchées sur les Tfh des patients capables de générer ces anticorps neutralisants. Si ces anticorps 

sont principalement étudiés pour leur capacité de neutralisation, supprimer la partie Fc de ces 

bNAbs conduit à une réduction de l’efficacité thérapeutique, laissant penser que des propriétés 

fonctionnelles autres que la neutralisation peuvent être associées à ces anticorps329. 

 

Le maintien de l’abondance de LT CD4 CXCR5+ et des LB durant la première année d’infection 

corrèle avec le score de neutralisation des anticorps générés durant la phase chronique de 

l’infection330. Par ailleurs, des sous-populations Tfh sont associées à la neutralisation du virus. Par 

exemple, la fréquence de LT CD4 CXCR5+CXCR3- est plus importante dans le sang des individus 
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générant des bNAbs331. De la même manière, la fréquence de LT CD4 CXCR5+PD-1+ du sang est 

corrélée avec la capacité de neutralisation observée chez les patients infectés330. L’activité des GC, 

évaluée par la concentration de CXCL13 mesurée dans le sang332, est plus importante chez les 

individus infectés qui développent des bNAbs comparée à celle des patients qui n’en développent 

pas330,332. Des stratégies vaccinales consistant à délivrer de manière continue l’antigène à l’aide de 

pompes osmotiques sont actuellement envisagées pour la génération de ces anticorps333 de façon à 

maintenir dans la durée l’activation du GC et permettre ainsi de générer un taux de mutations 

somatiques similaire à celui des bNAbs.  

 

En conclusion de cette deuxième partie, le rôle des Tfh dans l’infection par le VIH est ambivalent. 

D’une part et chez la majorité des patients, l’accumulation de Tfh dysfonctionnels contribue 

vraisemblablement aux réponses anormales observées chez les patients. Cependant, les processus 

sous-jacents à cette accumulation de Tfh dysfonctionnels sont encore peu compris dans le contexte 

infectieux. Dans ce contexte, où l’environnement lymphoïde est fortement impacté, la 

considération des différentes voies de générations de Tfh apparaît particulièrement pertinente 

(Figure 15). D’autre part, et chez de rares patients, les Tfh sont un des marqueurs immunologiques 

d’une réponse efficace contre le virus. Ainsi, mieux comprendre la génération des Tfh en contexte 

infectieux offrirait de nouvelles perspectives pour le développement d’outils thérapeutiques.  
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L’introduction a permis de souligner que le développement et la fonction des Tfh s’appuient sur 

une succession de signaux cellulaires et moléculaires dans les tissus lymphoïdes. Au sein de ce 

compartiment cellulaire, une hétérogénéité phénotypique est rapportée et les processus biologiques 

y conduisant demeurent peu connus. Cette hétérogénéité pourrait résulter d’engagements 

différentiels de LT CD4 naïfs mais également d’une plasticité des LT CD4 mémoires. Notre 

hypothèse est que les LT CD4 mémoires pourraient contribuer à la génération de Tfh et participer 

à l’hétérogénéité des réponses Tfh observées en conditions physiologiques et pathologiques. Cette 

hypothèse apparaît particulièrement pertinente dans des contextes de persistance antigénique où 

l’environnement lymphoïde est fortement altéré. C’est le cas de l’infection par le VIH où les Tfh, 

qui présentent des altérations quantitatives et qualitatives, ont un rôle pathogénique.  

 

Le but de ma thèse a été de mieux caractériser les voies de génération des Tfh chez l’Homme dans 

un environnement lymphoïde soumis ou non à un contexte pathologique d’infection par le VIH.  

Mes objectifs ont été :  

1. De développer un modèle permettant d’étudier le développement des Tfh chez l’Homme. 

Nous avons développé un nouveau modèle de génération de Tfh in vitro à partir de cellules 

spléniques humaines. Cette approche conduit à la génération de Tfh fonctionnels dans un 

environnement cellulaire et moléculaire lymphoïde conservé.  

2. D’étudier le développement des Tfh, en considérant plusieurs voies de génération.  

Grâce au modèle mis au point, nous avons pu étudier la dynamique de LT CD4 naïfs et de 

populations LT CD4 mémoires stimulées et cultivées dans un environnement lymphoïde. Nous 

avons pu mettre en évidence que les LT CD4 naïfs ou mémoires contribuent à la génération de 

Tfh. De la contribution de différents sous-types de LT CD4 résulte une hétérogénéité 

phénotypique et fonctionnelle dans les Tfh générés.  

3. D’étudier les voies de génération des Tfh dans un contexte d’infection par le VIH.  

Tout d’abord, nous avons étudié l’expression de gènes relatifs au développement et à la fonction 

des Tfh dans les compartiments LT CD4 naïfs, mémoires et Tfh spléniques de patients 

chroniquement infectés. Cette analyse a permis de mettre en évidence des altérations dans 

l’expression génique de gènes relatifs aux Tfh dans tous les sous-types de LT CD4 étudiés. Un gain 

d’expression des gènes relatifs aux Tfh est observé dans les LT CD4 mémoires, suggérant qu’ils 
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pourraient s’orienter vers un profil Tfh dans le cadre de l’infection par le VIH. En parallèle, à l’aide 

du modèle développé, nous avons évalué la contribution des compartiments LT CD4 naïfs et 

mémoires à la génération de Tfh dans un contexte d’infection par le VIH. Nos résultats suggèrent 

une contribution différentielle des LT CD4 naïfs et mémoires à la génération de Tfh dans le 

contexte de l’infection VIH. 
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Collection de rate et PBMC d’individus sains. Les fragments de tissus spléniques sont issus de 

donneurs sains (n=14). Le consentement éclairé et les protocoles ont été approuvés par l’agence 

de Biomédecine. Les échantillons spléniques inclus dans notre étude ont été collectés en suivant 

les directives éthiques nationales réglementant l'utilisation des tissus humains. Les PBMC (pour 

peripheral blood mononuclear cells) ont été obtenus de l’Etablissement Français du Sang.  

 

Collection de rates de patients chroniquement infectés. Les rates ont été obtenues à partir de 

patients nécessitant une splénectomie. Tous les échantillons inclus dans ces travaux ont été 

collectés en suivant les directives éthiques nationales régulant l’utilisation des tissus humains, 

décrites précédemment334,335.  

 

Cultures de tissus spléniques. Les fragments ont été obtenus à partir de coupes avec un scalpel 

et déposés sur une matrice de collagène (Gelfoam, Pfizer) imbibée du milieu RPMI (Thermo 

Fischer Scientific) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF), de la L-Glutamine à 2 

mM, de la penicilline à 2 unités/ml et 1 mg/ml de streptomycine (RPMI complet). Pour l’autre 

protocole testé, les fragments spléniques ont été coupés à l’aide d’un vibratome (Leica) après 

enrobage dans du gel gélifiant à faible température (4°C, Sigma Aldrich). Les coupes de 400 um 

obtenues ont été déposées dans des inserts organotypiques (PTFE, MERCK Millipore) mis dans 

un puit de plaque 6 puis contenant 1 ml de RPMI complet. Le maillage de l’insert est en contact 

avec le milieu et la coupe n’est pas recouverte de milieu (interface Air-liquide). Les cultures ont 

ensuite été mises pendant plusieurs jours à 37°C avec 5% de CO2.  

 

Polarisation des LT CD4 en Tfh par les DC. Avant chaque manipulation, les échantillons 

(PBMC ou splénocytes) ont été lavés deux fois en RPMI complet après décongélation. Les cellules 

ont ensuite été resuspendues pendant 2 heures minimum dans du RPMI complet à 37°C contenant 

de la DNase (10 ng / ml, Sigma Aldrich). Les moDC (PBMC et rate) ont été obtenues après tri 

positif des monocytes avec des billes CD14 (BD, bioscience) puis différentiation pendant 4 jours 

en GM-CSF (20 ng / ml) et IL-4 (2 ng / ml) (Premium Grade, Miltenyi). Pour l’obtention de cDC2 

(BDCA-1+) (rate), un enrichissement en DC a été réalisé (Pan-DC enrichment Kit, human) puis les 

cDC2 ont été triées via leur expression de BDCA1 par BD FACSARIA II (BD, Bioscience).  20 000 

LT CD4 naïfs autologues ont été co-cultivés avec 5000 DC (PBMC ou rate) (ratio 4 : 1) pendant 

3, 4, 5 et 6 jours dans du RPMI complet contenant du CytoStim (Miltenyi) et des cytokines 
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polarisantes : IL-7 (4 ng/ml) , Il-12 (5 ng/ml) et Activine A (100 ng/ml) (Miltenyi, Premium 

Grade).  

 

Co-culture de LT et LB. Les différents sous-types LT CD4 ex vivo (naïfs, mémoires ou Tfh) ont 

été obtenus après 3 jours de culture (Tfh ou CXCR5-PD-1+) ont été triés par BD FACSARIA II 

(pureté supérieur à 95%) et cultivés avec des LB naïfs (CD19+CD27-IgD+) ou LB mémoires 

(CD19+CD27+IgD-) autologues pendant 7 jours dans du milieu conditionné (½ de milieu issu de 

la culture de splénocytes à 3 jours et ½  de RPMI complet) avec du CytoStim (Miltenyi). A 7 jours 

de culture, la maturation des LB en plasmocytes a été évalué par l’expression de CD38 et CD27. 

Les immunoglobulines ont été mesurées à l’aide du antibody Isotyping 7-Plex Human 

ProcartaPlexTM Panel (Thermofischer).  

 

Culture de splénocytes. Avant chaque manipulation, les splénocytes ont été lavés deux fois en 

RPMI complet après décongélation. Les cellules ont ensuite été resuspendues pendant 2 heures 

minimum dans du RPMI complet à 37°C contenant de la DNase (10 ng / ml, Sigma Aldrich). Les 

splénocytes ont ensuite été lavés et stimulés pour 3 heures avec du CytoStim (Miltenyi) dans du 

RPMI complet à 37°C. Après centrifugation, les splénocytes sont resuspendus dans du milieu 

polarisant consistant en du RPMI complet supplémenté en Activine A (100 ng/ml), IL-12 (5 

ng/ml) et IL-7 (4 ng/ml) (Miltenyi, Premium Grade). Les splénocytes ont ensuite été cultivés pour 

3 à 10 jours dans des plaques de cultures 24 puits (Dominique Dutscher) à la concentration de 2 

millions de splénocytes/1 ml /1 puit.  Pour les expériences de suivi des différents sous-types de 

LT CD4, ceux-ci triés par BD FACSARIA II (BD Bioscience). Les LT CD4 ont ensuite été 

marqués avec du Cell Trace Violet (CTV) (Thermo Fischer Scientific) pendant 20 minutes à 37°C 

et remis dans la fraction négative du tri conservé. Ensuite le même protocole de culture a été 

appliqué.  

 

Cytométrie de flux et tri cellulaire. La viabilité cellulaire a été évaluée de manière systématique 

dans les marquages réalisés dans ces travaux. Pour discriminer les cellules vivantes des cellules 

mortes, les cellules ont été marquées en PBS 1X avec du Viobility à température ambiante 

(Miltenyi). Après 2 lavages en PBS 1X, les marquages membranaires pour les récepteurs aux 

chimiokines ont été réalisés en PBS 1X 5% SVF à 4°C pendant 10 minutes. Après 1 lavage en PBS 

1X 5% SVF, les cellules ont été mises pendant 20 minutes avec le mix des anticorps membranaires. 

Pour le marquage intracellulaire des facteurs de transcription, les cellules ont été perméabilisées et 

fixées avec le Foxp3 Fixation/Permeabilization kit (BD Bioscience) selon les instructions du 
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fournisseur. Pour le marquage intracellulaire des cytokines, les cellules ont été stimulées pour 6 

heures à 37°C avec de la phorbo 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma Aldrich 1µg/ml), avec ajout 

de brefeldine A après 1 heure d’incubation (BFA, Sigma Aldrich, 5 µg/ml). Après marquage 

membranaire les cellules ont été fixées avec le Cytofix/Cytoperm kit (BD Bioscience). Les cellules 

ont été analysées avec un LSR Fortessa Cell Analyzer (BD Bioscience) ou un CytoFLEX (Beckman 

Coulter). Pour les tris, un BD FACSAria II (BD Bioscience) a été utilisé. 

 

Cytométrie de masse. Tous les anticorps utilisés pour la cytométrie de masse, dont certains 

couplés manuellement à l’aide des Maxpar X8 Antibody Labeling Kit (Fluidigm) sont listés dans la 

Table 2. Pour chaque marquage, 3 millions de cellules ont été utilisées. La viabilité cellulaire a été 

évaluée avec du Ciplatin Cell-IDTM (Fluidigm) en RPMI 1640 pendant 5 minutes à température 

ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées avec du RPMI. Afin d’éviter un marquage aspécifique, 

une saturation des récepteurs aux fractions Fc des anticorps a été réalisée par incubation des cellules 

avec du Fc Block (Miltenyi) pendant 15 minutes à température ambiante. Après lavage en PBS 1X 

5% SVF, les anticorps dirigés contre les récepteurs aux chimiokines (CXCR5, CXCR3, CXCR4, 

CCR5, CCR6, CCR7) ont été mis sur les cellules (en PBS 1X 5% SVF) avant ajout des anticorps 

dirigés contre des marqueurs membranaires (CD45, CD56, CD19, CD11b, CD8, CD4, CD45RA, 

CD62L, CD45RO, Tim-3, PD-1, CD25, Fas, HLADR, ICOS, Ox40, CD28, BTLA, CD57, CD127, 

CD27, IL-1R1, IL-1R2) et incubation pendant 30 minutes supplémentaires. Après le marquage 

membranaire et lavage en PBS 1X 5% SVF, les cellules ont été fixées dans du PBS 1X contenant 

2%  de paraformaldéhyde (PFA) (à partir d’ampoule 16%, Thermo Scientific) pendant 15 minutes. 

Après lavage en PBS 1X 5% SVF et élimination du surnageant, les cellules ont été resuspendues 

dans le volume résiduel et mises sur glace pendant 10 minutes. Un ml de méthanol (Sigma Aldrich) 

préalablement refroidi à 20°C a ensuite été mis sur les cellules, incubées 10 minutes sur glace. Après 

lavage en PBS 1X 5% SVF, les anticorps dirigés contre les marqueurs intracellulaires (Foxp3, 

SH2D1a/SAP, CD40L, Ki67, CTLA4) sont mis sur les cellules pendant 60 minutes à température 

ambiante. Après 2 lavages en PBS 1X 5% SVF, l’ADN cellulaire a été marqué à l’aide de Cell-ID-

Intercalator-Ir-125 µM (Fluidigm) dilué au 4000ème dans du PBS 1X 2% PFA à 4°C pendant 24 

heures. Les échantillons ont ensuite été congelés à –80°C et décongelés à température ambiante 

avant acquisition, lavés 3 fois dans du PBS 1X et dans de l’eau puis dilués avec des billes Element 

EQ (Fluidigm) avant passage sur Helios (Fluidigm, plateforme de Cytométrie de la Pitié-

Salpêtrière). Les profils phénotypiques ont été représentés en utilisant l’algorithme UMAP336.  
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Label Target Clone Providers 

89Y CD45 HI30 Fluidigm 

141Pr CD196 (CCR6) 11A9 Fluidigm 

142Nd CD19 HIB19 Fluidigm 

143Nd CD45RA HI100 Fluidigm 

144Nd CD38 HIT2 Fluidigm 

145Nd CD4 RPA-T4 Fluidigm 

146Nd CD8a RPA-T8 Fluidigm 

147Sm CD195 (CCR5) REA245 (IgG1) Miltenyi 

148Nd CD197 (CCR7) REA546 Fluidigm 

149Sm CD25 (IL-2R) 2A3 Fluidigm 

150Nd CD272 (BTLA) Polyclonal (IgG) RnD system 

151Eu CD278/ICOS C398.4A Fluidigm 

152Sm CD95/Fas DX2 Fluidigm 

153Er Tim-3 F38- 2E2  Fluidigm 

154Sm IL1R1 Polyclonal (IgG) RnD system 

155Gd CD279 (PD-1) EH12.2H7 Fluidigm 

156Gd CD183 (CXCR3) G025H7 Fluidigm 

158Gd CD134 (OX40) ACT35 Fluidigm 

159Tb FoxP3 259D/C7 Fluidigm 

160Gd CD28 CD28.2 Fluidigm 

161Dy IL6Ralpha REA291 Miltenyi 

162Dy CD27 L128 Fluidigm 

163Dy CD57 HCD57  Fluidigm 

164Dy CD45RO UCHL1 Fluidigm 

165Ho CD127 (IL-7Ra) A019D5 Fluidigm 

166Er IL1R2 34141 RnDsystems 

167Er SH2D1a 782702 RnDsystems 

168Er CD154 (CD40L) 24-31 Fluidigm 

170Er CD152 (CTLA-4) 14D3 Fluidigm 

171Yb CD185 (CXCR5) RF8B2 Fluidigm 

172Yb Ki-67 B56 Fluidigm 

173Yb HLA-DR L243 Fluidigm 

174Yb CD56 (NCAM) REA196 (IgG1) Miltenyi 

175Lu CD184 (CXCR4) 12G5 Fluidigm 

176Yb CD62L (L-selectin) REA615 Miltenyi 

209Bi CD11b (Mac-1) ICRF44 Fluidigm 

 

Déja couplé par le fournisseur. 

Couplé manuellement.  
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Étude transcriptomique : Séquençage ARN haut débit. L’ARN total a été isolé à l’aide du 

RNeasy Mini Kit (Qiagen). L’intégrité de l’ARN a été évaluée par le système TapeStation (Agilent) 

et tous les RINe obtenus des échantillons analysés sont supérieurs à 8. Les ARN ont été séquencés 

par Illumina Novaseq (Illumina, 80 millions de reads d’une longueur de 100 paires de bases par 

échantillon). Les fragments séquencés ont été découpés pour évaluer la qualité avec Cutadapt337 et 

alignés en utilisant Salmon338 sur la référence Ensembl pour le trancriptome humain (version 

GRCh38). L’expression des gènes a été analysé grâce à DESeq2339. L’enrichissement fonctionnel a 

été réalisé en utilisant EnrichR340.  

 

Étude transcriptomique : Séquençage en cellules uniques à partir d’échantillons de 

patients infectés chroniquement infectés par le VIH. Les splénocytes de patients 

chroniquement infectés par le VIH non traités ont été triés à l’aide d’un FACSARIA II et 100 

cellules de chaque population (LT CD4 naïfs, mémoires, non GC et GC Tfh) ont été collectées. 

Le même protocole que réalisé dans le précédent article du laboratoire a été réalisé233, en utilisant 

PCR en temps réel développée par Fluidigm.  

 

Production virale de VIH. La souche virale VIHYu2b réplicative à tropisme CCR5 a été générée 

comme précédemment décrit 341 à partir d’une transfection de 293T à l’aide du Calcium Phosphate 

Transfection kit (Sigma Aldrich). Les 293T ont été transfectées dans des flasques T75 (Sigma 

Aldrich) lorsque la confluence était de l’ordre de 60%. Les 293T ont été ensuite cultivées dans du 

DMEM (Thermo Fischer Scientific) 10% SVF, de la L-Glutamine à 2 mM, de la penicilline à 2 

unités/ml et 1 mg/ml de streptomycine. Les surnageants de culture ont été récupérés 3 fois toutes 

les 12 heures à compter de la transfection. Après centrifugation pour élimination des débris 

cellulaires ceux-ci ont été congelés à – 80°C.  

 

Infection par le VIH. Les splénocytes ont été exposés à la souche de laboratoire VIHYu2b   (de 

150 ng à 700 ng/ml) à 37°C pendant 3 heures après stimulation au CytoStim. Les infections ont 

été réalisées en présence de 4 µg/ml diéthylaminométhyle (DEAE) – dextran (Sigma Aldrich). 

Ensuite, les splénocytes ont été lavés 2 fois en RPMI complet avant d’être cultivés en milieu 

polarisant comme précédemment.  
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RÉSULTATS 
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I. Axe I : Mise au point d’un modèle d’étude pour la génération des Tfh 

 

Un des enjeux majeurs de ma thèse a été de développer des outils qui permettraient de mieux 

apprécier les processus impliqués dans la génération des Tfh chez l’Homme. Classiquement, l’étude 

cinétique des réponses Tfh humaines se fait grâce à l’étude quantitative et qualitative des LT CD4 

CXCR5+du sang du fait de la faible accessibilité aux Tfh dans les OLS. L’autre alternative est l’étude 

des réponses Tfh dans les tissus lymphoïdes de modèles animaux mais la prédiction de la 

physiologie, de la pathologie ou des réponses thérapeutiques chez ces modèles reste limitée, car des 

différences avec l’immunité de l’Homme existent. De fait, la compréhension des signaux modulant 

la génération des Tfh humains s’appuie majoritairement sur des modèles de co-cultures à partir de 

cellules isolées du sang, notamment les LT CD4 naïfs. Pour l’étude de la génération des Tfh, nous 

avons testé différentes stratégies qu’il m’apparaît pertinent d’exposer brièvement afin de mieux 

comprendre la démarche expérimentale qui a été la nôtre. 

 

I.1 Approches envisagées  

 

I.1.a Approche conservant l’intégrité de l’organe : Organoculture 

 

Comme souligné dans l’introduction de ces travaux, le développement des Tfh est étroitement 

contrôlé dans l’espace et le temps. L’idée de mettre au point un modèle permettant une 

conservation du micro-environnement tissulaire est donc particulièrement séduisante. Pour ce 

faire, nous nous sommes appuyés sur deux types de protocoles de culture d’organes.  

 

Le premier modèle s’inspire de travaux sur des cultures de fragments thymiques. La culture du 

thymus était initialement utilisée pour la transplantation dans le cadre de réponses LT 

dysfonctionnelles, comme dans le syndrome de DiGeorge où une hypoplasie du thymus est 

constatée342,343. Plus tardivement, les coupes de thymus ont représenté un outil robuste pour l’étude 

du développement des LT344–348, notamment les sélections positives et négatives. En plus de 

maintenir l’intégrité architecturale de l’organe, cette stratégie offre l’avantage de pouvoir suivre la 

migration des LT CD4 dans différentes régions thymiques345. Nous avons souhaité transposer cette 

approche à du tissu lymphoïde avec l’objectif de suivre la dynamique des LT CD4 dans 

l’environnement lymphoïde (Fig. 1 A). Après enrobage de fragments spléniques humains dans un 

gel d’agarose gélifiant à faible température, des coupes de tissus spléniques de 400 µm ont été 

obtenues (Fig. 1 B). La consistance particulière de la rate rend difficile sa coupe et un enrobage 
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facteurs impliqués dans la génération des Tfh, elles offrent l’avantage d’être plus faciles à mettre en 

œuvre et d’un meilleur contrôle de paramètres biologiques. 

 

I.1.b Approche récapitulant la voie de génération séquentielle de Tfh : Co-cultures 

 

La génération des Tfh dite séquentielle à partir de LT CD4 repose principalement sur l’interaction 

avec la DC et l’interaction avec le LB. Nous avons considéré une approche qui repose sur ces deux 

interactions séquentiellement, avec l’initiation de la mise en place du phénotype Tfh par la DC puis 

le dialogue entre le Tfh et le LB.  

 

I.1.b.i Co-culture pour l’induction d’un profil Tfh : DC – LT naïfs 

 

Pour la mise au point d’un modèle de co-culture récapitulant le dialogue du LT CD4 avec la DC, 

nous nous sommes inspirés du protocole de l’équipe de Shane Crotty, paru en 2016 qui désigne 

l’activine A (ActA) comme un facteur majeur de la polarisation des réponses LT CD4 vers un profil 

Tfh chez l’Homme113. Dans cette étude, des LT CD4 naïfs sont stimulés avec des billes CD3/CD28 

et cultivés dans un milieu contenant de l’IL-7, l’IL-12 et de l’activine A. Afin d’intégrer les signaux 

relatifs à la DC dans ce système, nous avons testé le même protocole en remplaçant le signal des 

billes CD3/CD28 par de moDC obtenues grâce à une isolation et différenciation des monocytes 

du sang du sang (CD14+). Après co-culture avec des LT CD4 naïfs pendant 4 jours en présence 

d’une molécule similaire à un superantigène (CytoStim) (Fig. 3 A), nous avons observé un effet 

potentialisant de la combinaison IL-12/ActA sur la génération de Tfh à partir de LT naïfs, puisque 

pour tous 4 donneurs testés, la fréquence de Tfh est plus importante avec ces deux cytokines (Fig. 

3 B). De la même façon, l’ajout de ces deux cytokines conduit à une expression d’ICOS plus intense 

(Fig. 3 C), indiquant une probable potentialisation de la fonctionnalité des Tfh.  

 













- 93 - 
 

I.2.b La réponse Tfh générée s’apparente à une réponse Tfh de type GC 

 

Afin de mieux caractériser les TfhJ3 générés dans ce système, nous les avons discriminés selon leur 

niveau d’expression de CXCR5 et de PD-1 comme cela est classiquement fait ex-vivo ou in situ dans 

les tissus lymphoïdes chez l’Homme ou les modèles animaux. La forte expression de CXCR5 et de 

PD-1 désigne les Tfh du GC (GC Tfh) alors qu’une plus faible expression désigne les Tfh non 

associés aux GC (non-GC Tfh)83,86,87. En utilisant cette stratégie (Fig. 8 A), la proportion de GC-

Tfh est trouvée significativement accrue après 3 jours de culture (25.47% ± 15.3), alors qu’elle est 

presque nulle dans les splénocytes ex-vivo (1.53% ± 1.4). En revanche, la proportion de non-GC 

Tfh ne varie pas et reste stable après stimulation et culture (Fig. 8 B). Afin d’évaluer les similarités 

des populations Tfh obtenues à 3 jours dans la culture aux populations Tfh des tissus lymphoïdes, 

nous avons évalué l’abondance de cellules sécrétrices d’IL-21 et d’IFNg. In vivo, la sécrétion d’IL-

21 est plus abondante dans les GC Tfh et la sécrétion d’IFNg plus abondante dans les non-GC Tfh 

dans des amygdales humaines177. Ces organes sont une bonne référence pour la définition d’une 

réponse Tfh suite à une activation antigénique dans l’environnement lymphoïde car ils sont 

constamment exposés à des antigènes des voies respiratoires. De fait, les GC Tfh sont 

particulièrement bien représentés dans ces organes  (@ 10%, données issues de la littérature178) en 

comparaison aux ganglions (@ 1%, données issues de la littérature178) et à la rate (@ 1,5%, données 

de notre laboratoire). De manière cohérente avec les profils Tfh décrits dans les amygdales, une 

fréquence significativement plus importante de cellules sécrétrices d’IL-21 est trouvée parmi les 

GC TfhJ3 alors que les cellules sécrétrices d’IFNg sont plus représentées parmi les non-GC TfhJ3 

(Fig. 8 B). Alors que les Tfhex-vivo ne témoignent d’aucune sécrétion d’IL-21 (Données non 

montrées), ces résultats indiquent la génération d’une réponse Tfh relative à une activation dans 

l’environnement lymphoïde. La fréquence de cellules ICOS+ est significativement plus importante 

dans les deux populations TfhJ3 définies (non-GC TfhJ3 : 64%  ± 17.6 ; GC TfhJ3 63.5% ± 18.1) en 

comparaison aux cellules double négatives pour le CXCR5 et le PD-1 (26.1 % ± 20.1) (Fig. 8 D) 

et aux Tfhex-vivo (7.8% ± 6.9, données non montrées). De la même façon, l’expression de Bcl6 est 

significativement plus intense dans les TfhJ3 qu’ils soient associés au phénotype GC ou non GC en 

comparaison au LT CD4 CXCR5-PD-1- (Fig. 8 E).  

 

L’ensemble de ces données indique que la stimulation et la culture de cellules lymphoïdes en 

conditions polarisantes permet de générer une réponse Tfh de type GC. Confortant cette idée, la 

génération de GC TfhJ3 n’est pas obtenue à partir d’une culture de PBMC dans les même conditions 
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Les groupes cellulaires enrichis en GC TfhJ3 se caractérisent par une forte intensité d’expression de 

CXCR4, CD126 et Fas (Fig 15. C). Cette observation est cohérente avec les données de la 

littérature dans laquelle des GC Tfh issus d’amygdales présentent une co-expression de ces 3 

marqueurs353. Aussi, ceci renforce l’idée que la réponse Tfh que nous générons présente des 

similarités à celle observée suite à une activation dans les tissus lymphoïdes. De plus, la zone 

enrichie en GC TfhJ3 est associée à un phénotype mémoire (CD45RO), alors que la zone enrichie 

en non-GC TfhJ3 est associée à une plus forte expression de marqueurs associés à un phénotype 

LT CD4 naïf (CD45RA, CD62L) (Fig 15. D). Ceci suggère deux états de maturation Tfh à 3 jours 

d’une stimulation de splénocytes. 

 

L’intensité d’expression des molécules de co-stimulation est hétérogène dans les sous-groupes 

définis comme enrichis en non-GC et GC TfhJ3. Seules les expressions de BTLA et de CD28 sont 

homogènes, d’intensités modérées dans les sous-groupes cellulaires associés aux non-GC TfhJ3. 

Pour les autres molécules de co-stimulation (ICOS, CD40L, OX40, CD27) des disparités 

d’expression, allant de faible à forte, sont observées au sein des sous-groupes cellulaires associés 

aux non-GC et GC TfhJ3. Ces observations révèlent une hétérogénéité phénotypique au sein des 

populations Tfh étudiées. Aucune co-expression entre les différentes molécules de co-stimulation 

n’est trouvée. Cela indique que les combinaisons d’expression des molécules de co-stimulation au 

sein des TfhJ3 obtenus sont diverses. 

 

L’expression des marqueurs d’activation et de prolifération ki67, CD38, HLADR, CD127 est 

relativement homogène dans la zone associée aux non-GC TfhJ3, avec une intensité modérée 

jusqu’à forte. En revanche, les intensités d’expression des marqueurs d’activation sont plus 

hétérogènes dans la zone associée aux GC TfhJ3, avec la présence de sous-groupes ayant des faibles 

expressions. La faible expression de ces marqueurs d’activation est partagée par les mêmes sous-

groupes de GC TfhJ3 (Fig 15. E), suggérant d’une population moins fortement activée au sein ce 

compartiment.  

 

Une hétérogénéité d’expression est retrouvée pour le CXCR3 avec un plus fort niveau d’expression 

pour les non-GC TfhJ3  alors que des sous-groupes cellulaires avec un faible niveau d’expression 

sont trouvés au sein des GC TfhJ3 (Fig 15. E).  

 

En résumé, les données obtenues avec la cytométrie de masse nous permettent de confirmer des 

états de maturation associés aux non-GC et GC TfhJ3 avec des marqueurs (CXCR4, IL-6R, CD95) 
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I.3 Conclusion de l’Axe I 

 

Le premier axe de ma thèse a consisté en la mise au point d’un modèle permettant de mimer au 

mieux une réponse Tfh au sein des tissus lymphoïdes lors d’une exposition antigénique. L’approche 

que nous avons retenue repose sur la stimulation et la culture de splénocytes totaux pendant 3 jours 

dans un milieu supplémenté avec un cocktail cytokinique connu pour orienter la réponse LT CD4 

vers une réponse Tfh. Ce protocole hautement reproductible permet de générer une réponse Tfh, 

qui se rapproche de celle relative aux tissus lymphoïdes humains lors d’une activation antigénique. 

Les deux états de maturation des Tfh y sont représentés, associés ou non au phénotype GC. En 

parallèle, l’analyse multiparamétrique par cytométrie de masse sur les populations Tfh obtenues a 

permis de mettre en évidence une hétérogénéité phénotypique. Dans ce modèle, les acteurs 

cellulaires et moléculaires lymphoïdes potentiellement impliqués dans la génération des Tfh sont 

conservés, comme les populations LT CD4 spléniques susceptibles d’y contribuer. Ainsi, j’ai pu 

répondre à mon deuxième objectif de thèse.  

 

II. Axe II : Étude des voies de génération des Tfh en conditions physiologiques 

 

II.1.a Contribution des LT CD4 naïfs et mémoires à la génération des Tfh 

 

Afin de comprendre la dynamique LT CD4 conduisant une réponse Tfh dans un environnement 

lymphoïde, nous avons développé un schéma expérimental permettant de tracer différents sous-

types de LT CD4. Nous avons divisé les LT CD4 en 3 grandes sous-populations spléniques : naïfs, 

mémoires non-Tfh et Tfh. Les LT CD4 mémoires ont été discriminés selon leur état d’activation, 

indexé via l’expression de PD-1. En effet, l’expression de PD-1 suit une stimulation TCR, en faisant 

un bon indicateur de l’historique de la stimulation antigénique de la cellule. Une fois les populations 

triées selon la stratégie exposée en Fig. 16 A, les cellules ont été marquées au CTV puis 

réintroduites dans la fraction négative du tri, afin de conserver des proportions cellulaires 

identiques et éviter des modifications de l’environnement lymphoïde. Le protocole promouvant la 

génération de Tfh précédemment décrit a été ensuite réalisé (Fig. 16 B).  

 

Nous avons, dans un premier temps, évalué la capacité des différents sous-types cellulaires à 

exprimer le CXCR5 et PD-1 après 3 jours de stimulation. De manière intéressante, des cellules 

positives pour le CXCR5 et le PD-1 sont obtenues à partir de tous les sous-types de LT CD4 tracés 

(Fig. 16 C et D). La capacité des différents sous-types de LT CD4 n’est en revanche pas identique 
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car une proportion significativement plus importante de cellules CXCR5+PD-1+ est obtenue à 

partir des memPD-1pos (44,7% ± 20,9) en comparaison aux memPD-1neg et LT CD4 naïfs 

(respectivement 19,4% ± 4,8 et 27,2% ± 10,42) (Fig. 16 C et D). Les Tfh présents avant la 

stimulation maintiennent leur phénotype après stimulation, car plus de 90% demeurent 

CXCR5+PD-1+. Tirant profit du CTV, nous avons par la suite analysé l’acquisition de l’expression 

de CXCR5 et PD-1 selon les divisions cellulaires de chaque sous-type de LT CD4. L’expression de 

CXCR5 et PD-1 par les populations LT CD4 naïfs et memPD-1- apparaît à la 2ème et 3ème division 

alors qu’elle apparaît dès la deuxième division pour la population memPD-1pos (Fig. 16 E). 

Couplées au rendement de TfhJ3 obtenus, ces données suggèrent que les memPD-1pos s’orientent 

de manière plus rapide vers un profil Tfh en comparaison aux autres populations LT CD4 tracées. 

Pour chaque sous-type de LT CD4, l’expression de Bcl6 est plus importante dans les TfhJ3 qui en 

dérivent en comparaison aux cellules (CXCR5-PD-1+ et CXCR5-PD-1-) issues du même sous-type 

(Fig. 16 F). Cette observation suppose l’établissement d’une signature transcriptionnelle relative 

aux Tfh dans les différents TfhJ3 générés.  

 

Afin d’étudier les spécificités transcriptionnelles de chacune des transitions vers le profil TfhD3, 

nous avons réalisé un séquençage ARN sur les TfhJ3 et les populations ex-vivo dont ils sont issus. 

Parmi chacune des populations LT CD4 étudiées, un grand nombre de gènes est différentiellement 

exprimés durant la transition du sous-type LT CD4 vers son profil TfhJ3 respectif : 3720 pour les 

Tfh, 3156 pour les memPD-1pos, 3186 pour les memPD-1- et 4297 pour les LT CD4 naïfs (Fig. 16 

G). Du fait de ces nombres importants, nous avons dans un premier temps déterminé à quel 

enrichissement fonctionnel correspondent ces variations d’expression génique. Utilisant différentes 

bases de données (EnrichR), les enrichissements de fonction majeurs sont associés à du cycle 

cellulaire (données non montrées), comme déjà décrit pour des LT CD4 stimulés via un signal 

TCR58. Par la suite, nous avons concentré notre analyse sur les gènes impliqués dans le 

développement et la fonction des Tfh parmi ces gènes différentiellement exprimés (Table I).  

 

Une augmentation de l’expression des facteurs de transcription IRF4 et ZBTB7 (codant pour 

Thpok) impliqués dans le développement des Tfh est trouvée pour tous les sous-types LT CD4 

dans leur transition vers le profil TfhJ3. Des souris déficientes en IRF4 témoignent d’un défaut de 

différentiation en Tfh 354 et le rôle de ZBTB7 (Thpok) pour la différenciation des Tfh a été montré 

récemment, dans une étude où des LT CD4 n’exprimant pas ce FT ne génèrent pas de Tfh 

(CXCR5+PD-1+)79. De manière intéressante, une expression plus importante de PRDM1 (codant 

pour Blimp-1) est également présente. Blimp-1 est associé à une inhibition de la mise en place d’un 
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phénotype Tfh72, et l’augmentation de son expression suggère ici la mise en place d’une balance 

d’expression de FT pour la mise en place du phénotype Tfh. Cette augmentation d’expression de 

Blimp-1 pourrait aussi être due à l’induction d’une population de Tfr, puisque l’expression de ce 

FT est importante pour le développement de ce sous-type cellulaire164. D’autres molécules comme 

STAT1, connue pour son implication dans la signalisation pro-Tfh355, TNFRS4 (Ox40), SLAMF1, 

CXCL13 impliqués dans la fonction des Tfh89,115 présentent une expression augmentée dans la 

transition des sous-types LT CD4 vers le profil TfhJ3. L’expression d’IL-2RA dont le signal est 

inhibiteur pour la génération de Tfh est augmentée, indiquant probablement la mise en place de 

contrôle dans la mise en place du phénotype Tfh. Renforçant l’idée d’une mise en place d’un 

programme transcriptionnel pro-Tfh, l’expression des FT inhibiteurs KLF2 et BACH2 est 

communément diminuée dans la transition des sous-types LT CD4 vers le profil TfhJ3. KLF2 a été 

décrit comme un FT inhibiteur majeur de la génération des Tfh81,106, dont l’action est inhibée par 

Bcl675. Une surexpression de BACH2 dans des Tfh murins conduit à une perte du phénotype Tfh 

et un maintien d’une expression faible est nécessaire pour le maintien d’un phénotype Tfh356. 

D’autres variations d’expressions géniques pro-Tfh ne sont pas partagées pour les transitions des 

LT CD4 vers un profil Tfh. La transition des LT CD4 naïfs, memPD-1- et memPD-1pos vers un 

profil TfhJ3 s’accompagne d’une augmentation de l’expression de E2A. L’expression de E2A est 

associée à la promotion de l’expression de CXCR5 dans la littérature357, et apparait de manière 

cohérente avec le gain de CXCR5 observé pour ces 3 populations en cytométrie de flux. D’autres 

facteurs de transcription sont exclusivement modulés dans la transition par un sous-type LT CD4 

vers le profil TfhJ3. C’est le cas de Bcl6 dont l’expression est significativement augmentée dans la 

transition memPD-1- vers TfhJ3 et de LEF-1 qui est exprimé dans la transition memPD-1pos vers 

TfhJ3. Une absence d’expression de LEF-1 conduit à des défauts dans le développement de Tfh358, 

montrant son importance pour l’établissement d’un profil Tfh. Pour finir, une baisse de 

l’expression du FT Prkd2 est observée pour les LT CD4 naïfs qui s’orientent vers un profil Tfh. 

Le rôle de Prdk2 dans l’inhibition de l’établissement d’un profil Tfh par les LT CD4 naïfs a été 

montré récemment80 dans la transition des LT CD4 naïfs vers le profil TfhJ3 dans un modèle murin. 

Parallèlement, une baisse de l’expression de CCR7 est également observée dans la transition vers 

un profil TfhJ3  pour les LT CD4 naïfs, comme rapporté à un niveau protéique dans les travaux de 

N. Haynes86.  

 

Ces observations indiquent que la mise en place d’un profil Tfh est possible dans des LT CD4 naïfs 

et mémoires soumis à un environnement lymphoïde. De plus, aucune modulation dans l’expression 

de FT associés à d’autres Th (Tbet, GATA-3, RORgt et Foxp3) n’est mise en évidence dans notre 
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stratégie de sélection indiquée en A. Les cellules ont été marquées au CTV puis réintroduites dans la fraction négative 

du tri. La stimulation et la culture ont ensuite été réalisées comme précédemment (C) Exemple de stratégie de sélection 

à 3 jours de culture des cellules CTV+ (haut) et analyse de l’expression de CXCR5 et PD-1 par les cellules marquées 

(bas). (D) Fréquence de cellules CXCR5+PD-1+ obtenues parmi les différentes populations de LT CD4 définies en A  

(E) Fréquence de cellules CXCR5+PD-1+ obtenues selon les divisions des différentes populations définies en A (F) 

Expression de Bcl6 par les cellules CXCR5+PD-1+ (ligne colorée), CXCR5-PD-1+ (noire) et CXCR5-PD-1- (gris) issues 

des différentes populations définies en A (G) Un séquençage d’ARN a été réalisé sur les populations LT CD4 ex vivo 

et les TfhJ3 respectifs générés après 3 jours de stimulation et culture de splénocytes avec des cytokines polarisantes (IL-

7, IL-12, Activine A). Les gènes différentiellement exprimés (DEGs) entre les TfhJ3 et la population LT CD4 ex-vivo 

relative ont été identifiés et 61 gènes connus pour leur rôle dans la biologie des Tfh ont été recherchés. Diagrammes 

de Venn représentant les DEGS partagés ou non, dont l’expression est augmentée ou diminuée dans la transition de 

chacune des populations LT CD4 ex-vivo vers leur profil Tfh-d3 respectif. Chaque point représente un donneur 

indépendant, n = 10. Test statistique de Wilcoxon, *p<0,05, **p<0,005, ***p <0,001 

 

 

 

 

II.1.b Effet de l’environnement polarisant pour l’induction de traits Tfh  

 

Il est important de considérer que l’orientation d’un LT CD4 dépend des caractères phénotypiques 

(récepteurs aux chimiokines, molécules de co-stimulation et FT) qu’il exprime à l’instant où il est 

exposé à un nouvel environnement biologique. Par conséquent, les réponses des différents sous-

types de LT CD4 aux cytokines polarisantes pourraient s’avérer distinctes. Afin d’investiguer cette 

question, nous avons tracé les différents sous-types LT CD4 dans des splénocytes cultivés dans un 

milieu supplémenté ou non en cytokines polarisantes.  

 

Pour tous les sous-types LT CD4, l’ajout des 3 cytokines dans la culture de splénocytes permet 

d’augmenter la fréquence de TfhJ3 obtenue. Un effet plus drastique de l’ajout des cytokines à la 

stimulation est cependant observé pour la génération de TfhJ3 à partir des LT CD4 naïfs et memPD-

1neg, avec un rendement plus que doublé (x 3,1 pour les LT CD4 naïfs, x 2,7 pour le memPD-1neg) 

Transcription Factors Functionnality

Regulation Positionning Activation Signaling

Enhancers Repressors Others
Cytokines/

Chimiokines
Co-stimulation

BCL6 PRDM1 FoxP3 IL21 ICOS IL1R1 CCR5 IL7R STAT1

BATF FOXO1 TBX21 CXCL13 CD28 IL2RA CXCR4 MKI67 STAT3

IRF4 KLF2 RORC IFNG CD40LG BTLA CCR6 CD38 STAT4

MAF PRKD2 GATA3 TNF CTLA4 PDCD1 CCR7 CD44 STAT5A

ZBTB7B (Thpok) BACH2 IL2 SH2D1A (SAP) IL1R2 CXCR3 CD69

TOX2 ID2 IL10 TNFRSF4 (Ox40) IL6R CXCR5

ASB2 IL13 CD27 FAS SELL

TCF3 (E2A) IL4 SLAMF1 S1PR1

TCF7 (TCF-1) TNFRSF18 (GITR)

LEF1

Table I : Gènes sélectionnés pour leur implication dans le développement et la fonction des Tfh.  
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(Fig. 17 A). Ces observations suggèrent d’une acquisition du CXCR5 et PD-1 majoritairement 

dépendante des cytokines pour les LT CD4 naïfs et memPD-1neg, et majoritairement dépendante 

du signal TCR, apporté ici par le CytoStim, pour les memPD-1pos. Ces résultats sont cohérents avec 

ceux précédemment obtenus montrant que l’acquisition du phénotype Tfh se fait plus précocement 

pour les memPD-1pos après stimulation en comparaison aux autres sous-types LT CD4. Excepté 

pour les TfhJ3 dérivées de LT CD4 naïfs, l’ajout des cytokines polarisantes permet une réduction 

des cellules qui sécrètent uniquement de l’IFNg, au profit des cellules IL-21 productrices en 

combinaison avec l’ IFNg ou non. La sécrétion d’IL-21 par les TfhJ3 est promue par le cocktail 

cytokinique quelle que soit leur origine (Fig. 17 B). Cet effet conservé est également observé pour 

l’expression d’ICOS (Fig. 17 C). L’effet des cytokines est plus drastique pour la potentialisation de 

l’expression d’ICOS par les TfhJ3 dérivés de Tfh (x 2,3) et memPD-1pos (x 1,8) en comparaison aux 

memPD-1neg (x 1,5) et LT CD4 naïfs (x 1,2). Ces résultats suggèrent qu’un même environnement 

lymphoïde permet d’induire sur différents sous-types de LT CD4 l’expression de caractères 

phénotypiques Tfh identiques. Plus particulièrement, ces données supportent l’idée selon laquelle 

la génération au sein des tissus lymphoïdes pourrait relever d’une plasticité cellulaire, dans un 

contexte de stimulation antigénique et cytokinique approprié.  
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Nous avons dans un premier temps comparé l’expression de CXCR5 entre les différents TfhJ3 

générés car celle-ci représente un bon indicateur de l’état de maturation des Tfh. L’expression de 

CXCR5 la plus intense est obtenue pour les TfhJ3 issus de Tfh alors que la plus faible est obtenue 

pour les TfhJ3 issus de LT CD4 naïfs. Ces données suggèrent que les Tfh présents dans la culture à 

J0 se sont orientés vers un phénotype GC, stade terminal de leur différenciation. Il est important 

de noter qu’une stimulation antigénique soutenue est nécessaire pour un passage d’un phénotype 

non-GC à GC96,98. A l’inverse, la plus faible expression de CXCR5 est observée sur les TfhJ3 issus 

de LT CD4 naïfs, reflétant probablement un engagement vers un profil pré-Tfh. L’intensité 

d’expression de CXCR5 des TfhJ3 dérivés de memPD-1pos est plus proche des TfhJ3 issus de Tfh en 

comparaison à celle des TfhJ3 dérivés de memPD-1neg plus proche de celle des TfhJ3 issus des LT 

CD4 naïfs (Fig. 18 A). 

 

Dans le but de questionner si ces différences d’expression de CXCR5 reflètent des phénotypes 

fonctionnels distincts, nous avons analysé les capacités de sécrétions cytokiniques des TfhJ3 générés. 

De manière cohérente, une sécrétion préférentielle d’IL-21 est associée aux TfhJ3 issus de Tfh alors 

que les TfhJ3 issus de LT CD4 naïfs sont préférentiellement associés à la sécrétion d’IFNg, 

suggérant que les deux statuts Tfh classiquement décrits allant du pré-Tfh au GC Tfh sont présents 

dans notre système. Les profils de sécrétion des TfhJ3 dérivés des LT CD4 mémoires sont 

intermédiaires, avec une plus grande similarité des TfhJ3 dérivés des memPD-1pos avec le phénotype 

Tfh plus mature (Fig. 18 B). L’expression de CXCR3 suit les mêmes variations que la sécrétion 

d’IFNg (Fig. 18 C), en accord avec la littérature où l’expression de ces deux marqueurs est associée, 

à un profil Th1. Dans la littérature, certaines études rapportent que la population Tfh exprimant 

CXCR3 est associée à une expression plus faible de CXCR5 et une expression plus forte d’ICOS 
185. De manière cohérente, la fréquence de cellules ICOS+ et CD40L+ est la plus importante parmi 

les TfhJ3 dérivant des LT CD4 naïfs, suivie des TfhJ3 dérivés des memPD-1neg, memPD-1pos et Tfh 

(Fig. 18 D et E). Cette proximité de phénotype entre les TfhJ3 dérivés de LT CD4 naïfs et de 

memPD-1neg et les TfhJ3 dérivés de memPD-1pos et de TfhJ3 est également observée pour l’intensité 

d’expression de CD28 (Fig. 18 F). En revanche, une fréquence plus faible de cellules OX40+ est 

observée dans les TfhJ3 dérivés de LT CD4 naïfs en comparaison aux autres populations de TfhJ3 

(Fig. 18 G). 

 

Ces données indiquent que l’orientation de différents sous-types de LT CD4 conduit à la génération 

de Tfh aux phénotypes fonctionnels distincts, que la cytométrie de masse nous avait précédemment 

permis d’appréhender.  
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Suite à ces observations, nous avons réalisé des co-cultures, avec des LB mémoires, de TfhJ3 et de 

leur sous-type LT CD4 d’origine respectif. Pour ces expériences, les LT CD4 mémoires ont été 

considérés comme un seul et même phénotype, sans la distinction via le PD-1, du fait de la rareté 

du matériel cellulaire (Fig. 18 H). L’orientation des LT CD4 naïfs vers un profil TfhJ3 s’accompagne 

d’un gain dans l’aide apportée à la maturation des LB CD19+ en plasmocytes CD27hiCD38hi, à la 

survie des LB et à la production d’immunoglobulines. En revanche, l’orientation des LT CD4 

mémoires vers un profil TfhJ3 s’accompagne uniquement d’un gain de survie mais la maturation 

des LB en plasmocyte CD27hiCD38hi est, quant à elle, inchangée. En effet, de manière intéressante, 

nos résultats montrent que les LT CD4 mémoires sont déjà capables à l’origine d’induire la 

différenciation de LB en plasmocyte. Pour finir, l’aide délivrée aux LB reste constante pour les Tfh 

avant ou après stimulation (Fig. 18 I). Ces résultats suggèrent que le gain de fonction Tfh (survie 

ou maturation) n’est pas identique selon l’origine du Tfh. Afin d’évaluer si les différences en 

phénotype fonctionnel observées sur les TfhJ3 par cytométrie de flux pouvaient résulter d’une aide 

différente délivrée aux LB, nous avons mesuré les concentrations de différents sous-types d’Ig dans 

les surnageants des co-cultures réalisées. Si nous n’avons pu dégager de variations significatives, 

une tendance à plus d’IgG1 produites avec des co-cultures réalisées avec TfhJ3 dérivés de LT CD4 

mémoires et Tfh en comparaison à des co-cultures réalisées avec des TfhJ3 issu de LT CD4 naïfs. 

A l’inverse, ces derniers sont associés à l’induction d’une production d’IgA plus intense (Fig. 18 J).  

 

En résumé, ces résultats indiquent que l’orientation de différents sous-types de LT CD4 vers un 

profil Tfh conduit à des phénotypes fonctionnels distincts, desquels pourraient résulter des 

réponses LB spécifiques.  
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populations LT CD4 (D) Fréquence des cellules ICOS+ parmi les TfhJ3 issus des différentes populations LT CD4 (E) 

Fréquence des cellules CD40L+ parmi les TfhJ3 issus des différentes populations LT CD4 (F) Intensité d’expression 

de CD28 sur  les TfhJ3 issus des différentes populations LT CD4 (G) Fréquence des cellules OX40L+ parmi les TfhJ3 

issus des différentes populations LT CD4 (H) Les populations LT CD4 ex-vivo et leur TfhJ3 relatif ont été triés et mis 

avec des LB mémoires pendant 7 jours. La maturation, le maintien et la production d’immunoglobulines ont été 

mesurés. (I) Fréquence de plasmocytes CD27hiCD38hi obtenus parmi les LB (CD19+), maintien des LB et 

concentration d’immunoglobulines totales produites après co-cultures avec les différents LT CD4. (J) Concentration 

d’IgG1 et IgA mesurée dans les surnageants de co-cultures de TfhJ3 avec des LB mémoires. Chaque point représente 

un donneur indépendant, n = 14. Test statistique de Wilcoxon, *p<0,05, **p<0,005, ***p <0,001. 

 

II.2 Conclusion de l’axe II 

 

Le suivi de la dynamique de plusieurs sous-types de LT CD4 dans un modèle reproduisant les 

différents stades de différenciation d’une réponse Tfh des tissus lymphoïdes nous a permis de 

mettre plusieurs voies possibles de génération de Tfh. En effet, nos résultats indiquent dans un 

environnement lymphoïde que l’expression des principaux marqueurs définissant un phénotype 

Tfh (CXCR5, PD-1, Bcl6, ICOS, CD28 et IL-21) est possible par les LT CD4 mémoires, en plus 

des LT CD4 naïfs. De plus, cette orientation vers un phénotype Tfh s’accompagne par la mise en 

place d’un programme transcriptionnel relatif à une orientation des réponses LT CD4 vers un profil 

Tfh, que ce soit dans les LT CD4 naïfs mais également dans les LT CD4 mémoires. Plus 

particulièrement, nos travaux suggèrent que la capacité de réorientation des LT CD4 mémoires 

vers un profil Tfh dépend de leur état d’activation. La repolarisation des LT CD4 mémoires activés 

vers un profil Tfh est plus rapide et est associée à un phénotype Tfh plus mature. Enfin, nos 

résultats indiquent que la diversité dans les phénotypes rapportée au sein de la réponse Tfh globale 

résulte de la contribution de différents sous-types de LT CD4. Cette diversité de phénotypes 

pourrait conduire à des réponses LB diverses.  

 

III. Axe III : Étude de l’impact de l’infection VIH sur la génération des Tfh 

 

III.1 Altérations de l’expression de gènes relatifs aux Tfh dans les LT CD4 naïfs et mémoires 

spléniques de patients chroniquement infectés par le VIH 

 

Suite aux observations précédentes, la question de savoir si les voies de génération des Tfh 

précédemment décrites sont différemment modulées dans un contexte pathologique est légitime. 

L’infection par le VIH est un contexte pathologique qui se prête particulièrement à l’étude de cette 

question. Notre équipe a précédemment rapporté une augmentation des non-GC et GC Tfh dans 
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les rates de patients chroniquement infectés par le VIH et non traités233. Cette augmentation 

apparaît dans un contexte où les acteurs tissulaires, cellulaires et moléculaires orientant la réponse 

LT CD4 vers une réponse Tfh sont altérés.  

 

Afin de mieux comprendre les processus biologiques liés à l’augmentation de Tfh chez les patients 

infectés chroniquement, nous avons dans un premier temps trié et analysé l’expression 96 gènes 

relatifs à la biologie des Tfh dans plusieurs sous-types de LT CD4 : naïfs, mémoires, non-GC et 

GC Tfh spléniques. Les variations d’expressions ont été mesurées par la technologie 

microfluidique, qui repose sur des PCR en temps réel sur cellule unique (Biomark, Fluidigm). Les 

4 sous-types de LT CD4 : naïfs, mémoires non-Tfh, Tfh et GC-Tfh ont été triés selon la stratégie 

de sélection présentée en Fig. 19 A. Une baisse dans l’expression de FT associés à une promotion 

d’un phénotype Tfh est observée, tels que IRF4 dans les non-GC Tfh et FOXO3 dans les GC Tfh, 

le rôle de ce dernier dans la promotion d’un phénotype Tfh ayant été montré récemment359. Un 

défaut partagé d’expression d’ICOS est observé dans les Tfh qu’ils soient associés au GC ou non 

chez les patients chroniquement infectés, supportant le défaut dans la fonction d’aide aux LB. 

L’expression d’autres facteurs de transcription associés à d’autres Th et à une inhibition du 

phénotype Tfh (ID2, RUNX3, Tbx21, FOXO1) est augmentée dans les non-GC et GC Tfh des 

patients. L’augmentation d’expression de FOXO1 est partagée avec les LT CD4 mémoires non-

Tfh alors que celles d’ID2 et de TBX21 sont partagées avec les LT CD4 naïfs. Le récepteur de 

localisation S1PR1 est plus fortement exprimé dans les Tfh des patients chroniquement infectés, 

alors qu’une diminution de l’expression de ce récepteur est nécessaire pour une génération de Tfh81. 

A l’inverse, l’expression de S1PR1 est diminuée dans les LT CD4 naïfs et mémoires, suggérant que 

ces sous-types pourraient s’orienter vers un profil Tfh. Confortant cette idée, des expressions plus 

fortes de Bcl6 et de MAF sont observées dans les LT CD4 mémoires chez les patients infectés. 

Ces variations d’expression apparaissent alors que certains axes de régulation pour le contrôle de 

l’établissement d’un phénotype Tfh tels que STAT5A104 sont moins exprimés. L’expression BTLA 

régulant négativement l’interaction des Tfh avec les LB148 est augmentée dans les Tfh et diminuée 

dans les LT CD4 mémoires de patients chroniquement (Fig. 19 B).  

 

Ces données suggèrent que si les Tfh sont associés à une perte d’identité et de fonction, les 

expressions de certaines molécules favorisant le développement et la fonction Tfh sont 

anormalement élevées dans les LT CD4 mémoires issus de patients infectés, posant la question de 

leur possible contribution à la génération des Tfh. 
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mise en place du programme transcriptionnel Tfh puisque ce gène est impliqué dans l’expression 

précoce de Bcl6358,360. De manière cohérente de nombreux FT impliqués dans l’établissement du 

phénotype Tfh sont différemment modulés dans l’infection. Une absence de baisse d’expression 

de BACH2 est présente pour les Tfh et les LT CD4 naïfs s’orientant vers le profil TfhJ3, s’ajoutant 

à celle de Prkd2 pour ces derniers. A l’inverse, une absence d’augmentation d’expression de 

nombreux FT impliqués dans le développement de Tfh est observée. C’est le cas ZBTB7B dans la 

transition des memPD-1neg et Tfh vers un profil TfhJ3. Dans leur processus d’orientation vers un 

profil TfhJ3, une absence d’augmentation de Bcl6 est observée pour les memPD-1neg, de MAF pour 

les LT CD4 naïfs. Toutes ces données suggèrent de défauts dans l’établissement d’un programme 

transcriptionnel Tfh dans un contexte d’infection par le VIH. De manière intéressante, une absence 

d’augmentation de l’expression de STAT5A et PRDM1, deux molécules associées à l’inhibition 

d’un phénotype Tfh, est observée dans l’orientation des memPD-1pos en condition infectieuse (Fig. 

21 B). Une absence d’augmentation pour des molécules de co-stimulation tels que Ox40 

(TNFRS4), CD28 est observée dans l’orientation de ces mêmes cellules vers un profil Tfh. Ces 

données montrent que le processus d’établissement d’un profil Tfh est qualitativement altéré dans 

les différents LT CD4 étudiés, suggérant que la génération des Tfh pourrait être quantitativement 

altérée. En traçant les population LT CD4, nous avons mis en évidence une augmentation 

significative de la fréquence des TfhJ3 dérivés de memPD-1neg dans le contexte infectieux (Fig. 21 

C). Bien que légère, cette augmentation sous-entend que l’infection par le VIHYu2b pourrait moduler 

sélectivement la génération de Tfh à partir de différents LT CD4. De plus, si des défauts dans la 

mise en place des programmes transcriptionnels relatifs aux Tfh dans les différents sous-types LT 

CD4 apparaissent, la fréquence de TfhJ3 générée à partir de ces populations n’est pas réduite. Ces 

observations sous-entendent d’une génération de TfhJ3 au profil incomplet.  

 

Comme les Tfh représentent un réservoir majeur de l’infection, nous avons ensuite évalué 

l’établissement d’infection productive dans les différents profils TfhJ3 générés. De manière 

intéressante, la fréquence de cellules p24+ est significativement plus importante parmi les TfhJ3 

générés à partir de memPD-1neg comparée à celle obtenue à partir de LT CD4 naïfs et memPD-1pos 

(Fig. 21 D). La transition des memPD-1neg vers un phénotype Tfh pourrait par conséquent s’avérer 

propice à l’établissement du réservoir viral, de manière plus importante que lors de l’orientation de 

LT CD4 naïfs et de memPD-1pos vers un profil Tfh. Toutes ces données suggèrent que l’infection 

par le VIHYu2b perturbe sélectivement la qualité, la quantité et l’établissement du réservoir dans la 

génération des Tfh suivant le sous-type LT CD4 précurseur.  
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spléniques (naïfs, mémoires et Tfh) de patients chroniquement infectés montre que l’expression de 

gènes relatifs au développement des Tfh est modulée dans les différents sous-types. Plus 

particulièrement, les LT CD4 mémoires témoignent d’une expression exacerbée de gènes 

classiquement impliqués dans une orientation vers un profil Tfh. Ces données suggèrent qu’un 

programme Tfh est engagé dans les LT CD4 mémoires spléniques de patients infectés. A l’inverse, 

les Tfh présentent une identité moins aboutie chez les patients infectés, avec une expression plus 

faible de molécules communément associées à au profil Tfh. En parallèle, nos résultats in vitro 

montrent que la transition des LT CD4, qu’ils soient naïfs ou mémoires, vers un profil Tfh est 

perturbée après exposition à une souche virale. En effet, le profil des Tfh obtenu sous infection 

est intermédiaire en comparaison à une génération de Tfh sans infection, avec des défauts 

d’expression de gènes à la transition vers un profil Tfh. Ces données obtenues à partir du modèle 

in vitro suggèrent que le profil Tfh généré sous infection par le VIH n’est pas abouti, de manière 

cohérente avec l’observation précédente chez les patients. Par conséquent, le contexte infectieux 

peut moduler les voies de génération suivant le LT CD4 étudié (naïfs et mémoires), de manière 

quantitative et qualitative. Cela ouvre de nouvelles perspectives pour l’étude de la causalité des 

variations quantitatives et qualitatives observées la génération des Tfh dans l’infection par le VIH. 

L’infection par le VIH pourrait favoriser l’orientation de LT CD4 mémoires vers un profil Tfh, 

tout en perturbant le programme transcriptionnel nécessaire à une transition vers ce profil. 
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ABSTRACT  

 

CD4+ T follicular helper cells (Tfh) promote B cell maturation and antibody production in 

secondary lymphoid organs. By using an innovative culture system based on Human splenocyte 

stimulation, we studied the dynamics of naïve and memory CD4+ T cells during the generation of 

a Tfh cell response. We find that both naïve and memory CD4+ T cells can acquire phenotypic and 

functional features of Tfh cells. Moreover, we show here that the transition of memory as well as 

naïve CD4+ T cell into Tfh cell profile is supported by the expression of pro-Tfh genes, including 

transcription factors known to orchestrate Tfh cell development. Regarding co-stimulatory 

molecules (ICOS, CD40L) and cytokine secretion (IL-21, IFNg), our data suggest that phenotypic 

heterogeneity of Tfh cells results from the contribution of both naïve and memory CD4+ T cells. 

Finally, we provide pieces of evidence that HIV infection differentially alters these newly identified 

pathways of Tfh cell generation. Such a diversity in pathways of Tfh cell generation offers a new 

framework for the understanding of Tfh cell response heterogeneity under physiological and 

pathological contexts.  
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INTRODUCTION 

 

Within germinal centers (GC), T follicular helper cells (Tfh) shape B cell responses by promoting 

the development of high-affinity antibodies, isotypic switch, and B cells maturation 1,2. Tfh cells are 

classically identified in secondary lymphoid organs (SLO) by the expression of CXCR5 and PD-1, 

which drive their positioning into SLO 3. To control B cell maturation and GC maintenance, Tfh 

cells express costimulatory molecules including CD40L, ICOS and secrete cytokines such as IL-21 

and IL-4 1. The establishment of Tfh phenotype is orchestrated by the transcription factor Bcl6 4. 

Until recently, Tfh cell generation was mostly considered as a sequential process where Tfh cells 

arise after naive CD4+ T cell priming by dendritic cell (DC) in the T cell zone and acquisition, in 

the B cell zone, of full effector function following cognate interactions with B cells. However, 

several in vitro experiments showed that memory CD4+ T cells can acquire Tfh cell features upon 

stimulation 5–7. Heterogeneous Tfh cell profiles might result from differential fates of naïve CD4+ 

T cells but also from cellular plasticity within other CD4+ T cell populations in lymphoid tissues. 

This is of particular interest regarding chronic diseases such as HIV infection, which is associated 

with architectural alterations of lymphoid tissues combined with CD4+ T cell exhaustion and 

depletion 8. However, we previously reported a paradoxical increase of dysfunctional Tfh cells in 

chronically HIV-infected patients 9. 

 

Addressing pathways of Tfh cell generation is difficult in humans. Assuming that lymphoid cell 

cooperation synegize to generate Tfh cells, we developed an original culture system based on 

splenocyte stimulation. Using this strategy, we get a strong Tfh cell-like reponse including both 

non-GC and GC Tfh cells, as opposed to the use of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 

which did not lead to generation of GC Tfh cells. Thanks to flow and mass cytometry combined 

with RNA sequencing, we found that naïve and memory CD4+ T cell subsets could differentiate 

towards a Tfh cell profile. Most importantly, the gain of Tfh cell phenotype by both naive and 

memory CD4+ T cell subsets was associated with specific transcriptional reprogramming. The 

reprogramming of various CD4+ T cell subsets leads to distinct phenotypes of Tfh cells, with 

differential expression of co-stimulatory molecules and cytokine secretions. Finally, we showed that 

in vitro HIV infection modulates the acquisition of Tfh cell profile by naive and memory CD4+ 

splenocytes subsets. Taken together our results indicate that the heterogeneity of Tfh cell responses 

likely reflects the differential contribution of several CD4+ T cell subsets to the Tfh cell pool. Our 

work provides a framework for the better understanding of human Tfh cell biology under 

physiological and pathogenic conditions. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

Antigen-experienced splenocytes lead to the generation of Tfh cells. We first compare 

antigenic-like stimulation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) with that of splenocytes. 

Cell suspensions from healthy donors were stimulated using CytoStim (Miltenyi) that acts as a 

super-antigen and allows activation of T cells through TCR. Cells were then cultured for 3 days 

with IL-7, IL-12 and Activin A (Fig. 1 A), described as enhancers of Tfh cell generation 10–13. For 

analysis, we discriminated Tfh cells on their amount of CXCR5 and PD-1 expression (Fig. 1 A), 

which reflects their anatomical localization in SLO and their level of maturation. As attested 

recently with histocytometry 3, GC Tfh express high level of CXCR5 and PD-1 while non-GC Tfh 

are associated with a lower expression of these markers 14,15. Regarding splenocyte culture, the 

proportion of CXCR5+PD-1+ Tfh cells was found doubled among CD4+
 T cells after 3 days 

(referred to as TfhD3
 hereafter) compared to ex-vivo splenocytes (referred to as Tfhex-vivo hereafter) 

(Fig. 1 A and B). More strikingly and in contrast to non-GC Tfh cells, GC Tfh cells greatly 

increased after antigen stimulation of splenocytes, while no such increment was obtained with 

PBMC stimulation (Fig. 1 B). Such an increase of GC Tfh cells strongly suggests that in vitro 

splenocytes stimulation reproduce a completed Tfh cell response occurring in an activated 

lymphoid environment, reminding the one of tonsils which are constantly exposed to antigens 14,16. 

Same observations were reported with the culture of cells from lymph nodes (not shown). Thus, 

the opportunity to interrogate Tfh cell biology appears more relevant with the stimulation of 

lymphoïd cells. As reported for GC Tfh cells and non-GC Tfh cells from tonsils 16, we found that 

GC TfhD3
 cells were preferentially associated with IL-21 secretion while their frequency was 

reduced among IFNg secreting cells (Fig. 1, C and D). Coherently, Bcl6 expression was much 

more intense in GC TfhD3
 cells and non-GC TfhD3 compared to non-Tfh cells (Fig. 1 E). No GC 

Tfh cells were generated without CytoStim showing that sustained TCR signal is needed (Fig. S1 

A and B)., as previously reported for the generation of GC Tfh cells 17 Of note, GC TfhD3 

generation was potentialized by polarizing cytokines as their frequency was increased by 5.5% with 

the cytokine cocktail (Fig. S1 A and B). Moreover, the addition of the cytokine cocktail was 

required to induce IL-21 and ICOS expressions (Fig. S1 C and D). Hence, we designed a 

reproducible (n = 14 donors) experimental protocol that supports the establishment of a completed 

Tfh cell response.  

To better characterize the phenotypic landscape of CD4+ T cells after splenocyte stimulation, we 

performed a deep immunophenotyping using mass cytometry with 27 different markers related to 

CD4+ T cell biology. A Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) representation 
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of the CD4+ T cells was performed. Using this representation, we defined two areas according to 

the intensity of CXCR5 expression (Fig. 1 F). We found that GC TfhD3 cells were associated with 

a high co-expression of CXCR4, CD126 (IL-6R) and Fas (CD95) (Fig. 1 G), coherently with works 

showing an enhanced expression of these markers in tonsillar GC Tfh 18. CXCR4 is involved with 

the positioning of Tfh cells in GC 19 while CD126 plays a role in the maintenance of GC Tfh cell 

phenotype by keeping IL-2 hyporesponsiveness in mice 20. Clusters enriched in GC TfhD3
  cells were 

associated with higher memory phenotype including the expression of CD45RO while clusters 

enriched in non-GC TfhD3 cells were associated with naïve phenotype displaying higher expression 

of CD45RA and CD62L (Fig. 1 H). We found that the expression levels of co-stimulatory 

molecules including CD40L, ICOS, CD28, OX40, BTLA and CD27 was variable in clusters 

enriched in non-GC TfhD3 and GC TfhD3 cell subsets (Fig. 1 I). Moreover, no overlap between 

expressions of costimulatory markers has been identified, suggesting a very diverse combination of 

phenotypes and functional heterogeneity. Regarding proliferation and activation markers, 

expression of KI67, CD38, HLADR, CD127 and CD25 was higher in clusters enriched in non-

GC TfhD3 compared to clusters enriched in GC TfhD3
 (Fig. 1 J). We also analysed the expression 

of CXCR3, usually associated to Th1 profile and thus to IFNg  production. Remarkably, the areas 

corresponding to GC TfhD3 cells displayed clusters with reduced expression of CXCR3, as 

compared to non GC Tfh (Fig. 1 K), supporting our flow cytometry results showing that IFNg 

producing cells are mostly related to non-GC TfhD3 (Fig. 1 C). Overall, the deep 

immunophenotyping showed differential combination of co-stimulatory and activation molecule 

expression within each GC TfhD3 and non-GC Tfh D3 cell subset.  

Finally, we questioned the capacity of GC TfhD3
 to promote maturation of CD27hiCD38hi 

 plasma 

cells. To this end, GC TfhD3 and CXCR5-PD-1+ CD4+ T cells were sorted and co-cultured with 

autologous CD19+ B cells. After 7 days, compared with activated CD4+CXCR5-PD-1+ cells, GC 

TfhD3 sustained more efficiently CD27hiCD38hi
  plasma cell differentiation (Fig. S1, E and F). 

Altogether, these data indicate that GC TfhD3 recapitulate phenotypically and functionally the 

features of bona fide Tfh cells. Thus, our experimental design appears suitable for the study of the 

dynamic of heterogenous Tfh cell responses consecutive to antigenic stimulation in lymphoid 

tissue.  

Naïve and memory CD4+ T cells take different developmental pathways to become Tfh 

cells. We optimized our experimental design to monitor the evolution of distinct CD4+ T cell 

subsets in the lymphoid environment. We followed the dynamic of naïve CD4+ T cells and memory 

non-Tfh cells, as CD4+ T cell subsets exhibit phenotypic plasticity in response to environmental 
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stimuli. PD-1+ memory CD4+
 T cells (memPD-1pos) were considered as activated cells while PD-1-

 

(memPD-1neg) were defined as non-activated cells. Finally, we also studied the fate of Tfh cells that 

are mainly composed of non-GC Tfh ex vivo (Fig. 2 A). Each CD4+
  T cell subset was isolated from 

whole splenocytes using flow cytometry, then labeled with trace violet (CTV) and re-incorporated 

into the negative fraction of splenocytes. Then, after splenocytes stimulation, we investigated the 

ability of the labeled CD4+ T cell subsets to express CXCR5 and PD-1 after 3 days of culture (n = 

10 donors). Tfhex-vivo cells were still positive for expression of CXCR5 and PD-1 after 3 days of 

culture (Fig. 2, C and D). Remarkably, 27% ± 10.4 of naïve CD4+ T cells became Tfh cells after 

3 days of culture. The proportion of TfhD3
 cells derived from memPD-1pos 

 cells was significantly 

higher (19.4% ± 4.8) than the one derived from memPD-1neg cells (44.7% ± 20.9) (Fig. 2, C and 

D). This suggests differential contribution of memory CD4+ T cell to the Tfh cell pool according 

to their activation status.  

 

Taking benefit of the CTV staining, we analyzed the expression of CXCR5 and PD-1 through the 

cell division cycles. First of all, the Tfh cells maintained their CXCR5 and PD-1 expression through 

all division cycles. Second, maximal percentage of TfhD3 cells was reached after only one division 

cycle for memPD1pos or Tfh cells, while three and two divisions were required for memPD1neg cells 

and naive CD4+ T cells, respectively (Fig. 2 E). These data demonstrate that TfhD3 generation 

results from the transtition of CD4+ T cells to Tfh cell profile and not from the outgrowth of a 

minor cell population. These findings are coherent with observations made in a murine model 

following specific antigenic stimulation in which acquisition of CXCR5 has been shown to be 

gradual through divisions of naïve CD4+ T cells 21. Moreover, whatever the CD4+ T cells subets, 

Bcl6 was more expressed in TfhD3 cells as compared to non-Tfh cells derived from the same origin 

(Fig. 2 F), suggesting the induction of a transcriptional program for Tfh cell differentiation in all 

CD4+ T cell subsets. 

 

To futher define whether Tfh cell phenotype acquisition was associated with a Tfh-related genic 

programming, we performed a transcriptomic analysis of ex-vivo isolated naïve, memory and Tfh 

CD4+ T cells and their TfhD3 respective cell counterparts (n = 2 donors) (Fig. 2 G). During the 

transition from each CD4+ T cell subset to its respective TfhD3 profile, numerous differentially 

expressed genes were identified : 3269 for Tfh cells, 3156 for memPD-1pos, 3186 for memPD-1neg 

and 4297 for naïve CD4+ T cells. Using gene set functional based on the KEGG and BioPlanet 

database, we found that major enriched pathways were associated with cell cycle, as reported for 

naïve and memory CD4+
 T cells stimulated with CD3/CD28 beads compared to their respective 
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unstimulated counterparts 22. We performed venn diagram representations to highlight overlap and 

specificities between sets of differentially expressed genes documented to be related to the Tfh cell 

biology (Table 1). A core of multiple genes involved in Tfh cell biology overlapped between the 

transition from ex-vivo CD4+ T cell subsets to their TfhD3 cell relatives. Molecules involved in Tfh 

cell signaling as STAT1 23, in Tfh cell function as TNFRSF4 (Ox40), SLAMF1, CXCL13 1 and in 

Tfh cell transcription program as IRF4 and ZBTB7 (encoding for Thpok) 24,25 were upregulated 

during the transition from ex-vivo CD4+ T cells to TfhD3 cells. Molecules associated with Tfh cell 

regulation PRDM1 and IL2RA 26,27 were also found upregulated, suggesting that establishment of 

Tfh cell program is concomitantly associated with expression of regulatory checkpoints. Additional 

Tfh cell transcription factors were exclusively upregulated for TfhD3 cells derived from naïve and 

memPD-1neg as MAF 28. Interestingly, Bcl6 was exclusively significantly upregulated in TfhD3 cells 

derived from memPD1neg cells. Regarding down-regulated genes, the transcription factors KLF2 

and BACH2, two inhibitors of Tfh cell development 4,29,30, were found downregulated in the 

transition from each ex-vivo CD4+ T cell subsets to TfhD3 cells. TfhD3 cells derived from naïve CD4+
 

T cells were associated with downregulation of PRKD2, which inhibits the transition from naïve 

CD4+ T cells to Tfh cells 31. CCR7 was downregulated in the transition from naïve CD4+
 T cells to 

TfhD3 cells, as previously reported 15. Downregulation of STAT4, involved in Tfh/Th1 

commitment, was shared between TfhD3 cells derived from memory and from naïve CD4+  T cells. 

In sum, each CD4+ T cell subset is characterized by its own “original” transcriptional program, 

suggesting that the heterogeneous but specific Tfh cell profiles observed in vitro and ex vivo could 

be driven by the related CD4+ T cell subset.  

 

Tfh cell origins sustain Tfh cell heterogeneity. To better characterize generated TfhD3 cells, we 

first analyzed the intensity of CXCR5 expression, that mirrors Tfh cell maturation from non-GC 

to GC status. The lowest MFI was found in TfhD3 cells deriving from naïve CD4+ T cells while the 

highest was obtained with TfhD3 cells deriving from Tfh cells (Fig. 3 A). These data are in 

accordance with previous mass cytometry results regarding memory and naïve markers (Fig. 1 I). 

Interestingly, Tfh cells derived from memory CD4+
 T cells expressed intermediate level of CXCR5 

(Fig. 3 A). To test whether the level of CXCR5 expression might relate to specific functional 

profiles, we analyzed IL-21 and IFNg secretion. Tfh D3
 cells deriving from naïve CD4+

 T cells were 

associated with more IFNg secretion while TfhD3 cell derived from Tfh cells were associated with 

abundant IL-21 secretion (Fig. 3 B). Cytokines secretion profile of TfhD3 derived from memPD-

1pos
  was closer to the one derived from Tfh cells while TfhD3 

 derived from memPD-1neg 
 harbor a 

cytokine secretion profile closer to the one derived from naïve CD4+ T cells. Coherently with study 
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showing that IFNg secretion is related to the CXCR3 expression in tonsillar Tfh cells 16, we found 

that CXCR3 expression by TfhD3 cells followed the same pattern of IFNg secretion (Fig. 3 C). 

This higher expression of Th1 makers by TfhD3 cells derived from naïve CD4+ T cells might reflect 

the hybrid Tfh/Th1 profile, described at early stage of Tfh cell differentiation 2. Regarding ICOS 

expression, TfhD3
 cells deriving from naïve CD4+ T and memPD-1neg cells were enriched in ICOS+

 

cells compared to TfhD3 cells derived from memPD-1pos and Tfh cells (Fig. 3 C). In mice, ICOS 

has been shown to be critical at early point for Tfh cell differentiation from a naïve CD4+ T cell 

commitment 32, which may explain this strong expression. We next evaluated expression of CD40L 

that is essential to the function of Tfh cells 1 and for which we had observed expression 

heterogeneity in Tfh cell clusters (Fig. 1 J). CD40L expression followed the ICOS expression 

pattern, suggesting that TfhD3 
 cells deriving from naïve CD4+ T and memPD-1neg cells provide 

more costimulatory signals than the ones derived from memPD-1pos and Tfh cells (Fig. 3 D and 

E). Overall our results suggest that the heterogeneous landscape of Tfh cells might result from the 

contribution of distinct naïve and memory CD4+ T cells to the global Tfh cell pool.  

 

We next evaluated the functionality of TfhD3 cells derived from the various CD4+ T cell subsets, 

focusing on B cell maturation, total immunoglobulin (Ig) production and B cell survival (Fig. 3 F). 

As compared to their naïve (ex-vivo) counterpart, TfhD3 cells derived from naïve CD4+
  T cells 

exhibited an increased capacity to provide signals required for B cell maturation and survival. 

Coherently with the increased frequency of CD27hiCD38 hi
  plasma cells, Ig production was found 

higher in co-culture with TfhD3 derived from naïve CD4+ T cells compared to their naïve couterpart 

(Fig. 3 G). TfhD3 cells derived from memPD-1neg and memPD-1pos CD4+
  T cells, that were grouped 

because of the limiting amount of memory cells available, were more efficient to help B cell survival 

than their precursors but did not promote higher B cell maturation and Ig production. Finally, 

TfhD3 derived from Tfh cells showed similar capacities to provide B-cell help as compared to ex-

vivo Tfh cells. Therefore, gain of B cell-help functions depend on the origin of Tfh cells. As TfhD3 

cells harbor phenotypic heterogeneous profiles, we hypothesized that distinct Tfh cell populations 

could promote distinct B cell responses. Thus, we measured Ig subtypes in the co-culture 

supernatant. Although we faced a great variability between donors (n = 9), we found that TfhD3 

cells derived from Tfh and memory CD4+ 
 T cells induced a slight increase of IgG1 production in 

comparison with TfhD3 cells derived from naïve CD4+ 
 T cells (4-5 fold increase). Conversely, TfhD3 

 

cells derived from naïve CD4+ 
 T cells were associated with the promotion of IgA production (1.8-

2.8 fold increase) (Fig. 3 H). Altogether, these data suggest that naïve and memory CD4+
  T cell 
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subsets contribute to the pool of Tfh cells resulting in the generation of heterogeneous Tfh 

functional profiles, that in turn, promote distinct B cell responses.  

 

HIV(-1) infection shapes Tfh cell differentiation. In the context of HIV infection, others and 

we showed an accumulation of dysfunctional Tfh cells in SLO from chronically infected patients9,33. 

Thus, we hypothesized that HIV infection provides a good model to assess whether and how the 

multiple pathways of Tfh generation are modulated in such infectious context. Stimulated 

splenocytes were exposed to HIV infection using a CCR5-tropic HIV-1 strain (HIVYu2b) (Fig. 4 

A). First, we assessed that our protocol led to HIVYu2b infection of splenocytes by analyzing p24 

expression (Fig. 4 B). Ranging from 0.15% to 2.97% of splenocytes were infected. p24+ cells were 

not detected in presence of reverse transcriptase inhibitor (not shown), indicating a productive 

infection. We then isolated the TfhD3 cells generated under HIVYu2b infection and compared their 

transcriptome to uninfected controls (n=2 donors). A multidimensional scaling representation of 

the transcriptome revealed that HIVYu2b exposure strongly impacts the genetic program driving the 

Tfh cell differentiation. TfhD3 cells generated under HIVYu2b infection showed an intermediate 

transcriptomic profile between ex-vivo CD4+ T cell subsets and TfhD3 uninfected controls (Fig. 4 

C). 990 genes were not upregulated in TfhD3
  cells derived from naive T cells upon HIVYu2b  infection 

compared to infection-free conditions (Fig. 4 D). An equivalent number of non-upregulated genes 

was found for other cell transitions from ex-vivo CD4+ T to TfhD3 status. These genes were exclusive 

to each transition pathway suggesting that HIVYu2b infection selectively impacts the transcriptional 

program depending on the TfhD3 cell precursor. Focusing on the expression of Tfh-related genes 

(Table I),we found that Tcf7, encoding for Tcf1 and involved in early induction of Bcl6 34,35, was 

downregulated under HIVYu2b infection in all CD4+ T cell transitions towards TfhD3 profile (Fig. 4 

D). During the transition from naïve CD4+ T cells to TfhD3
 profile under infection, we observed 

an absence of downregulation of PRDK2 and BACH2, two inhibitors of the Tfh cell program. 

Coherently, an absence of MAF upregulation was observed during the transition of naïve CD4+ T 

cells towards TfhD3 cells, whereas this factor is implicated in early Tfh cell commitment after 

immunization 28. Similarly, we found an absence of upregulation of Bcl6, PRDM1, ZBTB7B 

(Thpok) in TfhD3 cells derived from memPD-1neg cells under infection. These results suggest that 

TfhD3 cells derived from naïve CD4+ 
 T cells and memPD-1neg

 cells might harbor defective Tfh cell 

phenotype. Indeed, CD28, TNSFR4 (OX40) were not upregulated during the transition between 

memPD-1 pos cells and TfhD3
 cells (Fig. 4 D), which is in accordance with defective co-stimulatory 

functions reported on Tfh cells from chronically infected patients 9. Absence of immune 

checkpoint in Tfh cells favors the emergence of low affinity B cells 36, showing that a lack of control 
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could lead to abnormal B cell responses. Hence, PDC1 was downregulated on TfhD3 cells derived 

from memPD-1pos
 cells.  Moreover, STAT5A and PRDM1, key regulators Tfh cell development, 

were not upregulated under HIV infection in TfhD3
  derived from memPD-1pos cells. Overall, our 

transcriptional analysis showed that Tfh cell developmental program and functions are altered 

under of HIVYu2b infection, and that the effect of HIV infection on the TfhD3 populations varies 

depending on their precursors. However, we did not observe major impact of infection on global 

Tfh cell abundance as well as regarding their origin after stimulation (Fig. 4 E). Lastly, we looked 

at the infectious status of each TfhD3 cell and we found a preferential infection of Tfh cells derived 

from memPD-1neg cells (Fig. 4 F), suggesting that these cells could preferentially contribute to the 

HIV reservoir. Interestingly, only memPD-1neg cells were associated with upregulation of Bcl6 

during transition towards Tfh in the absence of HIV (Fig. 2 G).  Of note, Bcl6 expression was 

recently found to favor the maintenance of productive HIV infection 37. Altogether, these data 

suggest that quantitative and qualitative alterations observed in the Tfh cell compartment under 

HIV-1 infection could result from the differential impact of HIV infection on the various CD4+ 
 T 

cell subsets endowed with specific capacities to differentiate into Tfh cells and to sustain HIV 

reservoir. 

 

Conclusion. Integrating cellular and lymphoid molecular factors implicated in Tfh cell generation 

is challenging. We took advantage of antigen-experienced splenocytes for promoting Tfh cell 

responses which present similarities to those generated in vivo, as opposed to antigen-experienced 

PBMC. We showed that Tfh cell generation and heterogeneity rely on the origin of CD4+ T cells, 

naïve or memory. Interestingly, we found that the ability of activated memory CD4+ PD-1+ T cells 

to generate Tfh cells was higher in comparison with resting memory CD4+ PD-1- T cells, showing 

that the capacity to generate Tfh cells differs according to the cell activation status. Moreover, our 

data suggest that Tfh cell heterogeneity drives differential B cell responses, despite we could not 

compare the function of Tfh cells derived from resting or activated memory CD4+ T cells. 

Contribution of various CD4+ T cells might favor heterogeneity in Tfh cell responses which in 

turn, might confer an evolutionary advantage in order to promptly sustain and diversify B cell 

responses. Of note, naïve T cells were associated with the generation of Tfh cell harboring a less 

mature phenotype compared to the one derived from memory CD4+ T cells. This could be due to 

a delay in the acquisition of Tfh cell features and/or the requirement of complementary signals to 

fully differentiate into GC Tfh cells. Unfortunately, the following of CD4+ T cell differentiation at 

later time points was not compatible with our experimental design. To evaluate whether pathways 

of Tfh cell generation are modulated under pathological lymphoid context, we focused on HIV 
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infection where qualitative and quantitative alteration of Tfh cells are reported. We found that HIV 

infection selectively impacts Tfh cell transcriptional programs, without impacting the yield of Tfh 

cell generation. Once again, later time point analysis could reveal Tfh cell quantitative alterations. 

Our work offers a new perspective for the comprehension of human Tfh cell generation, 

particularly in the context of lymphoid tissue alterations consecutive to chronic antigenic 

stimulation such as HIV infection. 
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MATERIAL AND METHODS 

 

Spleen collection. Spleens were obtained from healthy donors (n = 14). Informed consent and 

protocols were approved by the Biomedicine Agency. Fresh whole blood samples from healthy 

donors were obtained from the Etablissement Francais du Sang. All spleen samples included in the 

study were collected following national ethical guidelines regulating the use of human tissues. 

 

Spleen processing and freezing. During delivery, splenic tissues were maintained at 15-22°C and 

RPMI 1640 (Thermo Fischer Scientific) supplemented with Penicillin-Streptomycin (100 U /ml, 

Thermo Fischer Scientific) was used as delivery medium.  Spleens were dilacerated mechanically in 

a culture dish containing RPMI with Penicillin-Streptomycin (100 U /ml, Thermo Fischer 

Scientific), filtrated on cell strainer (70 µm, Sigma Aldrich). After decantation, cell suspension was 

transferred in a 50 ml tube (Falcon) containing Pancoll (Pan Biotech) and centrifuged. Then, cells 

were washed twice with RPMI medium and frozen at -150°C in medium containing Foetal Bovine 

Serum (FBS) (Sigma Aldrich) containing 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma Aldrich). 

 

Splenocyte cultures. Cells were thawed and washed twice in pre-warm RPMI. Cells were 

resuspended in RPMI supplemented with 10% FBS ,  L-Glutamine 2 mM, penicillin 2 unit/ml, 1 

mg/ml streptomycin (Complete RPMI) and DNase (10 ng/ml, Sigma Aldrich) overnight. Cells 

were washed and stimulated for 3 hours with CytoStim (Miltenyi, 2µl/1million cells) in complete 

RPMI at 37°C. After centrifugation, cells were resuspended in polarizing medium consisting in 

completed RPMI supplemented with 100 ng/ml Activin A, 5 ng/ml IL-12, 4 ng/ml IL-7 (Miltenyi, 

premium grade). Splenocytes were cultured in 24 well plate (Domnique Dutscher) at the 

concentration of  2 millions cells/1 ml/1 well for 3 days. For cell tracking experiment, CD4+ T cell 

subsets of interest were sorted, using a BD FACSARIA II (BD bioscience).  Then, CD4+ T cells 

stained with cell trace violet (Thermo Fischer Scientific) during 20 min at 37°C and mixed back 

with the conserved fraction containing all the others cells. The same protocol as before was applied.  

 

Assessment of B cell help by T-B co-culture. CD4+ T cells of interest were isolated from ex-

vivo or stimulated splenocytes using a BD FACSAria II (BD bioscience), with a yield of purity over 

95%. Fresh autologuous total or memory B cells were sorted (CD19+CD27+IgD-). 20 000 CD4+ T 

cells and 20 000 B cells were co-culture for seven days in presence of CytoStim. Medium of culture 

was containing ½ medium from previous splenocyte stimulation and ½ complete RPMI. After 

seven days, maturation of B cells (CD27 and CD38) was assessed by  
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flow cytometry and immunoglobulin concentrations were determined using Luminex with the 

antibody Isotyping 7-Plex Human ProcartaPlexTM Panel (Thermofischer).  

 

HIV production. Replicative HIVYu2b lab strain (CCR5 tropic) was generated as previoulsy 

(Cardinaud et al., 2017) by transfection of 293T cells with Calcium Phosphate Transfection kit 

(Sigma Aldrich). After transfection, cells were cultured in DMEM (Thermo Fischer Scientific) 

supplemented with 10% FBS , L-Glutamine 2 mM, penicillin 2 unit/ml, 1 mg/ml streptomycine. 

Supernatant containing HIVYu2b were harvested 3 times every 12 hours from transfection. After 

centrifugation for removal of cellular debris, supernatants were filtered and then frozen at -80°C. 

The Gag-p24 content of all viral stocks was measured using an ELISA (PerkinElmer). 

 

HIV infection of splenocytes. After CytoStim stimulation during 3 hours, splenocytes were 

exposed to HIVYu2b at a concentration ranging from 150 to 700 ng/ml of p24 for 4 millions of 

splenocytes. Infections were done at 37°C for 3 hours in the presence of diethylaminomethyl 

(DEAE) – Dextran (Sigma Aldrich) at 4 ug /ml. Then, splenocytes were washed twice and then 

cultured for 3 days in polarizing medium as before.  

 

Staining for flow cytometry and cell sorting. Before flow cytometry and cell sorting, splenocytes 

were systematically stained for cell viability using Viobility Dye (Miltenyi). at room temperature for 

15 minutes. After two wash, splenocytes were stained in PBS 1X 5% FBS with antibody directed 

against chemokines receptor (CXCR5; CXCR3) (Miltenyi) for 10 minutes at 4°C. Splenocytes were 

washed and surface cell staining was performed (CD4, CD19, PD-1, ICOS) (Miltenyi). For 

detection of transcription factors (Bcl6), Foxp3 Fixation/Permeabilization kit (BD, bioscience) was 

used according to the manufacturer’s instructions. For intra-cellular cytokine detection, cells were 

stimulated for 6h at 37°C with phorbo 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma Aldrich 1ug/ml) and 

ionomycin (Sigma Aldrich, 1 ug/ml), brefeldin A was added after 1h of incubation (BFA, 5 ug/ml). 

Cells were fixed with the cytofix/cytoperm kit (BD bioscience) for detection of cytokines (IL-21, 

IFNg and CD40L)(Miltenyi). Cells were analyzed on an LSR Fortessa Cell Analyzer (BD 

bioscience) or a CytoFLEX (Beckman Coulter). For cell sorting, cells were sorted using a BD 

FACSAria II (BD bioscience). For cell sorting, buffer of staining (PBS 1X 5% FBS) was 

supplemented in DNase (Sigma Aldrich) and EDTA (Thermo Fischer Scientific).  

 

Mass cytometry profiling. Metal-conjugated antibodies are listed in Table II. Three million of 

cells per sample were stained. Cells viability was assessed by Cisplatin Cell-IDTM (Fluidigm). Cells 
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were washed with RPMI. Fc Block (Miltenyi) was diluted in staining buffer (SB) (PBS 1X, 5% FBS) 

and added to avoid unspecific staining, for 15 minutes at RT. After washing the cells, antibodies 

specific for chemokine markers (CXCR5, CXCR3, CXCR4, CCR5, CCR6, CCR7) were added in 

PBS 1X 5% FBS at room temperature for 15 minutes. Others membrane markers were next added 

(CD45, CD56, CD19, CD11b, CD8, CD4, CD45RA, CD62L, CD45RO, Tim-3, PD-1, CD25, Fas, 

HLADR ICOS, Ox40, CD28, BTLA, CD57, CD127, CD27, IL-1R1, IL-1R2) and splenocytes were 

incubated for 30 supplemental minutes at room temperature. After wash, splenocytes were fixed 

using PBS 1X containing 2% of paraformaldehyde (PFA) (Thermo Fischer Scientific) for 15 

minutes at room temperature. After wash in SB, cells were resuspended in residual volume and 

incubated for 10 minutes on ice. One ml of -20°C methanol (Sigma Aldrich) was added for 10 

minutes on ice. After wash, splenocytes were stained for intracellular markers (Foxp3, 

SH2D1a/SAP, CD40L, Ki67, CTLA4) for 60 minutes at room temperature. Then, splenocytes 

were washed and cellular DNA were stained with Cell-ID-Intercalatorr-Ir-125 µM (Fluidigm) 

diluted in PBS 1X 2% PFA for 24 hours at 4°C. Samples were next frozen at ) at -80°C and thawed 

before acquisition with Element EQ beads on Helios (Fluidigm) at the cytometry core facility of 

the Pitié-Salpêtrière.  

Mass cytometry profiles were represented using the UMAP algorithm 39 using default parameters. 

Cell clusters were identified using a k-means algorithm (k=50), and were represented using concave 

hulls.  

 

Label Target Clone Providers 

89Y CD45 HI30 Fluidigm 

141Pr CD196 (CCR6) 11A9 Fluidigm 

142Nd CD19 HIB19 Fluidigm 

143Nd CD45RA HI100 Fluidigm 

144Nd CD38 HIT2 Fluidigm 

145Nd CD4 RPA-T4 Fluidigm 

146Nd CD8a RPA-T8 Fluidigm 

147Sm CD195 (CCR5) REA245 (IgG1) Miltenyi 

148Nd CD197 (CCR7) REA546 Fluidigm 

149Sm CD25 (IL-2R) 2A3 Fluidigm 

150Nd CD272 (BTLA) Polyclonal (IgG) RnD system 

151Eu CD278/ICOS C398.4A Fluidigm 

152Sm CD95/Fas DX2 Fluidigm 

153Er Tim-3 F38- 2E2  Fluidigm 

154Sm IL1R1 Polyclonal (IgG) RnD system 

155Gd CD279 (PD-1) EH12.2H7 Fluidigm 
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156Gd CD183 (CXCR3) G025H7 Fluidigm 

158Gd CD134 (OX40) ACT35 Fluidigm 

159Tb FoxP3 259D/C7 Fluidigm 

160Gd CD28 CD28.2 Fluidigm 

161Dy IL6Ralpha REA291 Miltenyi 

162Dy CD27 L128 Fluidigm 

163Dy CD57 HCD57  Fluidigm 

164Dy CD45RO UCHL1 Fluidigm 

165Ho CD127 (IL-7Ra) A019D5 Fluidigm 

166Er IL1R2 34141 RnDsystems 

167Er SH2D1a 782702 RnDsystems 

168Er CD154 (CD40L) 24-31 Fluidigm 

170Er CD152 (CTLA-4) 14D3 Fluidigm 

171Yb CD185 (CXCR5) RF8B2 Fluidigm 

172Yb Ki-67 B56 Fluidigm 

173Yb HLA-DR L243 Fluidigm 

174Yb CD56 (NCAM) REA196 (IgG1) Miltenyi 

175Lu CD184 (CXCR4) 12G5 Fluidigm 

176Yb CD62L (L-selectin) REA615 Miltenyi 

209Bi CD11b (Mac-1) ICRF44 Fluidigm 

 

Table II : CyTOF antibody listing : Manually coupled using Maxpar X8 Antibody Labeling 

Kit (Fluidigm), Coupled by the manufacturers 

 

Transcriptomic profiling. Total RNA was purified using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). RNA 

integrity was assessed using TapeStation System (Agilent) and all RIN of analyzed samples were 

greater than 8. RNA was sequenced using Illumina Novaseq (Illumina, 80 millions reads per 

sample, length reads of 100 base pairs). Sequenced reads were trimmed for quality using Cutadapt 
40 and aligned using Salmon 41 on the Ensembl reference of the Human transcriptome (version 

GRCh38). Gene expressions were analyzed using DESeq2 42 Functional enrichment analyses were 

performed using EnrichR 43. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1 legend 

 

Figure 1 : Antigenic stimulation of Human splenic mononuclear cells induces 

heterogeneous Tfh cell subsets (A) Splenic mononuclear cells (splenocytes) and peripheral 

blood mononuclear cells were stimulated with CytoStim and cultured for 3 days in presence of 

cytokines (IL-7, IL-12, Activin A). Representative flow plots showing gating strategy allowing the 

identification of non-GC Tfh (CXCR5medPD-1med) and (CXCR5highPD-1high) GC Tfh among total 

Tfh (CXCR5+PD-1+) cells from ex-vivo splenocytes (left) and splenocytes cultured for 3 days (right) 

(B) Frequency of total Tfh cells, non-GC Tfh and GC Tfh cells among CD4+ T cells in ex-vivo and 

splenocytes cultured for 3 days (n=14), and GC Tfh cells among CD4+ T cells in PBMC cultured 

for 3 days (D) Representative flow plots showing IL-21 and IFNg production by non-GC TfhD3 

and GC TfhD3 cells 3 days after splenocyte stimulation (E) Frequency of IL-21 and/or IFNg  

positive cells within non-GC TfhD3 cells and GC TfhD3 cells (n=9) (F) Representative flow plots 

showing gating strategy for analysis of Bcl6 expression into CD4+ T cells in GC TfhD3, non-GC 

TfhD3 and CXCR5-PD-1- CD4+ non -TfhD3 cell subsets (G-L) Deep immunophenotyping was 

performed after 3 days of culture (n=4 independent donors). CD4+ T cell selection was based on 

the expression CD45, CD8, CD11c, CD56, CD19 and CD4. The Uniform Manifold 

Approximation and Projection (UMAP) algorithm was used to represent the whole set of CD4+ T 

cells in a multiparametric manner. A k-means algorithm was used to identify clusters of cells having 

similar phenotypes. UMAP plots showing the intensity of expression for selected markers of each 

cell (B-F) Each symbol represents an individual donor (n = 9-14). Wilcoxon matched-pairs test 

was performed, *p<0,05, **p<0,005, ***p <0,001.  

 

Figure 2 legend 

  

Figure 2 : Naïve and memory CD4+ T cells can differentiate towards a Tfh cell profile (A) 

Representative flow plots showing gating strategy for the definition of four CD4+ T cell subsets 

from ex-vivo splenocytes : (1) naïve CD4+ CD45 RA+ T cells, (2) memory CD4+ CD45 RA- PD-1- 

T cells (MemPD-1neg), (3) memory CD4+ CD45 RA- PD-1+ T cells ( MemPD-1pos) and (4) Tfh cells 

(B) A day 0, CD4+ T cell subsets were sorted according the gating strategy presented in (A). Isolated 

CD4 T cell subsets were stained with cell trace violet (CTV) and remix back to the negative cell 

fraction. Stimulation and culture next proceeded as previously described (C) Representative flow 
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plots showing CTV tracking for each stimulated CD4+ T cell subsets 3 days after antigenic 

stimulation (top), CXCR5 and PD-1 expression among CTV+ cells at day 3 (bottom) (D) 

Frequency of TfhD3 cells among CTV+ CD4+ T cells (E) Frequency of TfhD3 cells according to 

CTV+ CD4+ T cell division after stimulation (F) Representative histograms of Bcl6 expression for 

TfhD3 (colored line) compared to CXCR5-PD-1+ (black line) and CXCR5-PD-1- (grey line) derived 

from respective CD4+ T cell subsets naïve (blue), MemPD-1neg (turquoise blue), MemPD-1pos 

(green) and Tfh cells (orange) (G) RNA sequencing was performed on CD4+ T cell subsets (Day 

0) and the corresponding derived TfhD3 counterparts. Overlaps between expressions of genes 

specifically involved in Tfh cell biology during transition from ex-vivo CD4+ T cell subsets to TfhD3 

were studied using Venn diagramms (Table 1). (n=2) (D-E) Each symbol represents an individual 

donor (n = 10). Wilcoxon matched-pairs test was performed, *p<0,05, **p<0,005, ***p <0,001.  

 

Figure 3 legend 

 

Figure 3 : Tfh cell phenotype and B cell help associated functions depends of Tfh cell 

origin.(A) MFI of CXCR5 of TfhD3 cells derived from the different labeled CD4+ T cell subsets 

(Fig. 2 A) (n=9) (B) Gating strategy using flow cytometry and frequency of IL-21 and/or IFNg  

positive cells within TfhD3 cells at day 3 (right panel) (n=9) (C-E) Representative flow plots 

showing gating strategy for CXCR3, ICOS, and CD40L expression by TfhD3 cells (left panel) and 

frequency of CXCR3, ICOS, and CD40L positive cells among TfhD3 cells at day 3 (right panel) 

(n=5) (F) Ex-vivo cells or their respective TfhD3 counterparts obtained after 3 days of splenocyte 

culture are co-cultured with autologous B cells for 7 days. Box plot represent the frequency of 

CD27hiCD38hi plasma cells among CD19+ cells, the concentration of total immunoglobulins and 

the absolute number of alive B cells after co-culture (n = 8) (F) Quantification of IgG1, IgA and 

IgM in the co-cultures supernatants. (A-F) Each symbol represents an individual donor (n = 5 – 

9). (E) Wilcoxon matched-pairs test was performed, *p<0,05, **p<0,005, ***p <0,001.  

 

Figure 4 legend 

 

Figure 4 : HIV infection shapes Tfh cell differentiation and functions. (A) After stimulation 

and before culture with polarizing cytokines (IL-7, IL-12, Activin A), splenocytes were exposed to 

a HIV lab strain (Yu2b). (B) Representative flow plots showing gating strategy for analysis of p24+ 

cells among splenocytes after 3 days of culture with or without HIVYu2b. (C) Transcriptome 

profiling via RNA sequencing was realized on TfhD3 cell derived from distinct CD4+ T cell subsets 
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(naïves, memory and Tfh cells) without and with HIV (n = 2). Multidimensional scaling 

representation was performed to visualize similarities between different CD4+ T or TfhD3  cells 

population based on their whole transcriptomes (D) Differentially expressed genes were identified 

between Tfh cells and their counterpart. Venn diagrams representing overlap in genes expressions 

between the list of downregulated and upregulated genes, and genes related to Tfh-cell biology 

(Table I) were sought (E) Contribution of each CD4+ T cell subset to total Tfh cell generated after 

3 days of splenocyte culture (%). Data are plotted as mean percentage of contribution of each ex-

vivo CD4+ T cells subsets (1) naïve CD4+ T cells (2)(3) memPD-1neg/pos and (4) Tfh cells to total 

TfhD3  cells after splenocyte culture (n=4) (F) Representative flow plot showing gating stragy and 

.frequency of p24+ cells among TfhD3 cells derived from each CD4+ T cell subset (n = 7)(A-E) 

Each symbol represents an individual donor ( n = 4 – 7)(C) Paired student t-test was performed, 

*p<0,05, **p<0,01. (E) Wilcoxon matched-pairs test was performed, *p<0,05, **p<0,005, ***p 

<0,001.  

 

Supplemental Figure 1 

 

Supplemental Figure 1 : Lymphoid environment in polarizing conditions potentialize 

functional Tfh cell response (A) Representative flow plots showing CXCR5 and PD-1 

expression on CD4+ T cells splenocytes unstimulated or stimulated with CytoStim and then 

cultured or absence of polarizing medium (IL-7, IL-12, Activin A) for 3 days. (n = 5 – 12) (B) 

Frequency of GC TfhD3  cells among CD4+ T cells in conditions described in (C) (C-D) Frequency 

of IL-21 secreting cells (E) or ICOS+ cells among GC TfhD3 cells generated in presence or no of 

polarizing cytokines. (n = 9-12) (E) After 3 days of antigenic stimulation, GC TfhD3 and CXCR5-

PD-1+ CD4+ T cells were sorted and co-cultured with autologous CD19+ B cells for 7 days. 

Representative flow plots showing CD27 and CD38 expression on CD19+ cells after 7 days of 

culture. (F) Frequency of CD27 and CD38 positive cells among CD19+ cells (n = 9). Each symbol 

represents an individual sample from an independent donor. Wilcoxon matched-pairs test was 

performed, *p<0,05, **p<0,005, ***p <0,001.  

 

Table I 

 

Table I : Selected genes involved in Tfh cell biology. Based on literature, we reviewed several 

molecules which seminal role for Tfh cell development and function was shown. 
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Au sein des OLS, les Tfh sont hautement impliqués dans la mise en place de réponses LB efficaces. 

De fait, une meilleure compréhension des processus régissant leur génération est à fort potentiel 

scientifique et thérapeutique. Les aspects du développement des Tfh sont complexes car leur 

génération s’organise autour d’une multitude de signaux différents. Plus particulièrement, 

l’hétérogénéité phénotypique des réponses Tfh nous a conduit à penser que leur génération pouvait 

s’appuyer sur une plasticité cellulaire des LT CD4 mémoires. Cette hypothèse est particulièrement 

pertinente dans un contexte d’infection par le VIH, où les LT CD4 mémoires sont soumis à une 

persistance antigénique dans un environnement lymphoïde inflammé et altéré. Dans ce contexte, 

une accumulation inexpliquée de Tfh dysfonctionnels est observée dans les OLS des patients 

chroniquement infectés. Dans ce travail, nous nous sommes attachés à mieux comprendre les voies 

de génération des Tfh chez l’Homme, dans un contexte physiologique et pathologique d’infection 

par le VIH.  

 

Afin de répondre à cette problématique, nous avons développé un modèle d’étude inédit des 

réponses Tfh. Ce modèle repose sur la stimulation et la culture in vitro de cellules lymphoïdes 

humaines, plus particulièrement de splénocytes. Cette stimulation permet la génération de Tfh dont 

le phénotype se rapproche de celui observé dans les tissus lymphoïdes humains après stimulation 

antigénique. Ce nouvel outil offre aujourd’hui une alternative robuste pour l’étude du 

développement et de la fonction des Tfh humains. Ainsi, j’aimerais discuter dans un premier temps 

de sa complémentarité avec les autres approches aujourd’hui disponibles (Partie I).  

 

Grâce à notre outil, nous avons pu étudier la dynamique de différentes populations LT CD4 lors 

de la génération de Tfh dans un environnement lymphoïde. Dans ce système intégrant 

l’environnement lymphoïde cellulaire et moléculaire, nos résultats montrent qu’une réponse Tfh 

peut être le fruit d’une orientation de LT CD4 naïfs et mémoires. Cette orientation vers un profil 

Tfh se traduit par l’expression des marqueurs canoniques relatifs à ce type cellulaire (CXCR5, PD-

1, Bcl6, ICOS et IL-21) et est sous-tendue par l’établissement d’un programme transcriptionnel 

associé. Aussi, nos résultats suggèrent que la capacité à générer des Tfh diffère selon l’état 

d’activation des LT CD4 mémoires. Les LT CD4 mémoires activés, que nous avons désignés selon 

leur expression de PD-1, sont plus prompts à générer des Tfh hautement fonctionnels en 

comparaison à des LT CD4 mémoires non activés. Nos travaux soutiennent également l’idée que 

l’hétérogénéité phénotypique observée au sein d’une réponse Tfh globale résulte de la contribution 

des différents sous-types de LT CD4 naïfs et mémoires. Pour finir, nous faisons la preuve de 

concept que ces voies de génération de Tfh reposant sur la différenciation LT CD4 naïfs et 
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mémoires sont différentiellement modulées dans le contexte d’infection par le VIH. Mises en 

perspective de résultats visant à caractériser les LT CD4 spléniques de patients infectés 

chroniquement, mes observations apportent de nouvelles pistes quant aux causes de l’accumulation 

de Tfh dysfonctionnels dans les OLS de patients infectés par le VIH. Dans un second temps, ma 

discussion sera axée sur la relevance d’une génération des Tfh basée sur une plasticité cellulaire in 

vivo, et ce particulièrement dans le contexte lymphoïde d’une infection par le VIH (Partie II).  

 

Nous nous sommes concentrés dans ce travail sur l’étude de la contribution de différentes 

populations LT CD4 aux réponses Tfh. Nos travaux ouvrent également sur de nouvelles 

perspectives pour l’étude d’autres aspects fondamentaux de la génération des Tfh comme leurs 

partenaires cellulaires, leur régulation et leur cinétique. Par exemple, nos résultats mettent en 

évidence une dépendance aux LB pour la génération des Tfh. Par ailleurs, la réponse Tfh que nous 

générons ici semble s’accompagner d’une réponse régulatrice, avec la présence de LT CD4 

CXCR5+PD-1+ exprimant le Foxp3 (Données non montrées). Cette observation est cohérente avec 

le gain d’expression de Blimp-1 que nous avons observé chez les populations Tfh obtenus à partir 

des différents sous-types de LT CD4 (Résultats, II.1.a). Cette population pourrait s’apparenter à 

des Tfr, ce qui offre une piste future pour l’étude de la régulation des réponses folliculaires. Dans 

une dernière partie, j’aimerai mettre en perspective ces différents aspects au regard de nos travaux 

(Partie III).  

 

I. Quels outils pour l’étude de la génération des Tfh humains à l’avenir ?  

 

La majorité des études sur le développement des Tfh humains est réalisée à l’aide de LT CD4 naïfs 

stimulés via un signal anti-CD3/CD28 et soumis à des cytokines purifiées, ou avec des co-cultures 

en présence de DC issues du sang. Avec comme critère initial de travailler avec des cellules 

résidentes des tissus lymphoïdes pour la génération de Tfh, nous avons testé 3 approches 

différentes : l’organoculture, la co-culture et la culture de cellules lymphoïdes. Au regard des 

limitations dues à la faible accessibilité des OLS humains, le développement d’un modèle d’étude 

de la biologie des Tfh humains reste un enjeu majeur pour la caractérisation de cette population. 

Dans cette partie, je replace mon travail à la lumière de travaux parus durant ma thèse et s’appuyant 

sur des approches analogues aux nôtres.  
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I.1 Organoculture  

 

I.1.a Culture sur coupe d’organe 

 

Lorsque l’on sait que la génération des Tfh dépend de territoires lymphoïdes précis, l’idée d’intégrer 

l’organe dans toutes ses dimensions dans un modèle d’étude est séduisante. Nous avons été 

confrontés à de nombreuses difficultés pour la mise au point de cultures de coupes de tissu 

splénique, avec une perte rapide de la viabilité cellulaire et une perte d’expression des molécules 

régissant le trafic cellulaire dans les OLS (Résultats, I.1.a). Un des freins à la réussite d’une culture 

de tissu splénique est probablement lié à l’activité métabolique de l’organe. En plus de son statut 

d’OLS, la rate assure des rôles dans la filtration des globules rouges ou le recyclage du fer. La culture 

d’organes sur des tissus à forte activité métabolique comme le rein ou le foie est connue pour être 

particulièrement difficile. Néanmoins, avec un protocole similaire à celui testé ici avec les coupes 

d’organes (Résultats, I.1.a, Fig. 1 A), un maintien de l’architecture et de la viabilité cellulaire 

splénique est possible pendant 48h avec des coupes de rate chez la souris. Si le ratio pulpe 

blanche/rouge est conservé, une baisse du pourcentage de LT CXCR4+ en comparaison au tissu 

frais est rapportée, laissant penser que le positionnement des LT pourrait être altéré. De manière 

intéressante, la réactivité cellulaire (mesure des cytokines produites) à un stimuli exogène 

(PMA/iono) est montrée361, suggérant qu’une étude fonctionnelle sur les populations cellulaires 

spléniques est compatible avec ce type d’approche. Néanmoins, il est probable que les études 

cinétiques de la génération Tfh restent limitées à 48 heures avec ce genre d’approche, du fait d’une 

dégradation rapide de la viabilité cellulaire. A ma connaissance, seule une deuxième étude porte sur 

la culture de tissu splénique, avec la même stratégie de coupe splénique. Ces travaux impliquent 

l’ajout de supports biotechnologiques, avec un maillage de nanotubes en titanium permettant de 

maintenir la structure splénique à partir de coupes pendant 5 jours. Peu de paramètres 

immunologiques sont cependant analysés dans cette étude362. Une stratégie de coupe de tissu 

lymphoïde humain a par ailleurs été publiée récemment avec l’objectif d’y étudier la dynamique des 

Tfh. Sur des coupes d’adénoides humains, il a été montré pour la première fois l’interaction de Tfh 

entre eux à l’aide de microscopie confocale363, démontrant la faisabilité d’une culture de coupes 

d’organes lymphoïdes humains. Les adénoïdes, également appelés amygdales nasopharyngées, sont 

des structures lymphoïdes situées sur la paroi postérieure de la fosse nasale.  
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I.1.b Culture sur bloc d’organe 

 

Très récemment, la réactivité des Tfh et LB a été comparée dans deux approches proches des 

nôtres, consistant en des suspensions de cellules lymphoïdes et des blocs d’organes issus 

d’adénoïdes. Les blocs d’adénoïdes ont été cultivés sur des matrices de collagène. Cette approche 

est identique à la deuxième stratégie de culture d’organe que nous avons eue (I.1.a. Fig. 2). Dans 

cette étude, en parallèle à la culture de bloc d’adénoïdes, des suspensions de cellules lymphoïdes 

issues du même organe ont été maintenues dans du milieu. A 3 jours de culture et sans stimulation, 

la viabilité cellulaire est plus faible dans les blocs avec 60% de mortalité en comparaison aux cellules 

en suspension où 20% de mortalité est observée. Lorsque de l’IL-4 ou du CD40L sont ajoutés dans 

le milieu de culture, un maintien des GC LB plus important est observé dans les suspensions 

cellulaires en comparaison aux blocs d’organes. Lorsque des inhibiteurs des voies JAK sont mis 

dans le milieu de culture, une baisse plus drastique de l’expression de Bcl6 est constatée dans les 

GC Tfh et GC LB issus des suspensions en comparaison aux blocs. De façon logique, une baisse 

de la fréquence des GC Tfh et GC LB est observée dans les suspensions cellulaires364. La plus faible 

modulation des populations Tfh et LB dans les blocs d’organes est probablement due à une 

pénétration moléculaire plus limitée et donc une accessibilité plus restreinte aux cellules 

lymphoïdes. Ces données font pencher la balance en faveur d’une utilisation de suspensions de 

cellules lymphoïdes pour l’étude de la génération des Tfh, qui nécessite un stimulus antigénique 

afin d’être initiée. 

 

Une des questions majeures est de savoir si ces approches de culture de tissu lymphoïde sont 

compatibles avec des stimulations antigéniques, l’ajout de facteurs moléculaires ou encore des 

études à plus long terme. La culture d’organes lymphoïdes a un bel avenir devant elle et il y a fort 

à parier que nombreuses découvertes futures sur la biologie des Tfh reposeront sur notre capacité 

à développer ce type de système. 

 

I.2 Co-culture 

 

Notre système de culture permet l’intégration de multiples signaux cellulaires et moléculaires des 

tissus lymphoïdes requis pour la génération des Tfh. Cette approche présente les inconvénients de 

ses avantages, avec une perte de lisibilité due à la stimulation de suspensions cellulaires mixtes et 

complexes. Avec cette composition cellulaire complexe, la mise en évidence d’un effet moléculaire 

direct sur un type cellulaire est limitée. De même, la caractérisation précise des interactions régissant 
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un dialogue cellulaire donné (type DC-LT CD4 ou LT CD4-LB par exemple) n’est pas possible. 

Pour caractériser les effets moléculaires et les interactions cellulaires, les co-cultures sont et restent 

un outil puissant. Un exemple l’illustrant parfaitement vient d’une étude publiée récemment dans 

Nature Immunology. A partir d’un effet observé in vitro sur la génération des Tfh dans une co-culture 

de DC avec des LT CD4 naïfs, les chercheurs remontent le fil vers un effet in vivo. Dans une co-

culture, des DC primaires ont une capacité à induire des Tfh à partir de LT CD4 naïfs plus 

importante si elles sont préalablement stimulées avec des bactéries vivantes plutôt que tuées. Cette 

stimulation passe par une reconnaissance des composants microbiens via le TLR8, qui induit la 

sécrétion d’IL-12 par la DC et donc la promotion de Tfh. Cette voie est également relevante in vivo, 

car l’inoculation de bactéries vivantes à des porcs permet d’augmenter la proportion de Tfh générés 

(CXCR5, BCL6, IL-21) dans les ganglions et la rate à 30 jours. Bouclant la boucle, il est montré 

que les réponses vaccinales sont plus efficaces lorsque la voie dépendante du TLR8 est 

fonctionnelle chez des individus vaccinés au BCG, supportant une conservation de cette voie chez 

l’Homme126. Cette étude illustre la pertinence des co-cultures, notamment pour le développement 

de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

 

Comme vu en introduction, les co-cultures permettent la décomposition des interactions régissant 

les communications cellulaires. Du fait de la diversité des moyens de communications entre cellules 

et de leur combinaison, une étude récente a relié à l’aide d’outils mathématiques et de résultats 

obtenus à partir de co-culture (i) les signaux intégrés par des DC, (ii) les signaux qu’elles 

transmettent au LT CD4 naïf et (iii) le profil cytokinique résultant du LT CD4127. Il pourrait être 

judicieux de transposer ce genre d’approche en se focalisant sur (i) le développement et la 

modulation des Tfh dans un environnement lymphoïde soumis à différents modulateurs. Un lien 

pourrait être fait avec (ii) les différentes interactions impliquées dans le dialogue Tfh-LB et (iii) 

l’issue de la réponse LB (Fig. 1). Ce type d’étude pourrait permettre d’apporter un nouvel éclairage 

sur la communication entre les Tfh et les LB, qui reste à clarifier.  
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les résultats de l’analyse des proportions cellulaires lymphoïdes (Tfh, LB) sont identiques à ceux 

obtenus sur des ganglions entiers365,366. Cette approche a récemment été testée chez l’Homme 

(individus sains). Elle est relativement peu invasive, peu inconfortable et donc bien tolérée. Les 

suspensions cellulaires prélevées sont peu contaminées par des populations granulocytaires, ne 

polluant ainsi pas l’analyse des populations lymphoïdes367. Cette approche est à fort potentiel pour 

l’avenir et est compatible à celle que nous avons développé ici.  

 

I.4 Nouvel outil proposé : Stimulation de cellules lymphoïdes  

 

Dans ce travail, nous proposons un nouveau modèle d’étude de la génération des Tfh humains. Ce 

modèle repose sur la stimulation antigénique d’une culture de splénocytes. Notre choix de travailler 

sur du tissu splénique relève de l’expertise passée du laboratoire sur cet organe, notamment dans 

l’infection par le VIH. La question d’une utilisation de suspensions cellulaires issues d’autres tissus 

lymphoïdes est légitime puisque certains organes lymphoïdes sont relativement plus accessibles que 

les ganglions ou la rate, comme les amygdales ou les adénoides. Une des spécifications initiales 

pour notre modèle d’étude était de reproduire in vitro une réponse Tfh faisant suite à une activation 

antigénique. L’objectif sous-jacent était d’y étudier la dynamique des LT CD4 par la suite. Or, les 

amygdales et les adénoïdes ont le désavantage de présenter des réponses Tfh déjà hautement 

activées du fait d’une exposition constante aux antigènes des voies respiratoires. Dans des 

adénoïdes par exemple, la proportion de LT CD4 qui expriment le CXCR5 est considérable : 60% 

des LT CD4 sont CXCR5int et 20% sont CXCR5hiPD1hi 364. Par conséquent, cette « saturation » en 

Tfh laisse peu de place à l’étude d’une contribution des populations LT CD4 à la génération de 

Tfh. Dans notre étude, les tissus spléniques ne témoignent pas d’une forte réponse Tfh puisqu’ils 

abritent 20% de cellules non-GC Tfh et moins de 2% de cellules GC Tfh avant stimulation 

(I.2.b.Fig. 8). Confirmant cette absence d’activation, la sécrétion d’IL-21 par les Tfh spléniques 

est nulle et leur expression d’ICOS est très faible (Données non montrées). Ces observations ont 

fourni un argument supplémentaire pour l’utilisation de splénocytes en comparaison aux cellules 

lymphoïdes issues amygdales ou adénoïdes. En revanche, la génération d’une réponse Tfh à partir 

d’une stimulation de cellules lymphoïdes ganglionnaires aurait été intéressante à évaluer. 

L’obtention d’une génération de Tfh à partir de suspensions cellulaires issues de ganglions offrirait 

de belles perspectives d’étude car elle pourrait être combinée aux aspirations de suspensions 

cellulaires lymphoïdes par aiguilles décrites précédemment.  
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Nous montrons que la stimulation de splénocytes conduit à la génération d’une réponse Tfh 

présentant des similarités avec celle générée dans les OLS exposés à des antigènes. A 3 jours de 

stimulation, une forte représentation de GC Tfh (20%) et non-GC Tfh (20%) est observée parmi 

les LT CD4. A l’aide de la cytométrie de flux et de masse, nous retrouvons au sein de ces deux 

populations les variations d’expression de marqueurs observées dans les réponses Tfh in vivo177,353. 

En effet, l’expression de CXCR5, de CXCR4, de l’IL-6R, de FAS et la sécrétion d’IL-21 est plus 

forte dans les GC Tfh générés en comparaison aux non-GC Tfh (Résultats, I.2.b/f ; Fig. 8 et 

15). Ces résultats suggèrent que nous récapitulons in vitro la mise en place d’une réponse Tfh après 

stimulation antigénique, avec la présence des deux phénotypes associés : non-GC et GC. De plus, 

nous montrons que les GC Tfh générés aident préférentiellement à la maturation de LB en 

comparaison à des LT CD4 non-Tfh activés (PD-1+CXCR5-). A l’issue d’une co-culture avec des 

LB mémoire, une survie et une fréquence plus forte de plasmocytes sont observées avec les GC 

Tfh générés en comparaison aux LT CD4 non-Tfh activés (Résultats, I.2.c, Fig. 11).  

 

Notre approche permet de préserver les facteurs cellulaires et moléculaires lymphoïdes en gardant 

une maitrise expérimentale des conditions de culture, comme l’ajout de modulateur de la réponse 

immune. L’intégration du contexte lymphoïde est un atout majeur puisque l’effet d’une cytokine 

sur un sous-type cellulaire, notamment LT CD4, dépend du contexte dans lequel elle se trouve59. 

Ceci ne se confine probablement pas aux cytokines mais s’applique à tout élément (micro-

organismes notamment) impliqués dans l’établissement d’une réponse immune. Notre système 

permet donc de rapporter les effets modulateurs d’un antigène ou d’une molécule sur la réponse 

immune, qu’il soit physiologique (cytokine) ou microbien (virus, bactéries, composant microbien) 

au plus près de l’environnement lymphoïde présent in vivo. 

 

I.4.a Modulation moléculaire dans l’environnement lymphoïde  

 

Dans ce travail, nous montrons l’apport de la combinaison de 3 cytokines (IL-7, IL-12, Activine 

A) pour la génération des Tfh. Si cette combinaison a déjà montré un effet promoteur pour 

l’orientation de LT CD4 naïfs vers un profil Tfh113, cet effet pro-Tfh sur d’autres populations de 

LT CD4 n’avait pas été décrit. Nous montrons que cette combinaison promeut la repolarisation 

de LT CD4 mémoires vers un profil Tfh ainsi que le maintien et l’activation de Tfh spléniques. De 

plus, nous intégrons l’effet de cette combinaison cytokinique à l’environnement cellulaire et 

moléculaire lymphoïde. Si l’effet promoteur de l’IL-12 et de l’activine A est intuitif au regard de la 

littérature, l’usage de l’IL-7 peut paraître paradoxal du fait d’une étude rapportant son effet 
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inhibiteur sur l’expression de gènes relatifs aux Tfh comme CXCR5 et Bcl6368. Néanmoins, 

l’inoculation d’un virus de la grippe inactivé adjuvantée avec de l’IL-7 permet l’augmentation du 

taux d’anticorps générés chez les souris immunisées, avec une plus forte génération de Tfh369. L’IL-

7 est une cytokine des OLS produite par les FRC pour le maintien des LT CD4, ce qui peut suffire 

à justifier son usage. Nous n’avons observé aucun effet inhibiteur ou promoteur de l’IL-7 sur la 

génération des Tfh lorsque nous l’avons ajoutée seule dans la culture de splénocytes (Données non 

montrées). De manière cohérente à la fonction usuellement associée à cette cytokine, un effet 

bénéfique sur la survie des LT CD4 a été constaté (Données non montrées).  

 

Nous confirmons le rôle modulateur de l’activine A dans les réponses Tfh chez l’Homme. Nous 

montrons un effet synergique de l’activine A combinée à l’IL-12 pour la génération de Tfh 

(Résultats, I.2.d, Fig. 12). De plus, nos données suggèrent que l’activine A promeut la sécrétion 

d’IL-21 par les Tfh (Données non montrées). Ces observations sur l’effet pro-Tfh de l’activine A 

sont cohérentes avec la littérature récente. Ajoutée à une formulation vaccinale chez des primates 

non humains, l’activine A permet d’induire une plus forte réponse Tfh, notamment avec la 

promotion d’un ratio GC-Tfh/Tfr plus important116. L’activine A est une cytokine de la famille du 

TGFb qui induit cependant une plus faible expression de Foxp3 que cette dernière113. Elle est 

produite par des cDC2 issues d’amygdales humaines et permet la sécrétion de CXCL13 par des LT 

CD4 naïfs115. La sécrétion de CXCL13 n’a pas été étudiée ici et l’inclure à l’avenir pour nos études 

serait pertinent.  

 

D’autres combinaisons de cytokines auraient pu être testées et à d’autres concentrations. Du fait 

d’une contrainte de temps et de disponibilité des échantillons, le cocktail choisi dans ce travail est 

celui pour lequel nous avons obtenu une forte réponse Tfh avec une forte expression de molécules 

effectrices. Les cytokines sont des modulateurs de l’initiation des réponses LT CD4 naïfs et de la 

plasticité cellulaire des LT CD4 mémoires46. De fait, la dynamique des LT CD4 naïfs et mémoires 

pourrait être différente dans des contextes cytokiniques différents, avec une variabilité dans leur 

capacité à générer des Tfh présentant un phénotype et des fonctions différents. Nos travaux 

fournissent déjà des pistes puisque nous observons par exemple une absence de génération de Tfh 

à partir de LT CD4 mémoires non-activés sans l’ajout de la combinaison de cytokines dans le milieu 

de culture. En revanche, la génération de Tfh à partir de LT CD4 mémoires activés apparaît sans 

les cytokines. Ces résultats sont la preuve de concept que les voies de génération des Tfh reposant 

sur l’orientation de LT CD4 naïfs et mémoires sont hautement modulables selon le contexte 

biologique, notamment cytokinique. Adresser la dynamique des différentes populations de LT CD4 
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et les effets de divers modulateurs dans un contexte lymphoïde conservé (C) Les co-cultures permettront 

la mise en évidence d’effets directs de modulateurs sur les populations cellulaires (DC, LB, LT CD4) et de 

la décomposition des interactions cellulaires impliquées dans les différents dialogue cellulaire (D) La culture 

d’organe permettra de mieux caractériser les comportements et interactions cellulaires in situ.  

 

II. Rationnel d’une plasticité cellulaire pour la génération des Tfh in vivo 

 

Par l’étude de la dynamique de LT CD4 naïfs et mémoires dans un environnement lymphoïde suite 

à une stimulation antigénique, nous avons montré que ces deux sous-types sont capables de 

s’orienter vers un profil Tfh. Nos résultats supportent l’idée selon laquelle différents sous-types LT 

CD4 (naïfs, mémoires non-activés et activés) soumis à un environnement lymphoïde peuvent 

acquérir des marqueurs relatifs aux Tfh (CXCR5, PD-1, ICOS, IL-21). Les signaux nécessaires 

pour l’acquisition de ces marqueurs et la capacité des différents LT CD4 à les acquérir sont 

cependant différents. Nous montrons qu’un signal TCR sans l’ajout de cytokines polarisantes suffit 

à induire l’expression de CXCR5 et PD-1 chez les LT CD4 mémoires activés. A l’inverse, 

l’expression de CXCR5 et de PD-1 par les LT CD4 naïfs et LT CD4 mémoires non-activés 

nécessite l’ajout du cocktail cytokinique polarisant. Ces observations suggèrent une « facilité » des 

LT CD4 mémoires activés à s’orienter vers un profil Tfh en comparaison aux autres LT CD4 

étudiés. Appuyant cette hypothèse, un rendement plus important en Tfh est obtenu à partir de LT 

CD4 mémoires activés et leur phénotype se rapproche d’un phénotype Tfh associé au GC en 

comparaison aux LT CD4 naïfs et mémoires non activés.  

 

Par une analyse transcriptomique, nous montrons que l’orientation de chacun des sous-types LT 

CD4 (naïfs, mémoires non-activés et activés) vers un profil Tfh s’appuie sur l’établissement d’un 

programme transcriptionnel associé. Dans la transition de chacun des LT CD4 vers son profil Tfh 

correspondant, l’expression de nombreux gènes favorisant le développement des Tfh est 

augmentée. A l’inverse, l’expression de nombreux gènes connus pour inhiber le développement 

des Tfh est diminuée. Ces observations montrent donc que la transition vers le phénotype Tfh 

s’accompagne bien d’un programme transcriptionnel connu pour favoriser ce profil effecteur. A 

ma connaissance, ces travaux sont les premiers montrant l’établissement d’une signature Tfh au 

niveau transcriptomique dans la transition de LT CD4 mémoires vers un profil Tfh chez l’Homme. 

Si les variations d’expressions de certains gènes sont partagées par toutes les transitions des LT 

CD4 vers le profil Tfh, d’autres ne le sont pas. Ces données montrent que durant la transition vers 

un profil Tfh, chaque LT CD4 établit un programme transcriptionnel qui lui est propre. Ce 
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programme transcriptionnel dépend probablement de l’identité « originale » du LT CD4, c’est à 

dire de sa capacité à intégrer les différents signaux environnementaux et à y répondre.  

 

La plasticité des LT CD4 mémoires est souvent discutée car elle pourrait être le résultat d’une 

interprétation erronée, notamment de la prolifération exacerbée en réponse à la stimulation d’une 

population initialement faiblement représentée. Ici, le schéma expérimental qui repose sur un suivi 

des LT CD4 via un marqueur de prolifération nous permet d’exclure cette possibilité et d’affirmer 

que la population Tfh obtenues à partir des populations de LT CD4 mémoires implique leur 

repolarisation vers ce profil effecteur. Si la différenciation des LT CD4 naïfs vers un profil Tfh est 

connue, la repolarisation des LT CD4 mémoires est peu décrite. Transposer nos résultats in vivo et 

montrer que les réponses Tfh chez l’Homme peuvent s’appuyer sur une plasticité cellulaire est 

particulièrement difficile. Cette plasticité pourrait présenter un avantage évolutif des LT CD4 pour 

une réponse à des changements de l’environnement où l’antigène est présent, en vue de soutenir 

et diversifier rapidement les réponses LB. En effet, nos résultats montrent in vitro que 

l’hétérogénéité phénotypique au sein de la réponse Tfh générée est le reflet de la contribution des 

LT CD4 naïfs et mémoires à cette réponse. A l’inverse, la plasticité cellulaire pourrait être délétère 

dans des contextes pathologiques, notamment en cas d’une absence de contrôle des processus 

lymphoïdes impliqués dans la génération des Tfh. C’est le cas de l’infection par le VIH. J’aimerais 

exposer ici plusieurs arguments corroborant l’hypothèse d’une génération de Tfh in vivo basée sur 

une plasticité cellulaire, particulièrement dans le cadre de l’infection par le VIH.  

 

II.1 Notion d’effectivité sous-jacente à l’hétérogénéité des réponses LT CD4, et Tfh ? 

 

Une étude portant sur les réponses des LT CD4 naïfs et mémoires a récemment introduit la notion 

intéressante d’« effectorness », que je traduirai ici par effectivité. Cette effectivité reflète «le potentiel 

des cellules à initier une réponse rapide et robuste à la stimulation, c'est-à-dire que les cellules qui expriment plus de 

chimiokines et de cytokines à l'état de repos seront capables de les sécréter rapidement après stimulation ». Les LT 

CD4 peuvent être hiérarchisés selon cette effectivité. L’analyse transcriptomique en cellule unique 

de LT CD4 du sang permet la mise en évidence d’un continuum, allant de la population la moins 

effectrice à la plus effectrice (naïfs à Tcm à Tem à Temra). Il est montré in vitro que l’effectivité 

détermine les réponses des LT CD4 vis à vis d’une stimulation antigénique et de différents 

contextes cytokiniques. En conclusion de ces travaux, l’effectivité est avancée comme sous-jacente 

à la capacité d’adaptation des LT CD4 à l’environnement local lors d’une migration dans les tissus. 
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Il est supposé que les LT CD4 présentant une forte effectivité sont plus à même de répondre à 

l’environnement local du tissu dans lequel ils migrent58.  

 

Au vu de nos résultats, l’hypothèse d’une génération de réponses Tfh basées sur cette notion 

d’effectivité lymphocytaire apparaît séduisante. En effet, les différentes capacités des LT CD4 à 

s’orienter vers un profil Tfh pourrait être le reflet d’effectivité lymphocytaire plus ou moins forte. 

Nos résultats indiquent que les LT CD4 mémoires activés, définis via l’expression du PD-1, sont 

plus prompts à générer des Tfh au phénotype mature en comparaison aux LT CD4 mémoires non 

activés. Les LT CD4 mémoires non-activés conduisent quant à eux à la génération de Tfh au 

phénotype plus mature que ceux dérivés de LT CD4 naïfs. Dans un environnement lymphoïde, la 

capacité d’orientation vers un profil Tfh mature est donc graduellement plus importante partant 

des LT CD4 naïfs à LT CD4 mémoires non activés à LT CD4 mémoires activés. De fait, si l’on 

considère que la capacité d’adaptation à un environnement est le reflet de l’effectivité 

lymphocytaire, celle-ci devrait être graduellement plus importante partant des LT CD4 naïfs à LT 

CD4 mémoires non activésà LT CD4 mémoires activés. Plusieurs éléments viennent appuyer 

cette hypothèse. Premièrement, nous observons une capacité de prolifération plus faible pour les 

LT CD4 mémoires activés en comparaison aux LT CD4 non activés et aux LT CD4 naïfs (Données 

non montrées). Or, la synthèse ribosomale et les capacités prolifératives corrèlent négativement 

avec l’expression de cytokines, chimiokines et de granzymes370, autrement nommée ici effectivité. 

Deuxièmement, l’effectivité est inversement proportionnelle à la diversité clonotypique (répertoire 

TCR) retrouvée dans la population de LT CD458. Les LT CD4 naïfs se caractérisent par une 

diversité clonotypique plus grande que les LT CD4 mémoires, et donc par une effectivité plus 

faible. Notre définition de l’activation des LT CD4 mémoires repose sur l’expression de PD-1. 

L’expression de PD-1 fait suite à un signal TCR et un signal TCR conduit à une expansion clonale. 

De fait, il peut être assumé ici que la diversité clonotypique est plus faible dans les LT CD4 

mémoires activés en comparaison aux LT CD4 mémoires non-activés.  

 

Au final, les LT CD4 avec une effectivité forte sont sensibles aux variations de l’environnement 

biologique auxquels ils sont soumis. Dans un contexte biologique précis, lymphoïde dans notre 

cas, les LT CD4 activés pourraient être les plus à même d’intégrer les signaux environnementaux 

et d’évoluer vers le phénotype adéquate. L’orientation de LT CD4 non activés vers le phénotype 

promu par l’environnement biologique pourrait relever de temps plus longs, étant donné une 

faculté plus faible à intégrer spontanément les différents signaux environnementaux (Fig. 5).  
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Figure 5 : Proposition d’une génération des Tfh basée sur l’effectivité cellulaire. Une effectivité 

graduelle de LT CD4, avec une expression croissante de molécules effectrices (ici LT CD4 naïves, mémoires 

non-activés, activés), pourrait par une sensitivité plus ou moins forte à l’environnement biologique (ici 

lymphoïde) régir l’adaptation rapide à celui-ci (ici pour une orientation vers un profil Tfh mature). 

 

Cette notion d’adaptation des LT CD4 mémoires activés vers un profil Tfh dans un contexte 

tissulaire particulier est renforcée par la description de cellules Tfh-like qui résident dans des tissus 

non-lymphoïdes. 

 

II.2 Tfh-like dans les conditions d’inflammation chroniques : résultat d’une plasticité ? 

 

L’idée d’une génération de Tfh basée sur une plasticité lymphocytaire in vivo est renforcée par les 

Tfh-like retrouvés au niveau des sites inflammatoires dépourvus de structures lymphoïdes. Au 

niveau de tissus synoviaux de patients atteints d’arthrite rhumatoïde, des cellules PD-1hiCXCR5- 

exprimant l’IL-21, le CXCL13, ICOS, MAF et soutenant la maturation des LB ont été identifiées371. 

Dans le lupus, une population Tfh-like exprimant le PD-1, ICOS, CXCR4, de l’IL-21 et en contact 

avec des LB est observée dans le tissu rénal372. Récemment, une population analogue aux Tfh 

exprimant le CXCR5, le PD-1, ICOS a été décrite au niveau de la peau dans le cadre de la sclérose 

systémique373. L’émergence de ces Tfh-like est probablement le résultat de l’infiltration de LB et de 

LT CD4 activés au niveau des tissus inflammés. Au niveau de ces réactions inflammatoires, les LB 

s’expandent clonallement et dépassent le nombre de DC374. Les LB activés peuvent efficacement 

capter l’antigène et promouvoir la différentiation des Th375,376. Parallèlement, il est classiquement 
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admis que les lymphocytes infiltrant les tissus inflammés sont préférentiellement les LT CD4 

mémoires activés. Ainsi, l’émergence de ces Tfh-like pourrait résulter d’une plasticité cellulaire des 

LT CD4 après interaction avec des LB dans un contexte de persistance antigénique et 

d’inflammation. Nous allons voir par la suite qu’un parallèle avec l’infection par le VIH est tentant, 

dans un contexte où l’organe lymphoïde est le siège d’une persistance antigénique et d’une 

inflammation.  

 

II.3 Plasticité cellulaire dans les tissus lymphoïdes : relevance dans le VIH 

 

Chez les patients chroniquement infectés par le VIH, un enrichissement d’une signature Tfh est 

observé dans les LT CD4 CXCR5- spécifiques du virus chez des patients où la virémie est 

haute311(voir introduction II.3.c). De manière intéressante et cohérente, nous montrons au niveau 

de LT CD4 mémoires non Tfh spléniques de patients chroniquement infectés un enrichissement 

de la signature Tfh en comparaison à des individus non infectés. En effet, les facteurs de 

transcription Bcl6 et MAF guidant le développement d’un profil Tfh73,377 y sont surexprimés. A 

l’inverse, nous mettons en évidence dans les LT CD4 mémoires une altération d’expression de 

points de contrôle inhibant la mise en place d’un phénotype Tfh comme le CD25, STAT5A et 

S1PR1 (Résultats, III.1. Fig 19). Ces différentes observations pourraient être le reflet d’un début 

de réorientation des LT CD4 mémoires vers un profil Tfh dans les OLS de patients infectés. Une 

étude récente portant sur des ganglions de patients chroniquement infectés non traités renforce 

cette hypothèse. L’analyse des LT CD4 ICOS+PD-1+ révèle qu’ils sont plus proches des Tfh en 

comparaison aux LT CD4 ICOS-PD-1- au niveau phénotypique et transcriptomique. Ces LT CD4 

ICOS+PD-1+, par définition activés, expriment plus abondamment Bcl6 et MAF, comme observé 

dans notre étude dans les LT CD4 mémoires totaux. Les LT CD4 ICOS+PD-1+ sont capables 

d’aider à la mise en place d’une réponse LB spécifique et présentent des séquences TCR partagés 

avec les Tfh. Par la caractérisation des régions accessibles de la chromatine, il est montré que le site 

pour la promotion de l’expression du CXCR5 est particulièrement ouverte au sein de la population 

PD-1+ICOS+, suggérant que l’expression de ce marqueur est possible378. De façon intéressante, 

nous montrons in vitro en absence d’infection que les LT CD4 mémoires activés (PD-1+ ) sont 

particulièrement prompts pour la génération de Tfh dans un contexte lymphoïde. L’ensemble de 

ces données renforce l’idée que la génération des Tfh pourrait reposer sur une réorientation de LT 

CD4 mémoires, notamment activés.  
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Cependant, nous ne montrons pas de modulation quantitative sous une infection VIH in vitro de la 

génération de Tfh après 3 jours de stimulation, que ceux-ci soient générés à partir de LT CD4 

mémoires activés (PD-1+) ou non activés (PD-1-). Il faut noter que toutes nos analyses ont été 

réalisées avec un marqueur de viabilité qui permet exclure les cellules mortes. Par conséquent, la 

perte de LT CD4 face à la stimulation et l’infection n’est pas prise en considération. Suivant leur 

état d’activation et leur statut de maturation, tous les LT CD4 n’ont pas la même susceptibilité à la 

mort cellulaire. Une évaluation de la perte cellulaire spécifiquement à chaque sous-type de LT CD4 

vers leur transition respective vers un profil Tfh pourrait être un facteur intéressant à intégrer dans 

notre étude, notamment dans le contexte infectieux. Nos résultats montrent que l’infection par le 

VIH perturbe le programme transcriptionnel de la transition des LT CD4 mémoires vers un 

phénotype Tfh (Résultats, III.2, Fig. 21). Si le rendement en Tfh à partir de LT CD4 mémoires 

est identique à celui observé sous infection, leur qualité pourrait être altérée avec l’établissement 

d’un programme transcriptionnel incomplet relatif à l’infection. Nous avons focalisé notre analyse 

sur le pic de réponse Tfh à 3 jours mais il est possible que des variations quantitatives dues à 

l’infection apparaissent à des temps plus tardifs.  

 

L’absence de variation quantitative in vitro dans la génération de Tfh à partir de LT CD4 mémoires 

pourrait s’expliquer par le fait que nous mimons déjà sans infection les processus pathologiques de 

l’infection par le VIH au sein des OLS. En effet, l’accumulation de Tfh basée sur une plasticité 

cellulaire pourrait reposer sur la perte des zones T et B au sein des OLS de patients chroniquement 

infectés. Nos suspensions cellulaires in vitro s’affranchissent de l’intégrité de l’organe et reproduisent 

déjà une décompartimentalisation du tissu lymphoïde. La décompartimentalisation pourrait se 

traduire par des interactions incontrôlées entre LB et LT, notamment avec les LT CD4 mémoires 

activés (PD-1+) particulièrement abondants chez les patients infectés.  Nous montrons in vitro une 

forte capacité des LT CD4 mémoires activés à s’orienter vers un profil Tfh tandis que les études 

de cette population in vivo montrent qu’elle exprime des traits Tfh. Ainsi, ces résultats suggèrent 

que cette population pourrait s’orienter vers un profil Tfh, notamment après une interaction avec 

des LB. Nous avons montré avec d’autres que les plasmocytes sont particulièrement abondants 

dans les OLS de patients chroniquement infectés232,233. Les plasmocytes promeuvent 

préférentiellement la génération de LT CD4 CXCR5+ICOS+IL-21+  à partir des LT CD4 naïfs en 

comparaison à des LB naïfs, LB mémoires, ou des monocytes. Cette promotion implique la 

sécrétion d’IL-6, qui est retrouvée à de forte concentration dans une culture de LB de patients 

infectés présentant une hypergammaglobulinémie379. Au final, des processus analogues à ceux 

conduisant à la génération de Tfh-like au niveau de tissus non-lymphoïdes chroniquement 
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OLS. Une absence de lymphoadénopathie, de fibrose, de dépôt de collagène et une conservation 

du réseau de FDC sont observées dans les tissus lymphoïdes de ces hôtes naturels de l’infection. 

L’intégrité des follicules y est donc préservée. Il est supposé que cette conservation de l’intégrité 

architecturale reposerait notamment sur un niveau de réplication plus faible du virus dans les tissus 

lymphoïdes durant la phase chronique. En résultat, ces hôtes naturels ne témoignent pas d’une 

accumulation de Tfh en comparaison à des primates non humains ne contrôlant pas l’infection380. 

De manière cohérente, la prise précoce d’ART chez l’Homme permet de préserver des réponses 

Tfh et LB381, limitant la persistance virale et la détérioration des structures lymphoïdes.   

 

III. Quid de l’étude des partenaires cellulaires, de la régulation et de la cinétique ?  

 

Nos données indiquent que la génération de Tfh dépend des LB puisqu’une génération de Tfh 

n’est pas obtenue à partir de suspension de splénocytes issus de patients traités au rituximab 

(Résultats, I.2.e, Fig. 14). Ces observations supportent l’idée selon laquelle les LB sont des acteurs 

majeurs de l’initiation des réponses Tfh et viennent appuyer les hypothèses précédemment 

exposées. Tous les types de LB n’ont pas la même capacité à induire l’expression de marqueurs 

Tfh, avec notamment un effet préférentiel des plasmocytes143. Il serait intéressant de confirmer 

cette observation et d’aller plus loin, en questionnant leur capacité à induire l’établissement d’un 

phénotype Tfh chez des LT CD4 mémoires, notamment au regard de nos hypothèses précédentes. 

Parallèlement, il serait intéressant de comparer les réponses Tfh conduites par des LB ou des DC. 

Comme souligné en introduction, les dialogues des DC et LB avec les LT CD4 n’impliquent pas 

les mêmes molécules. Ces différents dialogues pourraient être sous-jacents à l’hétérogénéité des 

réponses Tfh observées. Les dialogues cellulaires favorisant le développement des Tfh ne se 

cantonnent pas aux interactions avec les DC et les LB. D’autres populations sont également 

impliquées tels que les macrophages, montrés comme promoteurs d’un phénotype Tfh mature 

chez l’Homme115. Plus surprenant, l’interaction de Tfh entre eux a été montrée in situ chez 

l’Homme363. L’ensemble de ces observations montre que les interactions directes ou indirectes des 

Tfh avec d’autres populations lymphoïdes restent à clarifier.  

 

Dans cette étude, nous avons fait le choix de nous focaliser sur le versant effecteur des réponses 

LT CD4 folliculaires. In vivo et comme toute réponse effectrice, une régulation des réponses Tfh 

est nécessaire. De nombreuses données concordent sur le fait que les Tfr permettent de limiter les 

réponses auto-réactives après la mise en place de la réponse effectrice. Notre laboratoire a 

notamment montré que le répertoire TCR des Tfr est restreint aux antigènes du soi, contrairement 



- 168 - 
 

à celui des Tfh167. Après stimulation de cellules lymphoïdes, les Tfh générés abritent une population 

Foxp3+, qui en représente 10-15% (Données non montrées). Nous pourrions interroger par l’étude 

du répertoire TCR la restriction de cette population aux antigènes du soi, ce qui permettrait de 

confirmer les données du laboratoire obtenues chez la souris. Le marquage de Foxp3 n’étant pas 

compatible avec les études fonctionnelles nécessitant les tris des cellules Tfh et Tfr, nous n’avons 

pas distingué les Tfr des Tfh dans cette étude. Nous sommes actuellement à la recherche de 

marqueurs qui permettraient de s’affranchir du Foxp3 et de questionner les propriétés 

immunorégulatrices des LT CD4 CXCR5+PD-1+Foxp3+ générés. Ces propriétés pourraient être 

évaluées par la comparaison entre les réponses induites suite à une co-culture Tfh-LB en présence 

ou non de cette population. Si les propriétés immunorégulatrices de cette population étaient 

avérées, la question de sa filiation avec les Tregs et les Tfh pourrait être posée. Les différentes 

données de la littérature s’accordent pour dire que les Tfr proviennent des Tregs166. Les Tregs 

identifiables sans le Foxp3 (CD25+CD127-) pourraient être labélisés puis suivis dans un 

environnement lymphoïde conduisant une réponse Tfh. Nous avons fait le choix de nous focaliser 

sur le pic de la réponse effectrice apparaissant à 3 jours dans ce modèle. Nos données suggèrent 

que l’abondance de la population Foxp3+ parmi les Tfh générés est maximale au pic d’abondance 

et de fonctionnalité des Tfh (Données non montrées). La réponse Tfh que nous observons est 

transitoire, avec un pic de la génération de Tfh fonctionnels à 3 jours. Cette proportion diminue 

ensuite (Résultats, I.2.a, Fig. 7) et il serait intéressant d’interroger l’implication de populations 

Tfr dans cette baisse de Tfh fonctionnels.  

 

Une alternative future pour l’étude cinétique fine des réponses folliculaires consécutives à une 

stimulation antigénique pourrait résider dans une analyse transcriptomique en cellule unique. Avec 

des temps d’analyse suffisamment rapprochés, une étude « phylogénique » cellulaire pourrait être 

faite en évaluant les proximités cellulaires d’un point de vue transcriptionnel (Fig. 7). L’étude des 

proximités cellulaires à différents temps pourrait notamment permettre de remonter vers 

l’identification des LT CD4 précurseurs des différentes populations Tfh et Tfr.  
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OPINION Germinal centers B-cell reaction and T follicular
helper cells in response to HIV-1 infection

Raphaël Jeger-Madiot, Maud Heredia, and Stéphanie Graff-Dubois

Purpose of review

This review aims to summarize the recent findings on germinal center B-cell reaction and Tfh cells in HIV-1
infection, with particular emphasis on the spatial organization of the germinal center, follicular cell
regulation, and cellular alterations resulting from HIV infection.

Recent findings

HIV-specific bNAbs are generated by iterative cycles of B-cell maturation supported by GC environment.
Recent observations underline that germinal center structural alterations at the earliest stages of HIV
infection could impact Tfh cell and germinal center B-cell homeostasis, thus preventing the rise of efficient
humoral immunity. Moreover, despite ART treatment, HIV-derived antigens persist, particularly in follicular
CD4þ T cells. Antigenic persistence and variability lead to unregulated chronic stimulation. In this context,
regulation of the germinal center appears of special interest. In addition to follicular T-regulatory cells (Tfr),
new potent regulators of germinal center reaction, such as follicular CD8 T and NK cells have been
recently identified.

Summary

Altogether these new data provide a better understanding on how HIV infection severely impacts germinal
center reaction. Here we propose several therapeutic approaches to promote the bNAb development in
HIV-infected patients by improving the preservation of germinal center architecture and its regulation.

Keywords

germinal center reaction, T follicular helper cells, T follicular regulatory cells, follicular CD8 T cells

INTRODUCTION

Within secondary lymphoid organs, germinal cen-
ters are highly specialized structures, which develop
in B follicles in response to antigenic challenge.
Germinal centers house follicular immune cells,
which closely cooperate and create the optimal
microenvironment for high-affinity antibody pro-
duction. Among follicular cells, T-follicular helper
(Tfh) cellsmigrate to the T–B border and provide the
B cell help required for B-cell maturation into mem-
ory and long-lived plasma cells. In addition, follicu-
lar dendritic cells (FDC) are essential to coordinate
germinal center-cell positioning and to participate
to the selection of high-affinity B cells by presenting
antigens [1].

HIV infection severely impacts the lymph node
structure, its cellular composition and consequently,
the germinal center development [2]. In the acute
phase, HIV infection leads to germinal center disor-
ganization and B-cell dysfunctions. Despite antire-
troviral therapy (ART) treatment, chronic immune
activation and inflammation persist in lymphoid
organs, leading to profound structural changes of

germinal center, including collagen deposition in
theT-cell zone and fibrosis [3]. In result,HIV-infected
(HIVþ) patients develop impaired humoral immu-
nity in response toantigenic challenge [4

&&

]. The local
persistence of viral antigens is the result of a high
susceptibility of follicular CD4þ T-cell subsets toHIV
[5]. Antigenpersistence deeply impacts the functions
and thequantity of germinal centerTfhandgerminal
center B cells, resulting in a sustained activation of
the germinal center and inappropriate antibody pro-
duction. Indeed, autoimmune syndromes and B-cell
lymphomas are frequently described in HIV infec-
tion, suggesting a defective germinal center regula-
tion under antigen persistence [6].
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HIV-1 broadly neutralizing antibodies (bNAbs)
require high levels of somatic mutations for optimal
neutralization potency [7]. Thus, their development
needs sustained antigenic activation that promotes
germinal center reaction and iterative cycles of B-
cell maturation [8], suggesting a crucial role of Tfh
cells. Indeed, recent studies associated bNAbs devel-
opment with blood subsets that are clonally and
functionally related to Tfh cells. Frequency of circu-
lating Tfh cells defined through their expression
of PD-1 and CXCR3 were associated with bNAbs
generation in several studies [9–11].

In this review,wepropose topresent recent studies
providing a better understanding of germinal center
reaction impairments in the context of HIV infection.
Hereafter, we discuss the therapeutic approaches aim-
ing atmaintaining optimal balance between antigenic
persistence and germinal center regulation while pre-
serving the germinal center structure.

THE GERMINAL CENTER REACTION

DYNAMICS IN RESPONSE TO ANTIGEN

STIMULATION

Protective humoral immunity relies on the induc-
tion of highly antigen-specific antibodies and B-cell
memory. Germinal center reaction is highly regu-
lated by the spaciotemporal coordination of com-
plex cellular interactions. Recent studies based on
high-resolution live-cell imaging combined with
single-cell analysis approaches bring breakthroughs
in the comprehension of cellular dynamics shaping
antibody affinity [12–14].

After antigen recognition, B cells migrate at the
T–B border where they establish a cognate antigenic
interaction with CXCR5þ CD4þ T cells. This inter-
action results in the differentiation of B cells in
short-lived extrafollicular plasmablasts and themat-
uration of T cells that up-regulate BCL-6, Inducible
costimulator (ICOS), PD-1 and CXCR5. A small

fraction of activated T and B cells migrate into the
follicle, through the CXCL13 chemokine gradient
provided by the FDCnetwork, giving rise to the early
germinal center [15,16].

Germinal center is characterized by two anatom-
ical compartments, the light zone and the dark
zone. The light zone is the place of antigen-driven
B-cell selection and the dark zone is the place of
intensive B-cell proliferation, somatic hypermuta-
tion and class switching [13]. In the light zone,
germinal center B cells bind antigen trapped on
FDC and interact with Tfh cells resulting in the
selection of high-affinity B cells. By displaying dif-
ferent cell-surface densities of peptide–MHCII com-
plexes, B cells compete for interactionwith a limited
number of Tfh cells, which provide signaling for
B-cell survival. Tfh cells express costimulatory
molecules, which reinforce their interaction with
germinal center B cells. ICOS is implicated in the
recruitment of Tfh cells as well as in their help-
delivering functions [17]. Recently, dopamine have
been identified as a mediator of the Tfh–B-cell
interaction where dopamine binds to dopamine
receptors expressed by germinal center B cells and
induces ICOS-L translocation to the cell surface [18].
Tfh cells produce cytokines, such as IL-21 and IL-4,
which are necessary for germinal center formation
and B-cell differentiation into long-lived plasma
cells, respectively [19,20]. Germinal center Tfh
cells are characterized by the expression of the
exhaustion marker PD-1, which limits the Tfh cell
recruitment into the germinal center through the
interaction with PD-L1 expressed on bystander B
cells [21

&&

]. Meanwhile, with abundant T-cell help,
bystander (i.e. noncognate) B cells could participate
in germinal centers and persist long enough to
acquire specificity to antigen [22,23

&

], demonstrat-
ing that preimmune BCR engagement is dispensable
for germinal center B-cell selection [22]. Interest-
ingly, when T-cell help is limited, BCR signaling can
synergize to potentiate germinal center B-cell selec-
tion [23

&

]. Hence, the selection of high-affinity B
cells is ensured by highly regulated cognate antigen
or bystander T:B-cell interactions. Dark zone stroma
consist of CXCL12-expressing reticular cells (CRCs)
that maintain dark zone B cells outside the light
zone. Within dark zone, B cells undergo somatic
hypermutation and class switching to promote anti-
body diversity while enhancing antigen affinity.
Newly generated B-cell clones are then selected by
germinal center Tfh cells and FDC in the light zone
[24]. To achieve their affinity maturation, germinal
center B cells undergo iterative rounds of cyclic
re-entry and proliferation of positively selected
germinal center B cells, thus maintaining the ger-
minal center reaction until the antigen clearance.

KEY POINTS

" HIV infection rapidly alters the germinal
center structure.

" FDC network alterations impair Tfh cell homeostasis.

" Germinal center B-cell reaction is overactivated by
viral persistence.

" Tfh/Tfr cell ratio seems to be an indicative marker of
bNAbs development.

" Promising strategies aim at promoting antigen
persistence in structurally preserved germinal center.

Broad neutralising and nonneutralising antibodies
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GERMINAL CENTER REACTION

HOMEOSTASIS AND POTENT HUMORAL

IMMUNITY

Germinal center homeostasis is critical for the
induction of high-affinity antibody responses
devoided of self-reactivity. Uncontrolled germinal
center reaction leads to the production of autoanti-
bodies, showing the need for a tight regulation of
Tfh–B-cell interactions [25]. A subset of lymphoid
CD4þ regulatory T (Treg) cells termed follicular
regulatory T (Tfr) cells are characterized by the
expression of both Tregs and Tfh cell-associated
markers such as Foxp3, CTLA-4, IL-10 and CXCR5.
CTLA-4 is a potent regulator of B-cell responses by
suppressing Tfh cell help via CD28 interaction [26].
Once the immune response resolved, concomitant
with the reduction of IL-2 concentration, Tfr cells
arise from Treg cell population [27

&&

,28–30]. By
expressing the IL-1 decoy receptor IL-1R2 and the
IL-1 antagonist IL-1Ra receptor, Tfr cells limit the IL-
1-induced activation of Tfh cells [29]. Thus, IL-1 axis
appears as a new potent regulator of the Tfh/Tfr
homeostasis. Tfr cells are found in low numbers
in secondary lymphoid organs at the steady state,
whereas their frequency largely increases with
antigenic persistence and ongoing germinal center
reaction [31]. Using multiplexed immunohisto-
chemistry, Sayin et al. showed that Tfr cells express
low levels of PD-1 and are found at the T-B border
outside of the germinal center [32]. Their findings
suggest that Tfr cells prevent inadequate T–B cell
interactions, thus controlling the germinal center
entry point. Finally, a recent work on Tfr cells
reports an unexpected ‘helper’ effect of Tfr cell-
derived IL-10 on germinal center reaction [33].

In sum, tissue-imaging technologies highlight
the complex spatial organization of the germinal
center that sustains highly regulated cellular inter-
actions.

HIV INFECTION AND GERMINAL CENTER

DISRUPTION

HIV-1 (hereafter HIV) infection dramatically affects
germinal center architecture during the acute phase,
thus dampening the rise of potent humoral immu-
nity. In the absence of ART treatment, follicular
CD4þ T cells are rapidly and continuously exposed
to HIV, which shows extremely high mutation rate
in vivo. HIV disseminates within follicles to consti-
tute latent reservoir after ART treatment introduc-
tion. Depending on the delay of ART introduction,
severe involution of follicles and ultimate destruc-
tion of lymphoid tissues are reported in HIVþ
patients [34] where a correlation has been estab-
lished between the destruction of lymph nodes

and the disease progression [35]. Unfortunately,
introduction of ART reverses only partially struc-
tural alterations of the follicles [36].

As previously described [37,38], Tfh cells and
IgGþ follicular memory B cells were found in higher
proportions in lymph nodes from HIVþ volunteers
as compared with those from healthy controls. To
better understand the follicular dynamics in ART-
treated patients, Moysi et al. [4

&&

] investigated by
histocytometry Tfh and B-cell-dynamics before and
after trivalent seasonal influenza immunization in
HIVþ volunteers on combined ART (cART). HIVþ
individuals showed higher Tfh cell frequencies
despite a global alteration of the follicular architec-
ture with the loss of germinal center polarity. Inter-
estingly, the preservation of the FDC network
correlated with higher Tfh frequencies before vacci-
nation and the strength of humoral immunity
induced by vaccination [4

&&

]. However, after influ-
enza vaccination in HIVþ patients, Tfh cell fre-
quency decreased, associated with a loss of FDCs
network. Taken together, these observations suggest
that, in HIV infection, Tfh and B-cell dynamics are
conditioned by the maintenance of the FDC net-
work and the preservation of the germinal center
architecture. Thus, early ART introduction appears
critical to limit HIV-induced alterations of the
germinal center.

HIV INFECTION SUPPORTS GERMINAL

CENTER ACTIVATION

Follicular CD4þ T cells constitute a major compart-
ment for HIV infection, replication and production
of viral particles in lymph nodes of viremic individ-
uals [38–40]. By being highly permissive to HIV, Tfh
cells are targeted early after infection [5,41]. How-
ever, tissue-resident Tfh cells accumulate during the
chronic phases of infection [38,39,42] suggesting
that HIV infection promotes Tfh cell development
within a propitious lymphoid environment. HIV
persistence in lymphoid tissues promotes immune
activation, which exacerbates secretion of proin-
flammatory cytokines as tumor necrosis factor-a,
interferon-g, IL-10 and IL-6 [34]. Interestingly, IL-
6 has been recently shown to promote extracellular
matrix protein 1 (ECM1), which is critical for Tfh
cell differentiation [43]. Thus, in every stages of HIV
infection, immune activation creates a cytokine
environment supporting Tfh cell development.

HIV infection alters Tfh cell gene signature
[4

&&

,38,39]. In line with previous studies, Moysi
et al. reported an increased frequency of Tfh cells
expressing cell surface markers, such as ICOS and
SLAM molecules, which are implicated in B-cell
helper functions. By combining TCR sequencing

Germinal centers B-cell reaction and Tfh cells Jeger-Madiot et al.
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and mass cytometry analysis, Wendel et al. interro-
gated the functional phenotype and TCR repertoire
composition of Tfh cells isolated from lymph nodes
of HIVþ individuals. They evidenced an expansion
of gag-reactive TCR in Tfh cell subset [44]. HIV-
specific Tfh cells presented an activated phenotype
and were less polyfunctional as they produced only
IL-21, resulting in defective B-cell development.

Altogether, these results underline the overall
activation resulting from the persistence of viral
antigens in the GCs of ART-treated patients [4

&&

].
HIV infection dramatically impacts the homeostasis
of lymphoid tissue-resident Tfh cells, which are
increased in frequency and functionally impaired.
Keeping in mind that optimal Tfh cell frequency
favors survival of high-affinity B-cell clones devoid
of self-reactivity, Tfh cell regulation appears critical
for the induction of high-affinity antibodies.

T FOLLICULAR HELPER/T FOLLICULAR

REGULATORY CELL RATIO AS A KEY

PARAMETER OF REGULATED GERMINAL

CENTER REACTION

After their discovery in 2011 [30,45,46], Tfr cells
have been extensively studied in HIV infection.
We and others showed that Tfr cells frequency is
higher in secondary lymphoid organs of HIVþ indi-
viduals compared with uninfected individuals [38].
As Tfr cells are important regulators of the germinal
center reaction, Tfh and Tfr cell dynamics are
strongly interrelated. After immunization, Tfh/Tfr
cell ratio first increases and then progressively
decreases because of the expansion of Tfr cell and
to the reduction of Tfh cells (Fig. 1). Even if the
mechanisms implicated in the fine regulation of the
Tfh/Tfr cell ratio remain unclear, Tfh/Tfr cell
homeostasis appears to depend on the antigen
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An!gen persistence
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Physiological GC reac"on

Pathological GC reac"on
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• Risk of auto-antibody production
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FIGURE 1. Key role of regulation in germinal centers reaction for broadly neutralizing antibodies’ emergence under antigenic
persistence. In physiological situation, germinal centers reaction resolution appears after antigen clearance and regulation.
Tfh/Tfr cell ratio decreases in time with Tfh cells reduction and Tfr cells increase. HIV infection leads in most patients to
a pathological germinal centers‘ reaction where antibody responses are inadequate and sometimes associated with
autoimmunity. This pathological germinal centers reaction seems to appear because of antigen persistence combined with a
lack of regulation, reflected by continuously increased Tfh/Tfr cell ratio during disease progression. bNAbs development is
associated with efficient germinal centers regulation reflected by a decreased Tfh/Tfr cell ratio over time. Thus, therapeutics
approaches allowing an optimal balance between antigen persistence and germinal centers regulation appear attractive. Tfh,
T follicular helper; Tfr, T regulatory cells.
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persistence. In a murine model of viral infection,
virus with higher replicative capacity induced
higher Tfh/Tfr cell ratio, which was, during the peak
of the germinal center response, indicative of the
protective, long-lived antibody response [47]. In this
way, Tfh/Tfr cell ratio is an essential parameter
to take into account for the study of germinal
center function and regulation in the context of
HIV infection.

In simian immunodeficiency virus (SIV) infec-
tion, monkeys show an increase of Tfh/Tfr cell ratio,
from acute to chronic phase of the disease [48]. In
humans, such longitudinal studies aremore difficult
to conduct in secondary lymphoid organs. However,
using tonsils from HIVþ patients, Roider et al. [49]
showed that children, who are known to be partic-
ularly potent to develop bNAbs, present a higher
frequency of follicular Tfh and Tfr cells but a smaller
Tfh/Tfr cell ratio than adults, suggesting a central
role of the germinal center regulation for bNAbs
emergence. Germinal center activation is first char-
acterized by an increase of the Tfh cells, which have
to be regulated by a proportionate increase of Tfr
cells. Indeed, Fan et al. [50] recently showed the
development of auto-immune antibodies in SIVþ
monkeys with persistent high Tfh/Tfr cell ratio. The
persistence of a high Tfh/Tfr cell ratio could result
from a continuous germinal center priming with
neoantigens deriving from high rate of mutation
associated with HIV replication. Interestingly,
autoreactivity associated with HIV-infection corre-
late with bNAbs development [51,52] (Fig. 1). This
emphasizes the ambivalent role of antigenic persis-
tence and ongoing germinal center reaction in the
development of efficient humoral immunity against
HIV. Altogether, these studies support the need for a
Tfh cell regulation, easily measurable by evaluation
of the Tfh/Tfr cell ratio. In addition to Tfr cells, new
follicular cell subsets have been identified to play a
role in germinal center regulation.

CXCR5R CD8R T AND NATURAL KILLER

CELLS IN THE CONTROL OF GERMINAL

CENTER REACTION

CXCR5þCD8þ T cells have been recently identified
as potent regulators of the germinal center reaction
under HIV infection. A recent study confirmed the
presence of CXCR5þ CD8þ T cells in secondary
lymphoid organs from SIVþ monkeys [53]. Follicu-
lar CD8þ T cells have also been evidenced in lymph
nodes from HIVþ individuals where local immune
activation drives their accumulation [54

&&

]. How-
ever, the role of CXCR5þ CD8þ T cells in germinal
center reaction under HIV infection is not fully
understood. Using in-vitro tonsils HIV infection as

well as in-vivo SIV infection, Miles et al. evidenced
regulatory functions associated with this cell subset.
In human tonsils, CXCR5þCD8þ T cells limit Tfh B-
helper functions through a tim-3 dependent axis.
Additionally, CXCR5þ CD8þ T cells induce Tfh cell
apoptosis through aHLA-E dependent pathway [55].
Interestingly, the overall frequency of CXCR5þ
CD8þ T cells is similar in both children and adults
but the frequency of HIV-specific CXCR5þ CD8þ T
cells is higher in children [49]. Children with high
neutralization breadth display more polyfunctional
circulating CXCR5þ CD8þ T cells than those with
low neutralization breadth [49]. Altogether, these
data suggest a strong relationship between follicular
CD8þ T cells, Tfh cell regulation and the neutrali-
zation breadth. CXCR5þ CD8þ T cells also play a
crucial role in the elimination of HIV-infected cells.
Petrovas et al. [54

&&

] showed that CXCR5þ CD8þ T
cells presented higher cytotoxic abilities compared
with conventional CXCR5" CD8þ T cells. By elimi-
nating HIV-infected cells, HIV-specific CXCR5þ
CD8þ T cells are supposed to limit viral antigen
persistence [54

&&

]. Cytotoxic CXCR5þ CD8þ T cells
appear as strong regulators of germinal center regu-
lation through Tfh/Tfr cell ratio modulation by
killing HIV-infected Tfh and Tfr cells and thus lim-
iting antigen persistence. Finally, showing that
CXCR5þ CD8þ T cells is a heterogenous popula-
tion, Shen et al. [56] recently identified a
CXCR5þCD8þ T-cell subset that does not express
cytotoxic molecules but instead supports B-cell mat-
uration through IL-21 secretion and CD40L expres-
sion. CXCR5þ CD8þ T cells appear as new actors of
germinal center reaction dynamics but their func-
tions remain complex.

Already known for their antiviral activity, natu-
ral killer cells are taking a growing importance for
their role during HIV infection. In HIVþ individu-
als, a loss of cytotoxic abilities in a blood natural
killer cell subset is associated with neutralizing anti-
body responses [57]. This study suggests that, in
blood, the decrease of activated Tfh cell killing
mediated by natural killer cells leads to a higher
Tfh cell availability and bNAb emergence [57]. Con-
sistently with this work, Rydyznski et al. [58] showed
in mice the natural killer cell role in the regulation
of germinal center reaction where natural killer cells
could limit Tfh cell frequency through a perforin-
dependent mechanism. In nonpathogenic SIV
infection of African green monkeys, Huot et al.

revealed the presence of CXCR5þ natural killer cells
in virus-free lymph nodes where FDC produce high
level of IL-15. Anti-IL-15 treatment results in natural
killer cell depletionwithin lymphnodes and leads to
viral DNA increase [59]. Potentiality of natural
killer/IL-15 pathway was recently evidenced in
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human by Garrido et al. [60] who showed that blood
natural killer cells of HIVþ patients stimulated with
IL-15 were more able to limit viral replication by
killing infected cells, as compared with unstimu-
lated natural killer cells. By limiting viral reservoir,
natural killer cells could act on germinal center
reaction by modulating antigenic persistence. If
the decrease of natural killer cell cytotoxicity pre-
serves Tfh cell compartment for high neutralizing
breadth, natural killer cell cytotoxicity appears
essential for controlling reservoir establishment in
secondary lymphoid organs.

Altogether, these data underline the critical role
of these cell actors in germinal center reaction but
future work is required to better understand their
role under HIV infection. CXCR5þ CD8þ T and
natural killer cells probably include functionally
distinct subsets, and the use of single cell approaches
would help to decipher the various functions of
germinal centers.

CONCLUSION

The development of HIV-specific bNAbs requires
sustained antigenic activation that promotes itera-
tive cycles of B-cell maturation and germinal center
reaction. In the absence of ART treatment, HIV
rapidly invades follicles. Consequently, germinal
centers are dramatically altered in their structure
and cell distribution, leading to inappropriate acti-
vated germinal center reaction. Production of cyto-
kines and chimiokines promote the development of
functionally altered Tfh cells. Tfh cell increase may
dampen the selection of high-affinity HIV-specific B
cells and in some extent, promotes the induction of
autoreactive B cells. Lessons from recent studies
indicate that early ART introduction would preserve
the Tfh cell functions. As a consequence, the fre-
quencies of HIV Env gp140-reactive intestinal B cells
is higher in patients who were treated early as com-
pared with patients who were treated during the
chronic phase of HIV infection [61]. Another, non-
exclusive idea is that the presence of viral antigens
within the follicles is required to maintain ongoing
germinal center reaction and favor bNAb develop-
ment. Therefore, the goal for ART treatment intro-
duction is to reach the right balance between on the
one hand, low-antigen persistence incompatible
with the maintenance of the germinal center reac-
tion and, on the other hand, the establishment of
HIV reservoir resulting in unregulated ongoing ger-
minal center reaction. In the latter case, one
approach is to reinforce the regulation of germinal
center in order to control altered Tfh cells. Thus, the
use of replicative-based virus vectors is a promising
vaccine strategy to promote antigen persistence and

the induction of Tfh/Tfr cell ratio compatible with
the induction of bNAbs. Therefore, strategies pro-
moting expansion of regulatory cell subsets com-
bined with systems allowing constant antigen
delivery appear to be particularly attractive (Fig. 1).
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RÉSUMÉ 

 

Ce travail de thèse vise à mieux caractériser les voies de génération des T folliculaires helpers (Tfh) chez 

l’Homme, dans un contexte physiologique et un contexte pathologique d’infection par le VIH. La 

génération des Tfh est majoritairement décrite comme reposant sur l’engagement d’un LT CD4 naïf. 

Cependant, l’hétérogénéité phénotypique au sein des réponses Tfh permet de considérer la possibilité 

d’une génération basée sur une plasticité des LT CD4 mémoires. Afin d’évaluer cette éventualité, nous 

avons développé un modèle inédit de génération d’une réponse Tfh basé sur la stimulation de splénocytes 

humains. La réponse Tfh ainsi générée présente de nombreuses similarités avec celle observée suite à une 

stimulation antigénique dans les tissus lymphoïdes. Grâce à cet outil, nous montrons les LT CD4 naïfs et 

mémoires sont capables de s’orienter vers un profil Tfh dans un environnement lymphoïde. Nos résultats 

suggèrent que l’hétérogénéité observée au sein des réponses Tfh est le reflet d’une contribution des 

différents sous-types de LT CD4. Ces différentes voies de génération de Tfh sont différentiellement 

impactées dans un contexte d’infection par le VIH in vitro. Combinées à des analyses sur d’échantillons 

spléniques issus de patients chroniquement infectés par le VIH, nos données apportent de nouvelles 

perspectives pour l’étude des processus impliqués dans l’accumulation de Tfh dysfonctionnels relatif à 

cette pathologie. Plus globalement, ce travail permet de considérer plusieurs voies possibles pour la 

génération des réponses Tfh chez l’Homme.  

 

ABSTRACT 

 

This thesis work aims to better characterize the generation pathways of human follicular T helpers cells 

(Tfh) in physiological context and pathological context of HIV infection. The generation of Tfh is mostly 

described as relying on the commitment of a naïve CD4+ T cells. However, the phenotypic heterogeneity 

within the Tfh responses allows to postulate that a Tfh cell generation pathway based on a plasticity of 

CD4 LT memory is possible. In order to evaluate this eventuality, we have developed a novel model of 

Tfh response generation based on the stimulation of human splenocytes. The resulting Tfh response 

shows many similarities with the one generated in lymphoid tissues following antigenic stimulation. Using 

this tool, we show that naïve and memory CD4+ T cells are able to orient themselves towards a Tfh profile 

in a lymphoid environment. Our results suggests that the heterogeneity observed in the Tfh response 

could rely on the contribution from different CD4+ T cell subtypes. These various generation pathways 

are differentially impacted with in vitro HIV infection. Combined with the analysis of splenic samples from 

chronically HIV-infected patients, our data provide new perspectives for the study of the processes 

involved in the accumulation of dysfunctional Tfh related to this pathology. More generally, this work 

offers a new framework for the understanding of human Tfh cell generation.  

 


