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Résumé

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire du systéme nerveux central (SNC)
faisant intervenir des facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux. Mes travaux de
thése ont eu pour objectif d’analyser I’implication de deux facteurs génétiques (Themisl et
Vavl) et d’un facteur environnemental (le stress prénatal).

Themisl et Vavl sont deux molécules de signalisation du récepteur T (TCR) qui jouent
un rdéle important dans la sélection thymique des thymocytes. Le role de Vavl a largement été
¢tudié dans les LT matures, contrairement a Themis1 dont le role reste treés peu caractérisé. Des
analyses génétiques chez I’Homme indiquent que Themisl et Vavl sont des geénes de
susceptibilité¢ a la SEP, mais les mécanismes impliqués n’ont pas été ¢lucidés. Mon équipe
d’accueil a montré chez la souris dans un modele d’encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE) que le variant naturel VavIR®W induisait une réduction modérée de
I’inflammation du SNC, mais rien n’était connu sur le role de Themisl dans cette pathologie.

Durant ma thése, j’ai donc analysé I’implication de Themisl dans la physiopathologie
de 'EAE. De plus, puisque Themisl et Vavl interagissent et que Themisl controle
positivement ’activation de Vavl, j’ai étudié¢ I’impact de la combinaison de la déficience en
Themis] avec le variant Vav1R%*W sur la susceptibilité a ’'EAE. J’ai montré que la mutation de
Themis1 induit une réduction intermédiaire de la sévérité de I’EAE et que cette réduction est
augmentée en présence du variant de Vavl. Mes résultats suggérent que cela est dépendant
d’une réduction de I’encéphalitogénicité des LT conventionnels (Tconv) mutés. La réduction
de la signalisation du TCR (notamment de la voie NF-kB) du fait de ces mutations entraine une
réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires nécessaires a la perturbation de la
barriere hémato-encéphalique, et ainsi a ’infiltration du parenchyme cérébral. Ceci résulte chez
les souris mutées en une absence d’infiltrat immunitaire dans la moelle épiniere. Notre travail
souligne ainsi I'intérét d’analyser la combinaison de plusieurs polymorphismes génétiques
ayant un faible poids pour identifier des réseaux moléculaires de susceptibilité¢ a 1’auto-
immunité qui pourraient expliquer une partie du « missing heritability ».

En dehors des facteurs génétiques, les facteurs environnementaux tels que le tabac,
I’ensoleillement (vitamine D), ou le microbiote sont aujourd’hui communément admis comme
influant sur la susceptibilité¢ a la SEP. Plusieurs études ont montré que le stress pendant la
grossesse (stress prénatal) pouvait avoir des répercussions sur la susceptibilit¢ de la
descendance a diverses pathologies psychiatriques, neurologiques ou inflammatoires.
Cependant, I’impact du stress prénatal (PS) sur la susceptibilit¢ de la progéniture a
I’inflammation du SNC reste tres peu étudié.

Dans ce contexte, nous avons utilis¢ un modele de PS chronique afin d’étudier les
répercussions que cela pourrait avoir sur la susceptibilit¢ de la descendance a développer
I’EAE. Nous avons montré que les progénitures provenant des femelles stressées développent
une EAE moins sévere en comparaison avec les progénitures issues de femelles non stressées.
Nos résultats préliminaires montrent que cette diminution est associée a une réduction de
I’infiltrat immunitaire dans la moelle épiniére, a une augmentation de la fréquence de LT
régulateurs, et a une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires. Nos résultats
mettent ainsi en évidence qu’avant méme la naissance, des facteurs environnementaux
extérieurs modulent la susceptibilité a I’inflammation du SNC, possiblement par 1’altération
des fonctions des LT CDA4.



Summary

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory disease of the central nervous system (CNS)
involving genetic, epigenetic, and environmental factors. My PhD work aimed at analyzing the
involvement of two genetic factors (Themisl and Vavl) and of an environmental factor
(prenatal stress) in susceptibility to CNS inflammation and to decipher the mechanisms
involved.

Themisl and Vavl1 are two T receptor (TCR) signaling molecules that play an important
role in thymic selection of thymocytes. Genetic analyzes in humans indicate that Themis1 and
Vavl are MS susceptibility genes, but the mechanisms involved have not been elucidated.
Although the role of Vavl has been widely studied in mature T cells, the role of Themisl
remains, however, poorly characterized. Previous work from my team using the experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) mice model of MS showed that the natural variant
Vav1R63Winduced a moderate reduction of CNS inflammation, but the role of Themis] in this
pathology was still unknown.

During my PhD, 1 therefore analyzed the involvement of Themisl in the
pathophysiology of EAE. Moreover, since Themisl and Vavl interact together and Themis1
positively controls the activation of Vavl, I studied the impact of the combination of Themis1
deficiency with the VavIRW variant on EAE susceptibility. I have shown that Themisl
deletion induces an intermediate reduction of EAE severity, and that this reduction is increased
in the presence of the Vav1 variant. My results suggest that this is dependent on a reduction in
the encephalitogenicity of mutated conventional T cells (Tconv). The reduction in TCR
signaling (in particular the NF-kB pathway) due to these mutations leads to a reduction in the
production of pro-inflammatory cytokines necessary for the disruption of the blood-brain
barrier, and thus for the infiltration of the cerebral parenchyma, resulting in the absence of
immune infiltrate in the spinal cord of mutated mice. Our work therefore underlines the interest
of analyzing the combination of several genetic polymorphisms having a low weight to identify
molecular networks of susceptibility to autoimmunity which could explain part of the "missing
heritability".

Besides genetic factors, environmental factors such as tobacco, sunlight (vitamin D), or
the microbiota are now commonly accepted as influencing susceptibility to MS. Several studies
have shown that stress during pregnancy (prenatal stress) could have repercussions on the
susceptibility of offspring to various psychiatric, neurological, or inflammatory pathologies.
However, the impact of prenatal stress (PS) on offspring susceptibility to CNS inflammation
remains poorly studied.

In this context, we used a model of chronic PS to study the repercussions that it could
have on offspring susceptibility to develop EAE. We have shown that offspring from stressed
females develop a less severe EAE compared to offspring from unstressed females. Our
preliminary results show that this decreased severity is associated with a reduction in the
immune infiltrate in the spinal cord, an increase in the frequency of regulatory T cells, and a
reduction in the production of pro-inflammatory cytokines. Our results thus show that even
before birth, external environmental factors modulate the susceptibility to CNS inflammation,
possibly by altering CD4 T cell function.
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Avant-propos

Les premicéres traces de vie sur Terre, remontant a 3,5 milliards d’années, sont principalement
composées de bactéries, et d’algues primitives unicellulaires. Tout étre vivant ayant peuplé et
peuplant aujourd’hui la planéte (nous y compris), sont les descendants de ces bactéries. Ces
organismes sont restés seuls sur Terre pendant prés de 3 milliards d’années, jusqu’a il y a
quelques 600 millions d’années, ou la vie pluricellulaire vit le jour. C’est au sein de ces premiers
étres « complexes » que Ion découvre, d’ores et déja, les premicres traces de « systeme
immunitaire » (SI). De méme que la vie pluricellulaire elle-méme, le SI tel que nous le
connaissons aujourd’hui (ou que nous tentons de connaitre), est issu de ces 600 millions
d’années d’évolution, sous la pression de la sélection naturelle.

La présence de composants du SI dans chaque étre vivant — plante, invertébré, vertébré —
souligne I’importance de ce systeme pour le maintien de la vie sur Terre. De méme, la
complexification du SI au cours de 1’évolution, avec 1’apparition de nouveaux mécanismes, de
nouvelles cellules, a mesure que les étres se complexifient, rend compte de la capacité
indispensable de ce systéme a s’adapter a son environnement. A 1’origine pensé comme ayant
simplement un role de défense de 1’organisme, on commence aujourd’hui a comprendre que
son role est beaucoup plus complexe. Certes primordial pour la défense de I’organisme
(infection, cancer), le SI joue aussi un role dans 1’organogénese, ou encore dans la régénération

tissulaire.

Chez I’Homme, le SI est composé d’un grand nombre de cellules et de génes aux roles tres
divers. Ces cellules ou composants peuvent étre regroupés en deux familles: le systéme
immunitaire inné, et le syst¢éme immunitaire adaptatif. Les cellules du SI inné (Neutrophile,
Monocyte, Macrophage, Cellule dendritique, Natural killer... etc) colonisent la quasi-totalité
des tissus de I’organisme, qu’ils patrouillent a la recherche de corps étrangers et de signaux de
danger. En cas d’infection, le SI inné est le premier a s’activer (en seulement quelques minutes),
et a combattre le pathogene infectieux (bactérie, virus, champignon, parasite). Comportant une
vaste variété de mécanismes de défense, le SI inné parvient bien souvent a se débarrasser seul
de I’infection.

Le SI adaptatif est quant a lui composé des lymphocytes B (LB), des plasmocytes (cellules a
I’origine de la production d’anticorps), et des lymphocytes T (LT), que I’on peut considérer
comme les chefs d’orchestre de la réponse immunitaire. C’est a cette derniére population

cellulaire que je me suis principalement intéressé durant ma these. On distingue au sein des LT,



les LT CD8, les LT CD4 conventionnels (Tconv) et les LT CD4 régulateurs (Treg), qui seront
décrits plus en détail dans les prochains chapitres. De maniere générale, les LT CD4 modulent
la réponse immunitaire mise en place par les différentes cellules immunitaires en les stimulant

ou en les inhibant via la production de médiateurs pro- ou anti-inflammatoires.

Le SI repose sur un principe fondamental, qu’est la discrimination du soi, et du non-soi. 11 est
en effet primordial que les mécanismes hautement inflammatoires du syst¢eme immunitaire
soient dirigés contre les pathogeénes infectieux (non-soi), et non contre les tissus de I’organisme
hote (so1). Ainsi, des mécanismes tres fins de tolérance au soi ont ét€ mis en place au cours de
I’évolution, permettant de contrdler et d’éliminer les cellules immunitaires pouvant représenter
un risque pour I’organisme. Ces mécanismes sont cependant imparfaits, et il arrive donc que
ces cellules auto-réactives (ayant la capacité de reconnaitre le soi) soient maintenues dans
I’organisme. Ce principe est le fondement méme des maladies auto-immunes. La Sclérose en
Plaques (SEP) est ’'une des maladies auto-immunes les plus répandues sur la planete avec 2,8
millions de cas. Chez les patients atteints de la SEP, une activation incontrélée du SI (et
notamment des LT) entraine la dégradation de la gaine de myé¢line autour des neurones, causant
une baisse de I’influx nerveux et ainsi la perte de la communication neuronale, responsable de
troubles neurologiques (moteurs, sensoriels et cognitifs).

Les mécanismes a 1’origine de la SEP sont encore mal connus, mais ’on sait aujourd’hui qu’il
s’agit d’une maladie multifactorielle, mélant facteurs de risques génétiques, épigénétiques, et

environnementaux.

Au cours de ma these, j’ai étudié I’implication de deux facteurs génétiques (les génes VAV1 et
THEMISI) et d’un facteur environnemental (le stress prénatal), dans la susceptibilité et la

sensibilité a I’inflammation du systéme nerveux central, dans un modéle murin de SEP.



Chapitre I - Le développement des Lymphocytes T

1. Développement TCR-indépendant

Les lymphocytes T (LT) débutent leur développement dans la moelle osseuse, avec pour origine
la cellule progénitrice commune HSC (Hematopoietic Stem Cell), donnant aussi lieu a
I’ensemble des cellules immunitaires (Figure 1). Une particularité du développement des LT
est que, contrairement aux autres cellules hématopoiétiques, la majorité de leur développement

a lieu dans un autre organe que la moelle osseuse : le thymus.

Figure 1 : De HSC a LT mature, le développement progressif des lymphocytes T

Les cellules souches hematopoiétiques proliferent et se différencient dans la moelle osseuse. Certaines
d’entre elles migrent hors de la moelle et se retrouvent ainsi dans la circulation sanguine. Parmi elles,
les MMP, CLP et CTP seraient responsables de l'infiltration intra-thymique (regroupées sous le nom
de TSP), a l'origine du précurseur thymique ETP. Celui-ci se différenciera progressivement vers les
différents stades de développement, DN (1-4), DP, et SP (4 ou §8).

Le thymus est composé de 2 lobes, au sein desquels on retrouve deux zones distinctes nommeées
cortex et médulla, séparées 1’une de 1’autre par la jonction cortico-médullaire (Figure 2). Les
cellules stromales constituant 1’épithélium du thymus ont un rdle primordial dans le
développement des thymocytes (nom donné aux LT en développement dans le thymus). Ces
cellules sont appelées cTEC dans le cortex (cortical Thymic Epithelial Cell), et mTEC dans la
médulla (medullary Thymic Epithelial Cell). Les TSP (Thymus Settling Progenitor) infiltrent

le thymus a partir de vaisseaux sanguins HEV (High Endothelial Venule), au niveau de la



jonction cortico-médullaire, et se dirigent ensuite vers le cortex grice aux signaux
chimiotactiques délivrés par les cTEC. Ces TSP colonisent les niches présentes au niveau du
thymus et donnent lieu au stade le plus précoce de développement intra-thymique : la cellule
ETP (Early Thymic Progenitor), aussi appelée DN1 (Double Négative 1) (Zietara et al., 2015).
Les thymocytes sont en effet classiquement regroupés en 4 grands sous types, selon leur
expression des protéines membranaires CD4 et CDS8, jouant le role de co-récepteur du TCR.
On différencie ainsi les thymocytes précoces « doubles négatifs » (DN ; CD4CDS"), des
thymocytes intermédiaires « doubles positifs » (DP ; CD4"CD8"), aux thymocytes avancés
« simples positifs » (SP4 (CD4°CD8") ou SP8 (CD4CDS8")). Les thymocytes transitent d’un
stade a un autre au fur et a mesure de leur développement. On peut de la méme maniere
subdiviser le stade DN en différentes sous-unités de stade de développement, nommées DN1 a
DN4 (Figure 1-2). Ces différents stades sont visualisables par I’expression des protéines
membranaires CD25 et CD44. Les DN1 sont donc CD447CD25-, les DN2 sont CD44*CD257,
les DN3 sont CD44°CD25", et enfin les DN4 sont CD44"CD25". Le thymocyte le plus précoce
est le DN1, stade auquel la cellule n’est pas encore pleinement engagée dans le lignage T. Elle
a en effet la capacité de se différencier en LTaf3, mais aussi en LTyd, NK, LB, ainsi qu’en
cellule dendritiques (DC) (Bhandoola et al., 2007). Les DN1 vont entrer en contact avec des
molécules produites par les cTEC telles que I’IL-7 (Interleukine 7), le SCF (Stem Cell Factor),
et le D114 (Delta-like protein 4), dont les récepteurs exprimés par les DN1 sont respectivement
IL-7R, cKIT, et Notchl (Ciofani & Zuniga-Pflicker, 2007). L’IL-7 et le SCF permettent ainsi
la prolifération des cellules DN1, tandis que I’activation de la voie Notch entrainera un
engagement plus profond dans le lignage T, par la restriction des autres lignages. La voie Notch
est une voie pléiotrope dont les cibles transcriptionnelles sont tissu- et contexte-dépendantes.
L’une des cibles connues de la voie Notch dans ce contexte est le géne CD25 (Maillard et al.,
2006). Ainsi, I’expression de CD25 par les cellules DN1 marque leur passage au stade DN2
(CD44°CD25"). Exprimant le récepteur de chimiokine CXCR4, les DN1 et DN2 migrent vers
la zone sous capsulaire du cortex, ou les cTEC produisent et sécrétent la chimiokine CXCL12,
ligand de CXCR4 (Ciofani & Zuniga-Pfliicker, 2007). Bien que les thymocytes DN2 précoces
soient plus profondément engagés dans le lignage T que les DN1, ils conservent toujours une
certaine capacité a se différencier en NK. Cette capacité¢ sera finalement perdue lors de
I’expression de la protéine Bcll 1b au stade DN2 tardif (toujours sous la dépendance de la voie
Notch), entrainant la répression des genes nécessaires au développement des NK (L. Li et al.,

2010).



Chapitre I - Le développement des Lymphocytes T

Figure 2 : La randonnée thymique des thymocytes en développement

Suite a son entrée dans le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire (CMJ), les cellules TSP
donnent lieu au premier progéniteur thymique : la cellule ETP/DNI. Sous la dépendance de facteurs
solubles sécrétés par le stroma thymique, les DNI se différencient successivement en DN2 puis DN3. Cette
différenciation s accompagne d 'une migration depuis la CMJ vers la zone sous capsulaire (SCZ) du cortex,
grace notamment a CXCLI2 et CCL25, ligand de CXCR4 et CCRY respectivement. Les réarrangements
V(D)J des chaines p, 9, et y, dicteront le lignage a suivre pour la cellule DN3 : soit LTy (violet), soit LTaf3
(bleu). Apres sélection beta au stade DN3, le thymocyte se différencie en DN4 puis en DP. Les cellules cTEC
testent alors les DP pour leur capacité a reconnaitre le CMH avec leur TCR : sélection positive. Les DP
ainsi sélectionnées se différencient en SP4 ou SPS8, migrent vers la médulla grace a [’expression de CCR?7,
et sont ensuite testées par les mTEC et les DC, analysant la capacité des thymocytes SP4 et SP8 a reconnaitre
des peptides du soi. Les thymocytes n’ayant reconnu aucun peptide du soi sortiront du thymus par les
vaisseaux sanguins, et migreront en périphérie, tandis que ceux ayant reconnu un peptide du soi seront
éliminés par sélection négative. (Ciofani et Zuniga-Pfliicker., 2007).



Le stade DN2 s’accompagne par ailleurs de I’expression d’un ensemble de génes spécifiques
au lignage T tels que CD3¢g, CD3y, pTa, ou encore RAG1/2 (Recombination Activating Protein
1/2) (L. Li et al., 2010; Yui et al., 2010). L’expression de RAG1/2 permet I’initiation des
mécanismes de recombinaison V(D)J indispensables a la génération du TCR (T Cell
Receptor). S’en suit une diminution de 1I’expression de la protéine CD44, indiquant la transition
du stade DN2 au stade DN3 (CD44-CD25"), thymocyte pleinement engagé dans le lignage T.
Cette transition s’accompagne d’une prolifération massive des thymocytes et d’une
augmentation de I’expression des genes précédemment cités (CD3, pTa, RAG1/2). C’est a ce
stade qu’ont lieu les réarrangements des chaines TCRP3, TCRy et TCRS entrainant in fine le

choix entre les lignages T o3 et y9.

2. Développement TCR-dépendant

a) La recombinaison V(D)J

La recombinaison V(D)J est un processus de recombinaison aléatoire et controlé de séquences
d’ADN précises, n’ayant lieu qu’au sein des LT et des LB en développement. Ce mécanisme
tres fin permet la génération d’un répertoire de TCR (ou BCR, pour les LB) extrémement vaste,
atteignant chez I’Homme une diversité théorique de 10'® TCR différents (Janeway 8th, 2012).
Le TCR est un récepteur hétéro-dimérique constitué d’une chaine alpha et d’une chaine beta,
toute deux constituées d’une partie variable (a et Bv) et d’une partie constante (o et Bc). Le
nom « V(D)J » correspond aux noms des différentes régions de I’ADN formant la partie
variable des chaines du TCR (V pour « Variable », D pour « Diversity », et J pour « Joining »).
Il existe chez ’'Homme 52 segments V, 2 segments D et 13 segments J pouvant étre
aléatoirement recombinés pour former le domaine variable de la chaine . De méme, il existe
70 segments V et 61 segments J destinés a former le domaine variable de la chaine o (Janeway
8th, 2012). Ainsi, I’assemblage aléatoire de ces différents domaines donne lieu a une tres grande
variabilité d’appariement : c’est la « diversité combinatoire ». A cette variabilité s’ajoute une
« diversité jonctionnelle » dépendante de la protéine TdT (Terminal Deoxynucleotidyl
Transferase) qui enléve et ajoute aléatoirement des nucléotides lors de 1’appariement des
fragment V/D/J (Figure 3). Les protéines RAGI1/2 exprimées au stade DN2 initient la
recombinaison de ces domaines par clivage de I’ADN ayant lieu aux stades DN2 et DN3. En
parallele de ces réarrangements se produit aussi la recombinaison des domaines des chaines 6

et y. La chaine 3 sera ensuite associée a la chaine a invariante (pTa), afin de former un pré-



TCR, tandis que les chaines d et y s’associeront entre elles pour former un TCRyo. C’est a ce
moment que le choix final entre lignage LTaf3 et LTyo aura lieu. Tandis que le pré-TCR associé
aux protéines CD3 induira une signalisation intracellulaire faible favorisant le lignage LTaf3,
le TCRy0 induira quant a lui une signalisation forte favorisant le lignage LTyd (notion de
« sélection agoniste », non détaillée ici) (Stritesky et al., 2012).

Cette signalisation du complexe pré-TCR/CD3 constitue la sélection beta, premicre des 3
étapes de sélection du développement thymiques TCR-dépendant : sélection beta, sélection

positive et sélection négative.

Figure 3 : lllustration de la recombinaison V(D)J

(A) Les domaines V, J et C de la chaine alpha, et les domaines V, D, J et C de la chaine beta forment,
apres recombinaison, les chaines alpha et beta du TCR. (B) Les domaines variables, impliqués dans la
reconnaissance du complexe CMH-peptide (CMHp), sont formés par les domaines Vo et Ja pour la chaine
alpha, et VB, DB, et JB pour la chaine beta. On distingue au sein des domaines variables, 3 a 4 régions
CDR (Complementarity-Dertermining Region) de trés haute variabilité, étant les domaines de contact
entre le TCR et le complexe CMHp. Tandis que les CDRI et CDR2 reconnaissent la molécule de CMH, le
CDR3 quant a lui reconnait le peptide antigénique présenté par le CMH. Adapté de Turner et al., 2006.

b) La sélection Beta

Une fois la chaine 3 associée a la chaine invariante pTa, le pré-TCR ainsi formé est adressé a
la membrane plasmique en association avec les protéines CD3. Cette étape a pour but de vérifier
les premiers réarrangements du TCR, en testant sa capacité a induire une signalisation
intracellulaire par le biais des protéines CD3. Contrairement a la signalisation
« conventionnelle » en aval du TCR, celle du pré-TCR serait indépendante d’un quelconque

ligand. Ce serait au contraire la polymérisation de plusieurs pré-TCR qui induirait cette



signalisation (Yamasaki et al., 2006). En plus du pré-TCR, la stimulation du thymocyte DN3
par la voie Notch est indispensable au processus de sélection beta (Maillard et al., 2006).
Lorsque ces 2 signaux ont lieu au sein du thymocyte, cela entraine I’augmentation de signaux
de survie anti-apoptotique, une intense prolifération, une exclusion allélique (inhibition de
I’expression des protéines RAG1/2 entrainant I’arrét de la recombinaison de la chaine P) et la

différenciation en thymocyte DN4, puis en thymocyte double positif « DP ».

c) La sélection positive

Entre les stades DN4 et DP, les thymocytes passent par un stade transitoire ISP (Intermediate
Single Positive) exprimant uniquement la protéine CD8 et durant lequel les cellules prolifeérent
(MacDonald et al., 1988). Ces cellules expriment ensuite la proté¢ine CD4 devenant ainsi la
population DP, majoritaire au sein du thymus (~85% des cellules composant le thymus). Les
DP précoces n’ont encore qu’une chaine B du TCR, et doivent donc par le biais de la
réexpression des enzymes RAG1/2 réaliser le réarrangement des domaines V et J de la chaine
o, afin de terminer la synthése de leur TCR. Une fois complété, ce TCR nouvellement généré
doit étre testé pour sa capacité a reconnaitre et se lier aux molécules de CMH (Complexe
Majeur d’Histocompatibilité). En effet, un LT mature (en périphérie, hors du thymus) devient
activé lorsqu’il se lie a une molécule de CMH présentant un peptide (complexe « CMHp »)
reconnu par son TCR. Pour cela, le TCR doit a la fois reconnaitre le CMH, et le peptide présenté
par le CMH. Ce mécanisme d’activation sera plus amplement décrit au Chapitre I1I, mais il
apparait d’ores et déja que la reconnaissance TCR-CMH est de premicre importance pour la
fonction des LT. Il existe 2 types de CMH : le CMH de classe I (CMH-I) et le CMH de classe
IT (CMH-II), respectivement reconnu par les LT CDS8 et les LT CD4. Le but de la sélection
positive est ainsi de sélectionner les thymocytes DP ayant un TCR capable de reconnaitre le
CMH-I ou le CMH-II avec une affinité appropriée. La notion d’affinité¢ est en effet
d’importance capitale lorsque I’on parle de TCR et de LT en développement. Ainsi, ne sont
sélectionnés positivement que les DP ayant un TCR avec une affinité modérée pour le CMH.
Les thymocytes DP ayant un TCR reconnaissant le CMH avec une affinité trop faible (étant
donc inutiles car incapable de s’activer en périphérie) mourront par manque de stimulation :
c’est la mort par négligence. De méme, les thymocytes DP ayant un TCR reconnaissant le
CMH avec une affinité trop forte (étant donc dangereux pour I’organisme, car ils pourraient

s’activer en périphérie indépendamment du peptide présenté, qu’il s’agisse de soi ou de non-



soi) seront délétés par un processus de sélection négative (Kurd & Robey, 2016). Le TCR et
son affinité pour le CMHp ne sont cependant pas les seuls impliqués a ce stade. Il a en effet été
propos¢ que la molécule de co-inhibition PD1 (exprimée au stade DP apres engagement du
TCR) induise une réduction de la signalisation du TCR, inhibant ainsi le processus de sélection
positive. Ce mécanisme pourrait permettre de finement réguler le répertoire TCR ainsi
sélectionné (Keir et al., 2005). Concernant les molécules de CMH, il est important de noter
qu’elles sont en quelque sorte des fenétres cellulaires, présentant a la membrane plasmique les
peptides (fragments de protéines) présents au sein des cellules ou dans leur environnement. En
condition basale (non-infectieuse) la quasi-totalité des peptides présents dans nos cellules, et
donc des peptides présentés par les molécules de CMH, sont des peptides du soi. 1l serait
cependant a ce stade (DP), totalement contre-productif de sélectionner positivement les
thymocytes reconnaissant les molécules de CMH présentant un peptide du soi. Afin d’éviter
cela, I’évolution a mis en place un mécanisme existant uniquement dans les cellules du cortex
thymique cTEC, responsables de la sélection positive. Une machinerie enzymatique qui leur
est propre (thymoprotéasome ; Cathépsine L) leur permet de cliver les protéines du soi en
« peptides privés » n’existant nulle part ailleurs dans 1’organisme, et pouvant alors
s’apparenter a du non-soi (Klein et al., 2014). Ces peptides privés seront ainsi présentés par les
cTEC aux thymocytes DP en développement, par le biais des molécules de CMH-I et de CMH-
II. Les DP ayant un TCR reconnaissant avec une affinité adéquate une molécule de CMH-I
deviendront des thymocytes SP8 (futurs LT CDS) tandis que ceux ayant reconnu le CMH-II
deviendront des SP4 (futurs LT CD4), ¢’est le principe de la restriction au CMH.

d) Choix de lignage CD4/CD8

Suite a la sélection positive, les thymocytes DP vont 1€gerement réduire leur expression de la
protéine CD8, devenant ainsi TCR*CD4*CD8!V. Cette réduction de la quantité de CDS a la
membrane plasmique des thymocytes DP, induira ou non une diminution de la signalisation du
TCR, selon que le TCR est plutdt affin pour une molécule de CMH-I ou une molécule de CMH-
II. En effet, les protéines CD4 et CD8 sont des co-récepteurs du TCR, indispensables a sa
signalisation. Chez un thymocyte DP ayant un TCR reconnaissant le CMH-I (en coopération
avec le co-récepteur CDS), la diminution de I’expression de la protéine CD8 entrainera une
diminution de la signalisation du TCR. Inversement, chez un thymocyte DP ayant un TCR
reconnaissant le CMH-II (en coopération avec le co-récepteur CD4), la diminution de

I’expression de la protéine CD8 n’entrainera aucune diminution de la signalisation du TCR.



Ainsi, une signalisation du TCR persistante chez les thymocytes DP TCR*CD4*CD8'°" induira
I’expression des facteurs de transcription ThPOK et GATA3, responsables de 1’engagement
dans le lignage LT CD4, tandis qu’une diminution de la signalisation engagera le thymocyte
dans le lignage LT CDS8 (He et al., 2008). Pour pallier cette diminution de la signalisation du
TCR (induisant des signaux de survie indispensables), ces thymocytes « futurs SP8 » expriment
le récepteur a I'IL-7 dont la stimulation entrainera ’activation de signaux de survie et
I’expression du facteur de transcription Runx3, responsable de 1’engagement dans le lignage
LT CDS8 (Park et al., 2010). Les thymocytes SP ainsi formés (CD4"'CD8 ou CD4 CD8") suite
a la sélection positive, vont exprimer le marqueur CD69 et le récepteur de chimiokine CCR7,
qui leur permettra de migrer depuis le cortex vers la médulla, ou les mTEC produisent et
sécretent les chimiokines CCL19 et CCL21, ligands de CCR7 (Petrie & Zuniga-Pfliicker,
2007). C’est au sein de la médulla que I’ensemble des TCR nouvellement générés seront testés

pour leur potentielle auto-spécificité.

e) Sélection négative — Mécanisme de tolérance centrale

1. Délétion et Anergie

Du fait de la nature aléatoire de la recombinaison V(D)J a I’origine de la formation des TCR,
leur spécificité est incontrolée. Apres sélection positive, le TCR d’un thymocyte pourrait aussi
bien reconnaitre un peptide du soi que du non-soi. Si ces thymocytes auto-spécifiques étaient
libérés en périphérie, ils pourraient ainsi réagir contre notre propre organisme et étre a 1’origine
de pathologies auto-immunes. I1 est donc primordial de controler ces cellules auto-spécifiques :
c’est ’induction de la tolérance centrale. Cette tolérance peut étre induite de trois manieres
différentes, soit via la délétion des thymocytes auto-réactifs, soit par une induction d’anergie
chez ces cellules, soit par la redirection de leur développement vers le lignage des LT
régulateurs, appelés Treg. Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans ces processus, tous
via leur r6le de CPA (Cellule Présentatrice d’ Antigéne) : les mTEC, les DC conventionnelles
(cDC), les DC plasmacytoides (pDC), et les LB thymiques.

Les thymocytes auto-réactifs peuvent exprimer un TCR spécifique d’un antigéne ubiquitaire
(auquel cas les CPA du thymus pourront le présenter de manicre spontanée via leur CMH),
mais aussi d’un antigéne spécifique d’un tissu donné (TRA). Afin de pouvoir présenter des
TRA via leur CMH, les mTEC expriment deux facteurs de transcription indispensables a la
sélection négative : AIRE (Autolmmune REgulator) et FEZF2 (FEZ family zinc finger protein

2). Ces facteurs permettent ainsi I’expression d’un grand nombre de TRA au niveau du thymus,



rendant possible la délétion des thymocytes auto-réactifs (Anderson et al., 2002; Takaba et al.,
2015). La mutation du gene AIRE chez I’Homme entraine un fort défaut de sélection négative,
provoquant un large spectre de manifestations auto-immunes appelé APECED (Autoimmune
PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy), démontrant I’importance de ce
mécanisme dans la prévention de maladies auto-immunes (Bjorses et al., 1998). AIRE et FezF2,
et peut-€tre encore d’autres facteurs, permettent in fine aux mTEC d’exprimer pas moins de
85% des génes du génome murin, permettant ainsi la détection d’un grand nombre de
thymocytes auto-réactifs (Sansom et al., 2014). 1l est cependant important de noter que seules
les mTEC expriment ces deux genes, contrairement aux DC, pourtant trés importantes dans le
processus de sélection négative. En effet, tandis que les mTEC ne sont que peu efficaces a
I’induction de 1’apoptose chez les thymocytes auto-réactifs, induisant préférentiellement
I’anergie, les DC sont quant a elles particulierement efficaces a I’induction d’apoptose. Cela est
probablement di a leur plus forte expression des molécules de co-stimulation, en partie
responsables de la sélection négative (Gao et al., 2002). Les DC parviennent cependant a
présenter des TRA sur leur CMH, grace premierement a la phagocytose de débris cellulaires
issus de mTEC (favorisée par le turnover trés important des mTEC), mais aussi grace a des
transferts de membrane entre les mTEC et les DC, ou encore par la sécrétion d’exosomes par
les mTEC, contenant des complexes CMHp (Hubert et al., 2011). En plus de cette présentation
antigénique de TRA « produits localement » via AIRE et Fezf2, des DC extra-thymiques
provenant de la périphérie migrent dans le thymus de maniere CCR2-dépendante (cDC) ou
CCR9-dépendante (pDC), amenant avec elles des peptides issus de leur tissu d’origine, pouvant
étre du soi ou provenir de la flore bactérienne commensale (Hadeiba et al., 2012). Ce
mécanisme permet ainsi de compléter en partie le répertoire antigénique incomplet (~85%)
présenté aux thymocytes en développement. De maniére importante, en cas d’activation en
périphérie, les DC perdent la capacit¢ de migrer au sein du thymus, évitant ainsi le risque
d’induire une tolérance a un pathogene en cas d’infection (Lopes et al., 2015). Il apparait que
les LB thymiques expriment le facteur AIRE, leur conférant la capacité de présenter eux aussi
des TRA. Ainsi, toutes les populations citées ici (mMTEC, ¢cDC, pDC, et LB) présentent des
complexes CMHp contenant des peptides ubiquitaires ou des TRA, et possedent la capacité
d’induire la délétion clonale d’un thymocyte en cas de reconnaissance du CMHp avec leur TCR
avec une affinité trop importante.

Pour finir, bien que la sélection négative soit souvent associée a la médulla tandis que la
sélection positive est associée au cortex, il faut noter que la premiére vague de sélection

négative se produit dans le cortex. Cette sélection négative est AIRE-indépendante, CCR7-
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indépendante (preuve qu’elle a lieu dans le cortex, et non dans la médulla), et fait intervenir la
présentation par les DC de peptides ubiquitaires. Il a en effet été estimé par microscopie bi-
photonique intravitale qu’un thymocyte DP interagissait avec 100 a 400 DC dans le cortex,
interaction pouvant mener a la sélection négative de ces thymocytes (Kurd & Robey, 2016;
Ladietal., 2008). Mais comme introduit précédemment, la délétion des thymocytes autoréactifs
n’est pas leur seul destin possible. Ils peuvent en effet étre redirigés vers le lignage Treg, LT

ayant la particularité d’étre anti-inflammatoires, contrairement aux LT conventionnels.

i1. Développement des LT régulateurs

En plus des mécanismes de tolérance centrale (anergie, délétion) permettant d’éviter la
production de LT auto-spécifiques, I’évolution a mis en place des cellules spécialisées (les
Treg) ayant la particularit¢ d’€étre immunosuppressives, pouvant induire une tolérance
périphérique dominante. Les Treg sont définis principalement par I’expression du facteur de
transcription Forkhead box P3 (Foxp3), qui est nécessaire a leur développement, a leur stabilité,
et a leurs fonctions suppressives. L importance des Treg et du facteur de transcription Foxp3
est illustrée par les pathologies auto-immunes se développant chez les individus ayant une
mutation sur le gene Foxp3 (syndrome IPEX chez I’Homme ; lignée Scurfy chez la souris),
menant a un défaut de Treg (Bennett et al., 2001; Brunkow et al., 2001; Fontenot et al., 2003).
Il existe deux grandes familles de Treg, différenciées selon leur origine : les Treg thymiques
(tTreg), aussi appelés Treg naturels (nTreg), et les Treg induits en périphérie a partir de LT
conventionnels (iTreg) aussi appelés Treg périphériques (pTreg). Dans ce chapitre portant sur

le développement thymique, je traiterai L L
BOX 1 — Affinité et Avidité du TCR

uniquement du développement des tTreg. La
différenciation des Tconv en i1Treg sera
traitées dans le chapitre suivant. Le prérequis
principal et nécessaire au développement
d’un tTreg est I’affinité (ou ’avidité¢ — BOX
1) de son TCR pour le complexe CMHp, qui

doit étre relativement importante.

L’affinité d’un TCR pour son complexe CMHp
associé, correspond a la force d’interaction entre un
TCR, et un complexe CMHp. L’avidité en revanche,
correspond a la somme des affinités entre chaque
TCR et CMHp associés a l’interface thymocyte-
CPA. Ainsi, P’avidit¢ d’un thymocyte pour un
complexe CMHp augmentera a mesure que la
densit¢ en CMHp augmentera a la surface d’une
CPA, tandis que I’affinité, elle, restera inchangée.

En effet, bien qu’une tres forte affinité entre un TCR et le CMHp entraine la délétion du
thymocyte en développement, il apparait qu’une intensité intermédiaire serait en partie
responsable du développement des tTreg (Figure 4). De fait, le répertoire TCR des tTreg est

enrichi en TCR auto-spécifiques (Romagnoli et al., 2002). C’est d’ailleurs cette particularité de



leur répertoire TCR qui leur confére la capacité de s’activer en périphérie au contact des

peptides du soi, empéchant ainsi I’activation de Tconv auto-spécifiques.

Figure 4: Modeéles basés sur Daffinité/avidité du
TCR

Une faible affinité/avidité entre le TCR et le CMHp
induira I’échappement a la mort du thymocyte SP4 et
son développement en Tconv, une affinité/avidité
intermédiaire induira le développement en tTreg, et
une affinité/avidité forte induira la sélection négative
par délétion clonale. Prendre en compte [’avidité au
lieu de [’affinité permet d’intégrer a la fois la notion
d’affinité du TCR, et la notion de densité de complexe
CMHp, pouvant différer d’un peptide a [’autre,
notamment s’il s 'agit d 'un peptide ubiquitaire ou d 'un
TRA. Ainsi, malgré une affinité faible, une forte densite
en CMHp peut entrainer une stimulation
intermédiaire, entrainant le développement en Treg.
Inversement, il a été montré qu une seule molécule de
CMH était capable d’induire la délétion d’'un
thymocyte fortement autoréactif. Issu de Klein et al.,

2018.

L’intensité de la signalisation du TCR n’est cependant pas le seul mécanisme a 1’origine du
développement des tTreg. Il est possible que I’origine du peptide reconnu (ubiquitaire ou TRA),
impacte différemment la sélection négative par délétion clonale et I’'induction de Treg. En effet,
une €¢tude montre que 1’expression d’un méme peptide induira plutdt la délétion de la population
de thymocyte le reconnaissant lorsqu’il est exprimé tel un geéne ubiquitaire, tandis que
I’expression « TRA-like » (sous la dépendance du géne AIRE) induit non pas la délétion des
thymocytes, mais leur différenciation en Treg (Malhotra et al., 2016). De plus, la perte du gene
AIRE induit une diminution du développement des tTreg suggérant que les TRA issus de AIRE

sont impliqués dans le développement des tTreg (Malchow et al., 2016).

Des signaux indépendants de I’interaction TCR-CMHp influencent eux aussi le développement
des tTreg, tels que les cytokines IL-2, IL-15, TGF-B, ou encore des molécules membranaires
de co-stimulation telles que CD80 et CD86. Il a d’ailleurs été proposé que le développement
des tTreg suive un processus en deux étapes. La premiere consisterait en une (relativement)
forte stimulation du TCR par le complexe CMHp, qui entrainerait I’augmentation de CD25
(chaine a de haute affinité du récepteur a I’IL-2). La seconde impliquerait la stimulation de ce
récepteur par I’IL-2 ambiant produit au sein du thymus, entrainant ainsi I’expression de Foxp3

(Lio & Hsieh, 2008).
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En dehors de I’expression de Foxp3, les Treg sont caractérisé€s par un « paysage épigénétique »
trés différent de celui des LT conventionnels (BOX 2). Ainsi, bien que Foxp3 soit nécessaire

au développement et a la fonction des tTreg, il n’en est pas pour autant suffisant pour 1’induire.

Il a en effet été montré que Foxp3

s’integre dans un  paysage
épigénétique prédéfini avant méme
qu’il soit exprimé au stade SP4
(Samstein et al., 2012), caractérisé
notamment par des régions de
déméthylation spécifiques des
Treg, ou TSDR (Treg-Specific
Demethylated Region), et étant

dépendants de la signalisation du

BOX 2 — L’épigénétique

En induisant le relachement ou la compaction des molécules
d’ADN, les modifications épigénétiques contrdlent positivement
ou négativement l’expression génique, que ce soit lors de
I’embryogénése, de I’organogénese, ou du développement des
cellules immunitaires. Les régions de I’ADN condensées sont de
fait peu accessibles a la machinerie transcriptionnelle
(hétérochromatine — geénes réprimés) alors que les régions ou
I’ADN est décondensé sont accessibles (euchromatine — geénes
activables). Ces modifications consistent en la méthylation et
déméthylation de I’ADN au niveau d’ilots CpG (respectivement
restrictive et

permissive), et en la modification post-

traductionnelle (méthylation et acétylation principalement, mais

aussi phosphorylation) des protéines d’histones.

TCR (Ohkura et al., 2012).
En résumé, le développement des tTreg repose sur une stimulation importante d’un TCR auto-
spécifique, en coopération avec les molécules de co-stimulation. Cette stimulation forte permet
d’une part la mise en place d’un profil épigénétique permissif des genes Treg-spécifiques, et
d’autre part I’expression de CD25, rendant les cellules sensibles a I’IL-2. La stimulation via
I’IL-2 permettra I’expression de Foxp3 qui, en combinaison avec différents partenaires,
participera a I’activation et la répression génique, nécessaire au transcriptome et protéome de

tTreg.

f) Tolérance périphérique

Bien que la sélection négative soit un mécanisme tres fin permettant la délétion d’un grand
nombre de thymocytes auto-réactifs, elle ne permet pas la délétion de leur totalité. Cela est en
partie di au fait que les mTEC n’expriment « que » 85% des génes de 1’organisme, laissant
donc un certain pourcentage de potentiels thymocytes auto-spécifiques incontrolés, et ce malgré
I’import de TRA par les DC migrantes. Certains d’entre eux parviennent ainsi a sortir du thymus
et se retrouvent en périphérie (devenus alors des LT matures naifs), menacant I’organisme
d’une activation contre ses propres tissus. Il est donc nécessaire d’empécher I’activation de ces
LT auto-spécifiques. Pour cela, différents mécanismes de tolérance périphérique existent,

regroupés en mécanismes actifs et passifs.



La tolérance périphérique passive repose sur quatre mécanismes intrinséques aux LT :
I’ignorance, ’anergie, la déviation phénotypique, et enfin I’apoptose. Bien qu’un LT soit
autoréactif, il est possible qu’il navigue dans I’organisme toute sa vie sans jamais rencontrer
I’antigene pour lequel il est spécifique, d’autant plus si cet antigéne se trouve dans des zones
dites « immuno-privilégiées » (zones trés peu accessibles au systéme immunitaire, telles que
les yeux, les testicules, ou encore le systéme nerveux central (SNC)). C’est ce qu’on appelle la
tolérance par ignorance. Le LT autoréactif peut cependant rencontrer un jour I’antigéne pour
lequel il est spécifique. La plupart du temps, cet antigéne sera présenté par une molécule de
CMH, en absence de molécule de co-stimulation (pourtant indispensable a I’activation d’un LT.
Voir Chapitre II et III). Cette interaction TCR-CMHp en absence de co-stimulation, entraine
I’anergie des LT, définie par un état passif et hypo-répondeur a la restimulation.

Dans le cas ou un LT recevrait ces 2 signaux (CMHp et co-stimulation), il peut subir la
tolérance par déviation phénotypique, consistant en I’activation du LT mais avec
I’acquisition de fonctions effectrices non pathogéniques (polarisation Th2 plutdt que Thl par
exemple. Voir Chapitre II). Enfin, I’activation d’un LT autoréactif peut se solder par la mort de
ce dernier par AICD (Activation Induced Cell Death), dépendante de I’engagement du

récepteur de mort Fas par son ligand Fas-L.

Si ces mécanismes ne suffisent pas et qu'un LT autoréactif s’active malgré tout, un autre
mécanisme inhibiteur peut étre mis en place : la tolérance périphérique active. Cette dernicre
repose sur la population de LT CD4 régulateurs précédemment décrite. Les Treg possédent un
grand nombre de fonctions suppressives leur permettant d’inhiber la réponse inflammatoire en
intervenant a différents niveaux. Ces différents mécanismes seront décrits au prochain chapitre,

apres avoir introduit les mécanismes de 1’activation des LT.



Chapitre II - Role des Lymphocytes T dans la défense de

P’organisme et dérives pathologiques

L’organisme est sujet a différents types de menaces, telles que le développement de tumeurs ou
d’infections par des virus, des bactéries, des champignons ou encore des parasites. Afin de
pouvoir réagir efficacement contre ces différents types de menaces, 1’organisme est doté d’une
grande variété de cellules, appartenant par exemple a la grande famille des lymphocytes T.
Celle-ci regroupe a la fois les LTa3 conventionnels tels que les LT CD4 et les LT CD8, mais
aussi des LT non conventionnels tels que les LTyo, les LT CD8aa, les MAIT (Mucosal
Associated Invariant T cell) ou encore les NKT (Natural Killer T cell) pouvant avoir des
localisations et des roles distincts. Durant ma theése, je me suis principalement intéressé aux
LToaf conventionnels, et me limiterai donc a la description de ces différentes populations

cellulaires.

1. Un LT c’est bien ; un LT activé, ¢’est mieux (pas toujours)

a) Recherche de I’ame-sceur (peptidique) au sein des OLII

D’abord « LT matures naifs » apres leur sortie du thymus, les LT (CD4 et CD8) vont migrer au
sein des organes lymphoides secondaires (OLII) tels que les ganglions lymphatiques (LN,
lymph node) et la rate, grace a ’expression des marqueurs CCR7 et CD62L représentant les
« codes d’entrée » de ces tissus (Figure 5). On y retrouve majoritairement des LT et des LB,
cloisonnés a différentes régions au sein de I’OLII (zone-T et zone-B pour les LN), et a moindre
mesure des CPA. C’est au sein de ces OLII que les LT peuvent étre activés par une DC leur
présentant un complexe CMHp. Les DC sont des cellules tissulaires (en opposition aux cellules
circulantes telles que les neutrophiles), retrouvées en grande partie au niveau des épithéliums
tels que celui de la peau ou de I’intestin. Comme 1’indique le nom de « cellules sentinelles »
souvent donné aux DC, leur role est de scanner leur environnement a la recherche de
perturbations de 1’homéostasie du tissu, telles que la présence de pathogeénes ou de cellules
tumorales. En cas de rencontre avec un pathogene, la DC va s’activer, le phagocyter, le digérer
a l’aide d’enzymes, et processer des peptides provenant de ce pathogene via les voies

d’apprétage des molécules de CMH-I et -II.



Figure 5 : Transmigration du sang vers un tissu (ici un OLII)

La migration d’une cellule du sang vers un tissu se fait en différentes étapes. Des interactions faibles entre
selectines (ici CD62L sur le LT) et glycoprotéines (CD34 ou GlyCAM) permettent le ralentissement de la cellule
dans un mouvement de roulement sur l’endothélium du vaisseau sanguin. Ensuite, [’engagement du récepteur
de chimiokine CCR7 par ses ligands CCL19 et CCL21 permet [’activation de l’intégrine LFA-1, entrant alors
dans une conformation de haute-affinité pour son ligand. La liaison forte entre LFA-1 et ICAM-1 permet I’ arrét
de la cellule. Celle-ci va alors changer de conformation, « ramper » sur [’endothélium avant de le traverser
entre deux cellules endothéliales par diapédeése. Adapté de Janeway 8th, 2012.

Suite a son activation, la DC va maturer et ainsi exprimer les marqueurs lui permettant de migrer
au sein de I’OLII le plus proche (tels que CCR7), augmenter son expression des molécules de
CMH-I et -11, et augmenter son expression des molécules de co-stimulation telles que CD80 et
CD86. Une fois au sein de ’OLIIL, la DC migre dans la zone T ou elle sera scannée par
I’ensemble des LT matures naifs présents sur place. La trés grande variabilité du répertoire TCR
des LT implique donc que la proportion de LT spécifiques d’un peptide donné est tres
faible. Ainsi, les LT naviguent d’un ganglion a I’autre via les vaisseaux lymphatiques, scannant
les DC présentes a la recherche de la DC présentant le complexe CMHp dont ils sont
spécifiques, et continuent ainsi de migrer tant qu’ils ne 1’ont pas rencontrée. De méme, la DC
activée et mature ayant migré au sein de I’OLII suite a sa rencontre avec un pathogene, peut
attendre un certain temps avant de rencontrer un LT spécifique pour un peptide présenté.
Contrairement aux LT, la DC ne migre pas d’un ganglion lymphatique a un autre. Sa
localisation est en effet primordiale, puisqu’elle se situe au plus pres du tissu ou elle a détecté
le pathogene. Afin de permettre aux LT de scanner efficacement les CMHp des DC avec leur
TCR, ces deux populations expriment des marqueurs d’adhésion cellulaire tels que LFA-1 et
CD2 sur les LT, interagissant respectivement avec ICAM-1/2 et CD58 sur les DC. Ces

interactions de relativement faible affinit¢ permettent aux LT d’interagir suffisamment



longtemps avec les DC a la recherche d’'un CMHp associé. La DC activée rencontrera
finalement un ou plusieurs LT dont le TCR reconnait des complexes CMHp qu’elle présente,

initiant ainsi 1’activation du LT.

b) Les signaux d’activation

L’engagement du TCR (et de son co-récepteur CD4 ou CDS) par un complexe CMHp constitue
le premier signal a ’origine de 1’activation d’un LT. L’interaction CMHp-TCR entraine
I’activation d’une signalisation complexe en aval du TCR, indispensable a ’activation d’un LT.
Cette signalisation, les protéines impliquées (telles que Vavl et Themisl) et les conséquences
qui en découlent seront décrites précisément dans le chapitre suivant. L’un des effets de
I’engagement du TCR, sera I’activation de I’intégrine LFA-1, entrainant son changement de
conformation. Ce changement lui confere une affinité élevée pour les protéines ICAM-1 et -2,
et stabilise ainsi I’interaction LT-DC. Aussi important que soit le TCR et sa signalisation dans
I’activation d’un LT, ils n’en sont pas pour autant suffisants. En effet, un LT qui serait stimulé
uniquement par son TCR deviendrait alors anergique (cf. Partie 1.2.f). Ainsi, le second signal
indispensable a [’activation d’un LT est port¢é par les molécules de co-stimulation.
L’engagement de CD28 a la surface du LT par CD80 et CD86 exprimées par les DC activées,
entraine une augmentation de I’activation des voies de signalisation au sein des LT, menant a
leur survie et prolifération. Cette prolifération est notamment permise par 1’augmentation de
I’expression de CD25 par les LT en cours d’activation, leur permettant de capter I’IL-2 produit
de manicre auto- et paracrine. En retour, les LT vont stimuler les DC pour leur permettre de
compléter leur maturation, grace a I’expression de CD40L par les LT, engageant CD40 sur les
DC. Cette restimulation des DC entraine une augmentation de leur expression des molécules
de co-stimulation et leur permet de sécréter diverses cytokines responsables de la polarisation
des LT, dont la nature dépend de I’origine du pathogene rencontré¢ (Medzhitov & Janeway,
1997; J. Zhu et al., 2010) Cette stimulation par les cytokines constitue le troisiéme signal

d’activation d’un LT.

c¢) Cinétique de I’activation des LT

Du fait de la trés faible proportion de LT spécifiques d’un complexe CMHp donné, 1’une des

premicres réactions d’un LT en réponse a son activation par une DC est son expansion clonale,
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consistant en une intense prolifération durant 4 a 5 jours. Suite a cette prolifération, certains LT
commencent a acquérir leurs fonctions effectrices a mesure qu’ils se polarisent sous la
dépendance des cytokines produites par les DC, tandis que d’autres développent un phénotype
de LT mémoires. On parle alors de LT effecteurs (Teff) et de LT centraux mémoires (Tcwm).
Les Teff ainsi activés doivent migrer vers le tissu d’origine de la DC afin de moduler la réponse
immune. Pour cela, lors de I’interaction LT-DC, la DC va envoyer des signaux de « homing »
aux LT, leur permettant d’exprimer les récepteurs de chimiokines adéquats. Tandis que les Teff
sortiront ainsi de I’OLII pour migrer vers le site infectieux ou tumoral, les Tcwm resteront au sein
de POLII. Apres avoir migré au sein du tissu infectieux et avoir joué leur rdle, la majorité des
Teff mourront. Cependant certains d’entre eux survivent et deviennent des LT effecteurs
mémoires (Tem), population de LT mémoires circulants, ou encore des LT résidents
mémoires (Trm), population restant au sein du tissu enflammé. Ainsi, suite a ’infection
primaire, différentes populations de LT mémoires pré-activés existent, localisée dans les OLII,
dans le sang et dans le tissu cible. La capacité de ces cellules a s’activer, proliférer, et acquérir
des fonctions effectrices plus rapidement que des LT naifs, constitue les bases de la mémoire
immunologique des LT, responsable d’une meilleure protection de 1’organisme en cas

d’infection secondaire.

2. Les sous-types de LT
a) Les LT CD8, des lymphocytes cytotoxiques (CTL)

Apres activation par le CMH-I d’une
BOX 3 — CMH et cross-présentation

DC (avec I’aide d’un LT CD4), les LT
CDS8 se différencient en cellules tueuses
CTL (Cytotoxique T Lymphocyte).
Lorsqu’une cellule est infectée par un
virus ou une bactérie intra-cellulaire, les
composants de ces pathogeénes sont
traités comme les composants du soi au
sein de la cellule, et sont ainsi présentés
par les molécules de CMH-I (BOX 3).
De méme, lorsqu’une cellule devient
suite  a

tumorale I’apparition de

Exprimé par I’ensemble des cellules nucléées de notre
organisme, le CMH-I présente des peptides endogénes,
provenant de ’intérieur de la cellule. Le CMH-II est quant a
lui exprimé majoritairement par les CPA (DC, macrophage,
LB et TEC dans le thymus), et présente des peptides exogénes,
ayant ¢été endocytés ou phagocytés par la cellule. Cependant,
si des cellules tissulaires sont infectées par un virus, lorsque
certaines mourront et permettront a des DC de s’activer en
réponse a ce virus, celui-ci sera exogene vis-a-vis de la DC.
Elle devrait alors le présenter sur son CMH-II, et ne pourrait
donc pas activer un LT CDS. Pour pallier ce défaut, les DC
ont la facult¢ unique de pouvoir réaliser la cross-
présentation, a savoir présenter des peptides exogenes sur le
CMH-I.



mutations sur certains de ses génes, des peptides issus des protéines ainsi modifiées (nommées
« le soi altéré ») seront eux aussi présentés par les molécules de CMH-I1. De par leur capacité
a reconnaitre et s’activer en réponse au CMH-I, les CTL ont la capacit¢ de détecter une
modification anormale au sein d’une cellule de 1’organisme. Lorsqu’une cellule infectée ou
tumorale est ainsi reconnue par un CTL, une synapse immunologique (aussi appelée kynapse)

se forme entre le CTL et sa cible.

Le CTL recrute ses granules cytotoxiques composées de perforine et de granzyme au niveau de
la synapse immunologique, ou ils seront ensuite sécrétés. Tandis que les molécules de
perforine se polymériseront pour former un canal transper¢ant la membrane plasmique de la
cellule cible, les molécules de granzyme utiliseront ce canal pour rentrer au sein de la cellule
cible et y entrainer I’apoptose par activation de la voie des caspases. La cellule cible activera
son suicide par apoptose, empéchant ainsi la prolifération du pathogeéne intra-cellulaire ou
I’expansion de la tumeur. Les CTL sont aussi fortement pro-inflammatoires de par leur
production de cytokines telles que I’IFN-y (Interféron-y) ou le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-
a), cytokines pléiotropes discutées par la suite. Suite a leur réactivation au sein du tissu
infecté/tumoral, et a la cytolyse de plusieurs de leurs cibles, la majorité¢ des CTL meurent a leur
tour. Une partie d’entre eux va cependant acquérir un phénotype mémoire (Trm) tout en restant

dans le tissu cible pour surveiller I’environnement en cas de potentielle réapparition du danger.

b) Les LT CD4, des lymphocytes auxiliaires (Th)

Bien qu’il semble que les LT CD4 soient eux aussi capables d’étre cytotoxiques, cela ne
constitue pas leur role premier. Ces cellules sont en effet spécialisées dans le controle de la
réponse immunitaire par la modulation de I’activation des autres cellules immunitaires, telles
que les macrophages, les neutrophiles, les CTL ou encore les LB. De par ce rdle, les LT CD4
sont appelés les « LT auxiliaires », ou encore les « T helper » (Th). Ce controle passe
majoritairement par la production et la sécrétion de cytokines, dont la nature différe selon les
sous-populations de Th, impactant donc différemment les cellules cibles. Ainsi, lorsqu’une DC
va s’activer en réponse a un pathogeéne, celle-ci déterminera le type de réponse immunitaire le
plus apte a répondre efficacement pour éradiquer 1’infection. Les cytokines produites par les
DC mais aussi par les autres cellules du systéme immunitaire inné, induiront donc la

différenciation des LT CD4 en I’un des différents sous-types de Th, tels que les Thl, Th2,
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Th17... selon le besoin. On parle aussi de polarisation des LT CD4. (Figure 6). Dans cette

partie, je vais me focaliser surtout sur les Thl, Th2, Th17 et TFH, populations les mieux

étudiées, notamment chez I’Homme.

1. Thl

Différenciation. Afin d’induire la différenciation des LT CD4 en Thl, les DC (et macrophage)
produisent et sécrétent de I’IL-12, en réponse par exemple a une infection bactérienne
intracellulaire (Heufler et al., 1996). En se fixant sur son récepteur, 1’IL-12 active le facteur de
transcription STAT-4, entrainant ainsi la production et la sécrétion d’IFN-y. Par un effet
autocrine, I’I[FNy entraine 1’activation de STAT-1, permettant 1’expression du facteur de
transcription T-bet (Hsich et al., 1993; Thieu et al., 2008). Les NK représentent eux aussi une
source potentielle d’IFN-y (paracrine) pouvant promouvoir la différenciation Thl. T-bet, est le
« master regulator » pour I’induction et la maintenance des Th1, induisant et réprimant un grand
nombre de génes (Szabo et al., 2000). En effet, lorsqu’un LT CD4 se différencie en un sous-
type de T helper, il active d’un coté les génes de ce lignage, tandis qu’il réprime
épigénétiquement les genes des autres lignages. Ainsi, T-bet est impliqué dans la répression des
genes exprimés au sein des lignages Th2 ou des Th17. T-bet n’est pas le seul a jouer ce role
d’activateur et répresseur de I’expression génique. En effet, STAT-4 contrdle lui aussi
I’expression de certains génes, en inhibant indépendamment de T-bet 1’expression de 1’1L-4 par
exemple, cytokine du lignage Th2 (Thieu et al., 2008; Vahedi et al., 2012).

En dehors des cytokines IL-12 et IFN-y, la différenciation en Th1 est aussi impactée par
la « force du signal », ou autrement dit I’intensité de la signalisation en aval du TCR et des
molécules de co-stimulation (Constant et al., 1995; VanPanhuys et al., 2014). En effet,
I’engagement du TCR par de faibles concentrations de ligand entraine plutot la production d’IL-
4, tandis qu’une forte concentration entraine la production d’IFN-y (Constant et al., 1995). De
méme, une interaction plus longue avec une DC exprimant plus fortement les molécules de co-
stimulation telles que CD8O0, entrainera la différenciation en Th1 plutét qu’en Th2 (VanPanhuys
et al.,, 2014). Une des explications avancées dans cette étude est la corrélation directe qu’ils
observent entre I’intensité de I’engagement du TCR et I’expression du récepteur a I'IL-12 a la
surface des LT CD4, augmentant la sensibilité des LT CD4 a I’IL-12. Alternativement, un autre
lien peut étre fait entre la signalisation du TCR et la différenciation Thl. Il a récemment été

montré que le tandem Foxo3/Eomes était lui aussi impliqué dans la différenciation en Thl, en



induisant directement 1’expression de I'IFN-y (Stienne et al., 2016). Ceci suggere que
I’augmentation de ’intensité de la signalisation du TCR induirait la différenciation en Thl via
deux voies distinctes mais interdépendantes, 1’une faisant intervenir I’IL-12 et STAT-4, ’autre
I’axe Foxo3/Eomes. D’autres protéines interviennent dans la différenciation Thl, telles que

Runx1, Runx3, ou encore HIx.

Roles bénéfiques. Les LT CD4 de type Thl sont spécialisés dans la lutte contre les pathogenes
intracellulaires tels que les virus et les bactéries intracellulaires (Sullivan et al., 2005), et dans
la lutte contre les tumeurs (Sullivan et al., 2005; J. Zhu et al., 2010). Ces cellules sont I’une des
sources principales d’IFN-y, cytokine pléiotrope hautement pro-inflammatoire. L’IFN-
vy produit par les Thl permet entre autres de stimuler 1’activité cytotoxique des CTL,
d’augmenter les capacités phagocytaires des macrophages et DC, ainsi que leur expression des
molécules de CMH-I/-II et de co-stimulations. Cette augmentation des fonctions présentatrices
des macrophages par I’IFN-y est primordiale pour la réactivation des Th1l et LT CD8 lorsqu’ils
arrivent au sein du tissu apres avoir été activés dans I’OLII. L’IFN-y permet aussi la
commutation isotypique des immunoglobulines (Ig) vers la classe 1gG2a, classe pouvant activer
la cascade du complément et pouvant opsoniser les pathogenes, améliorant ainsi la phagocytose
par les macrophages possédant un récepteur FcyR (reconnaissant la partie constante Fc des
anticorps). Les Th1 produisent également d’autres cytokines telles que I’IL-2 (facteur de survie
et de prolifération pour les LT), le TNF-a (hautement pro-inflammatoire, stimule le systeme
vasculaire, les macrophages, peut induire 1’apoptose, régule des geénes impliqués dans le
chimiotactisme, 1’adhésion cellulaire, la présentation antigénique, le remodelage tissulaire...
etc), le GM-CSF (Granulocyte-Macrophages Colony-Stimulating Factor) et la lymphotoxine
alpha (LTa). Lorsque ces mécanismes hautement inflammatoires fonctionnent normalement
(en lieu et temps voulus, avec une intensité maitrisée), cela ne pose pas de probleme. Au
contraire, c’est lorsque la réponse immunitaire devient incontrolée que cela peut engendrer de

graves conséquences.
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Figure 6 : Différenciation en lignages distincts de T helper

Suite a la reconnaissance d’'un complexe CMH-peptide sur une CPA activée, les LT CD4 vont s activer, proliférer,
et se différencier en un sous-type de LT CD4 helper spécialisés. Cette spécialisation dépend grandement de
[’environnement cytokinique dans lequel se trouve le LT CD4. Ainsi, I'IL-12 entrainera la différenciation en Thl ;
UIL-4en Th2 ; le TGF-Bet I'IL-6 en Thl7 ; le TGF-fet I'lL-4 en ThY ; le TGF-f et I'IL-2 en iTreg ; et enfin I’IL-
6 en TFH. Tous ces lignages sont associés a [’expression de facteur de transcription surnommés « master
regulator » tels que T-bet, GATA-3, ou encore ROR-y pour les Thi, Th2 et Thl7 respectivement. Enfin, chaque T

helper produit une ou plusieurs cytokines spécifiques, telles que I’IFN-y pour les Thl ou [’IL-4 pour les Th2. Issu
de Russ et al., 201 3.

Roles néfastes. Les Thl ont longtemps été pensés comme le sous-type majoritaire de LT
responsable des maladies auto-immunes. On retrouve en effet une signature de la réponse T de
type Th1 dans beaucoup de pathologies auto-immunes telles que le diabete de type 1 (T1D), le
psoriasis, ou encore la sclérose en plaques (SEP) (Belge et al., 2014; Liblau et al., 1995).
L’inhibition de la réponse Thl dans des modéles murins tels que I’encéphalomyélite auto-
immune expérimentale (EAE), étant le modele le plus répandu pour étudier la SEP, peut mener
dans certains cas a I’amélioration de la maladie, montrant I’importance de la réponse Thl
(Sospedra & Martin, 2005; Szabo et al., 2003). La SEP, I’EAE, et la physiopathologie de cette
maladie seront traitées plus précisément dans un prochain chapitre, mais il apparait que I’'IFN-

v, le TNF-a, et le GM-CSF, jouent toutes des roles clés dans cette maladie.



En dehors des maladies auto-immunes, les Th1 peuvent aussi étre déléteres dans le cadre de
maladies inflammatoires de 1’intestin (maladie de Crohn) ou neurodégénératives (Alzheimer)
(Browne et al., 2013). Enfin, un autre role délétere partiellement attribué¢ aux Th1 est le GYHD
(Graft versus Host Disease), ou maladie du greffon. Dans le cadre de transfert de moelle osseuse
pour le traitement de leucémie aigu€, les LT du donneur peuvent s’attaquer aux cellules de
I’hdte et entrainer des conséquences parfois mortelles pour le patient. Les Thl ont longtemps
€té mis en opposition avec les Th2 qui auraient quant a eux un réle généralement protecteur

dans le cadre des maladies auto-immunes (Liblau et al., 1995).

ii. Th2

Différenciation. Les LT CD4 se différencient en Th2 suite a leur stimulation avec de I’IL-4,
activant le facteur de transcription STAT-6, responsable de I’expression du master regulator
des Th2 : GATA-3. La source de I’'IL-4 a I’origine de la différenciation en Th2 a longtemps été
recherchée, et il semblerait qu’elle provienne des €osinophiles ou des basophiles. GATA-3 et
T-bet sont des protéines antagonistes, inhibant les génes que 1’autre promeut. Cet antagonisme
est particulicrement important lors de la mise en place d’une réponse immunitaire, afin
d’assurer 1’efficacité de la réponse mise en place dans un contexte donné. Hormis I’inhibition
des genes de type Thl, GATA-3 stimule ’expression des cytokines IL-4, IL-5, et IL-13. Tout
comme pour STAT-4 dans la différenciation des Thl, STAT-6 est aussi impliqué dans
I’activation et la répression de 1’expression de geénes spécifiques permettant la différenciation
en Th2 (Vahedietal., 2012). L’IL-2 semble aussi jouer un role important dans la différenciation
des Th2 via ’activation de STAT-5 qui collabore avec GATA-3 dans I’induction et la
répression génique (J. Zhu et al., 2010). Enfin, comme mentionné précédemment, une intensité
faible de la signalisation du TCR peut entrainer indépendamment d’un apport en cytokine
I’expression de GATA-3 etde I'IL-4 (Yamane et al., 2005). D’autres protéines telles que IRF4,

c-maf, ou encore Setdbl jouent elles aussi un rdle dans la différenciation des Th2.

Roles bénéfiques. Les Th2 sont importants pour I’immunité antiparasitaire. Ces cellules
produisent principalement de I’[L-4, IL-5, IL-10 et IL-13. L’IL-4 et I’'IL-5 sont impliquées dans
I’activation des basophiles et €osinophiles, cellules composées d’une grande quantité de
granules a pH respectivement basiques et acides. Ces granulocytes ont un réle primordial dans
la lutte contre les parasites, souvent trop gros pour €tre phagocyté par les macrophages. L’1L-4

produit par les Th2 induit la commutation isotypique des Ig vers la classe IgE, pouvant étre
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reconnue et liée par les basophiles et les mastocytes, exprimant son récepteur FceR. La fixation
de I'IgE sur son récepteur entraine la dégranulation de ces cellules, libérant des molécules
hautement inflammatoires telles que 1’histamine, ou encore des protéases. Les Th2 peuvent
aussi stimuler les €osinophiles via leur sécrétion d’IL-5, ayant pour effet de les stimuler et de
les faire proliférer. Les Th2 peuvent aussi étre bénéfiques dans la cadre de maladies auto-
immunes telles que la SEP, que ce soit en antagonisant la réponse Th1, ou en inhibant la réponse

immune par la production d’IL-10 (Imam et al., 2007; Liblau et al., 1995).

Roles néfastes. Le premier role pathogénique auquel on pense quand on parle de Th2 est leur
role prépondérant dans les réponses allergiques. Le recrutement et 1’activation des basophiles
et éosinophiles, 1’aide a la génération d’IgE par les LB entrainant une hypersensibilisation des
mastocytes, pouvant alors sécréter de grandes quantités d’histamine, créent ensemble un
environnement inflammatoire néfaste, particulierement au sein des voies respiratoires (asthme
allergique) (Wills-Karp, 2004) ou encore au niveau de la peau (dermatite atopique). Bien
qu’étant premierement été décrit comme bénéfique dans le cadre des maladies auto-immunes,
les Th2 peuvent eux aussi se montrer pathogéniques, comme c’est le cas dans le SLE (Lupus
érythémateux) caractéris€ par la production d’auto-anticorps dirigés contre de multiples

organes (Ko et al., 2022).

iii. Th17

Différenciation. Les Thl7 ont ét¢ découverts bien plus tardivement, tandis que le dogme
immunologique supposait I’existence d’uniquement deux populations de Th, les Thl et Th2
(Infante-Duarte et al., 2000; Mosmann & Coffman, 1989). La différenciation en Th17 nécessite
la présence d’IL-6 et de TGF-f, et est soutenue par 'IL-1B (Veldhoen et al., 2006). Par
I’activation de STAT-3, I’[L-6 entraine 1’expression de I’IL-21 et du master regulator des Th17
: RORyt (Ivanov et al., 2006). L’IL-21 permet d’amplifier cette réponse de maniere autocrine,
en entrainant elle aussi 1’activation de STAT-3. De plus, I’'IL-21 induit 1’expression du
récepteur a I’IL-23, dont le signal permet la différenciation terminale des Th17 (Harrington et
al., 2005). Lors de leur différenciation, les Th17 acquierent I’expression du facteur de
transcription AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), qui joue un role primordial dans I’induction
de la production d’IL-22 au sein des Th17, mais aussi au sein des Th22, seul autre sous-type de

Th a exprimer AhR. Contrairement aux autres facteurs de transcriptions clés des différents



lignages Th, le facteur AhR est un récepteur xénobiotique, étant activé par différentes molécules
étrangeres a 1’organisme présentes dans 1’environnement (Veldhoen et al., 2008). En plus de
controler la production d’IL-22 par les Th17, AhR entraine aussi une augmentation de la
production d’IL-17. Concernant I’implication de I’intensité de la signalisation du TCR, ceci est
plus controversé au sein des Th17. Il a ét¢ montré qu’en présence des cytokines polarisantes
Th17, une stimulation faible du TCR (et de CD28) ¢était plus efficace pour induire la
différenciation en Th17 (Purvis et al., 2010). Inversement, il a aussi ét¢ montré que
I’augmentation de 1’engagement du TCR, la encore en condition polarisante, entrainait une
augmentation de la production d’IL-17 (lezzi et al., 2009). Comme résumé par Bhattacharyya
et Feng, dans les deux cas ces observations ont été faites en situations polarisantes qui,
contrairement a ce qui a €té vu pour les Thl et Th2, est indispensable a la différenciation en
Th17 quelle que soit I’intensité de la signalisation du TCR. Ces derniers supposent ainsi que
dans le cas des Th17, le milieu cytokinique jouerait un role primaire, tandis que la signalisation

du TCR serait secondaire, et contexte-dépendant (Bhattacharyya & Feng, 2020).

Roles bénéfiques. Ces cellules sont particulierement importantes dans la mise en place d’une
réponse contre les bactéries extracellulaires et les champignons. L’IL-17A et I’IL-17F produit
pas les Th17, induisent une forte activation vasculaire, permettant une augmentation du débit
sanguin et de la perméabilité vasculaire la ou elles sont sécrétées. En combinaison avec la
sécrétion de chimiokines (telles que CXCLS8), elles permettent un tres fort recrutement des
polynucléaires neutrophiles, population majoritaire dans le sang (chez I’Homme), spécialisées
dans la phagocytose et la NETosis (Neutrophil Extracellular Trap). Les Th17 sécretent aussi
deux autres cytokines, I’IL-21 et I’[L-22. Tandis que I’'IL-21 est impliqué dans la génération de
centre germinatif, ’[L-22 stimule le systéme immunitaire inné et les épithéliums de la peau, de
I’intestin et des poumons, afin de leur faire produire des molécules de défense telles que des
peptides antimicrobiens. Les Th17 sont aussi impliqués dans la lutte contre les tumeurs.
Cependant, I’immunité anti-tumorale est un domaine complexe, dont I’efficacit¢ dépend
grandement du type de tumeur. Il a ainsi été montré que la réponse Th17 pouvait dans certains
cas étre bénéfique comme dans I’élimination de mélanome (Muranski et al., 2008), tout comme

elle pouvait étre délétere dans le cadre de carcinome du foie (J. P. Zhang et al., 2009).

Roles néfastes. La découverte du sous type Thl7, a tres vite mené a la prise de conscience que
les Th1 n’étaient pas les seuls (principaux) T helper responsables des maladies auto-immunes.

Le rdle prédominant des Th17 dans ces pathologies est aujourd’hui clairement établi, telles que
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dans la SEP (Jadidi-Niaragh & Mirshafiey, 2011), le psoriasis (Belge et al., 2014), la
polyarthrite rhumatoide (RA), ou encore la maladie cceliaque (Faghih et al., 2018). Les
pathologies inflammatoires intestinales, telles que la maladie de Crohn, des pathologies
inflammatoires des voies respiratoires telles que I’asthme (Alcorn et al., 2009) ou encore le
GvHD (Ratajczak et al., 2010), sont elles aussi amplifiées par les réponses de type Thl7, se

révélant hautement inflammatoires.

iv. TFH

Différenciation. Lors de I’activation d’un LT CD4, une partie des cellules issues de I’expansion
clonale pourra se différencier en LT folliculaires (TFH) responsables de 1’aide aux LB. Cette
différenciation se fait sous la dépendance de I’'IL-6, induisant le master regulator Bel-6.
L’expression de Bcl-6 lors de la différenciation en TFH s’accompagne de la répression de son
antagoniste Blimp-1, et ainsi de ’inhibition « initiale » des autres masters regulators (T-bet,
GATA-3, RORyt). Lors de leur différenciation, les TFH acquierent 1’expression d’ICOS, PD-
1, CD40L, et surtout de CXCRS5, toutes nécessaires a leur fonction. ICOS est une molécule de
co-stimulation dont le ligand est exprimé par les LB, PD-1 une molécule de co-inhibition, et
CXCRS5 est le récepteur de la chimiokine CXCL13 produite dans la zone B, permettant ainsi la
migration des TFH de la zone T jusqu’a la zone B. CD40L quant a elle permet de stimuler les
LB, exprimant le récepteur CD40. En parallele, les TFH produisent de I’'IL-21 agissant de
maniere autocrine pour favoriser la différenciation en TFH, et de maniere paracrine dans 1’aide
aux LB. Malgré la description des TFH comme un sous-type de Th a part entiere, malgré
I’inhibition initiale des masters regulators Th1/2/17, des études suggérent que les TFH
pourraient au cours de leur différenciation exprimer ces dits masters regulators, et avec eux des
caractéristiques propres aux sous-types de Th en question comme la production de cytokines
types (Olatunde et al., 2021). Enfin, il est important de noter que les TFH ne sont pas des
cellules uniquement résidentes, restreintes au sein des follicules B des OLII. Différentes
populations de TFH circulants (cTFH) sont en effet tres étudiées chez ’Homme. Bien qu’elles
ne semblent pas exprimer Bcl-6, ces cellules expriment les marqueurs et cytokines typiques des
TFH (CXCRS, PDI1, ICOS, IL-21) et leur présence correle avec la réponse humorale.
(Eisenbarth, 2019; Olatunde et al., 2021).

Roéles bénéfiques. En migrant dans la zone B, les TFH ont I’opportunité d’interagir avec un LB

activé, et ainsi de participer a la mise en place d’'une immunité humorale efficace. Cette



interaction est en effet primordiale pour la formation d’un centre germinatif permettant la
maturation des LB, induisant leur commutation isotypique, la maturation d’affinité de leur BCR
(B Cell Receptor), et la mise en place de LB et de plasmocytes mémoires. Tout cela est possible
grace a la production d’IL-21 par les TFH, et a leur expression de CD40L. En plus d’induire la
commutation isotypique, les TFH peuvent aussi la diriger vers différentes classes d’Ig
(Immunoglobuline — Anticorps) via leur production de divers types de cytokines (IgG2a/IgG2c
via ’'IFN-y, IgG1/IgE via I’IL-4 et IL-13, 1gG3 via I’IL-17 et enfin IgA via le TGF-) et ainsi
aider a I’adaptation de la réponse selon le contexte inflammatoire (Gensous et al., 2018;
Olatunde et al., 2021). Cette maturation des LB est primordiale a la génération d’anticorps de
hautes affinités, tels que des anticorps IgG de type neutralisant, primordiaux dans la lutte contre

le HIV (Locci et al., 2013).

Roles néfastes. Les maladies auto-immunes sont souvent associées a une production
d’anticorps dirigés contres des molécules du soi, aussi appelés auto-anticorps, impliquant ainsi
les LB et les TFH dans la physiopathologie de ces maladies. Le lupus est une des maladies auto-
immunes les plus étudiées concernant les TFH. C’est une maladie multi-organes au cours de
laquelle de grandes quantités d’anticorps sont dirigées contre des composants nucléaires des
cellules. Cette production d’anticorps est dépendante des TFH, pour lesquels on observe lors
de la maladie une prolifération anormale, associ¢e a une dérégulation des centres germinatifs
(Jacquemin et al., 2015). De la méme maniere, on retrouve des IgG de haute affinité au sein des
articulations lors de polyarthrite rhumatoide, au niveau des synapses neuromusculaires lors de
la myasthénie, ou encore au sein du SNC ou du sérum lors de la sclérose en plaques (Lalive et
al., 2006). La présence d’IgG indique qu’il y a eu formation d’un centre germinatif, étant
dépendant des TFH. On retrouve par ailleurs lors de ces maladies, des structures lymphoides
ectopiques appelées follicules, promouvant la fonction des LB et plasmocytes, comme ce peut
étre le cas au sein du SNC lors de la sclérose en plaques. Les pathologies auto-immunes
impliquant anticorps et TFH sont trés nombreuses, et comprennent notamment le diabete de
type 1, le psoriasis, la dermatite atopique, I’hépatite auto-immune, le syndrome de Sjogren, ou

encore la thyroidite de Hashimoto (Gensous et al., 2018).



vii. Th9, Th22, Thxx... Faut-il continuer ?

Le papier de Mosmann & Coffman en 1989 a été le premier a décrire 1’apparente dichotomie
au sein des LT CD4, entre Th1 et Th2. Cette vision a perduré pendant 15-20 ans, jusqu’a ce que
la description d’un 3°™ type de T helper soit faite : les Th17 (Harrington et al., 2005; Infante-
Duarte et al., 2000; Ivanov et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). Depuis, les découvertes de
« nouvelles populations » basées sur I’expression d’autres cytokines (IL-9, IL-25, IL-22...) ont
mené a la description et caractérisation de nouveaux « lignages » de LT CD4 helpers. La
relevance de ces différents nouveaux lignages (et I’appartenance méme de ces populations a
des lignages distincts) est cependant discutable. En effet, la proximité de ces populations avec
les lignages existants (Th9 avec Th2; Th22 avec Thl7) rend la discrimination de ces
populations complexes, et leur relevance physiopathologique ambigué. Ainsi, poussé d une part
par la complexification de la famille des Th, et d’autre part par 1’utilisation de plus en plus
fréquente de technologies d’analyses profondes (Single-cell RNA-seq ; ATAC-seq ; CYTOF)
qui illustrent les limites de la catégorisation des Th par une simple cytokine et/ou un facteur de
transcription, un groupe de chercheurs a récemment propos€¢ une approche différente de la
question (Tuzlak et al., 2021). L’idée est ici de caractériser les Th non pas par les cytokines
qu’ils produisent, mais par les immunités qu’ils mettent en place, par les cellules qu’ils aident
- une sorte de retour a la définition méme de leur nom : « LT helper », a I’'image des TFH aidant
les LB dans les follicules et des Treg étant régulateur. Comme illustré dans la figure 7, on
retrouve ainsi I’immunité de type 1, impliquée dans 1’aide aux DC, monocytes et macrophages ;
I’immunité de type 2, impliquée dans I’aide aux LB, éosinophiles, basophiles et mastocytes ; et
enfin I’'immunité de type 3, impliquée dans I’aide aux tissus non-immunitaires (barricres
épithéliales, cellules stromales). Cette revue n’a pas pour but de changer « réellement » la
classification des Th utilisée dans la communauté scientifique, mais plutot d’amener une
réflexion quant a I’approche que nous en avons. D’autant que nous n’avons pas encore abordé
la notion de plasticité entre les différents lignages de Th, affinant encore un peu plus les

frontiéres les séparant.



Chapitre II - Role des Lymphocytes T dans la défense de [’organisme et dérives

pathologiques

Figure 7 : Vers un nouveau modeéle de classification des LT CD4 helper ?

Ce schéma représente une vision alternative du systeme immunitaire et plus particulierement de la place
des LT CD4 helper au sein de ce systeme. Ils sont ici classifiés non pas selon les cytokines qu ’ils produisent,
mais selon les types cellulaires qu’ils vont impacter. Ainsi, les réponses de type 1 entraineront [ activation
des phagocytes tels que les monocytes et les macrophages, les réponses de type 2 impacteront les
mastocytes, basophiles, é¢osinophiles et enfin les LB, et pour finir les réponses de type 3 engageront des
cellules principalement non-immunitaires telles que les cellules épithéliales. Ce modele est basé sur une
interconnexion des différentes réponses, et une certaine plasticité entres ces derniéres. Issu de Tuzlak et
al, 2021.

c) Stabilité de lignage et plasticité

Apres avoir décrit ces différents sous-types comme indépendants voire méme mutuellement

exclusifs, il est important de mentionner qu’une certaine plasticité existe entre les différents
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lignages, permettant & un sous-type de T helper de se trans-différencier en un autre sous-type,
ou du moins d’acquérir une partie de ses fonctions effectrices (Figure 8).

Cette plasticité évolue au cours de la différenciation d’un LT CD4, allant d’un potentiel
hautement plastique (LT mature naif) vers un LT de moins en moins plastique, mais de plus en
plus spécialisé/différencié (LT effecteur/mémoire). Si la capacité¢ d’un LT CD4 a étre plastique
diminue au cours du temps, c’est parce que sa stabilité, elle, augmente. En effet comme
mentionné dans les précédents paragraphes, les étapes de différenciation s’accompagnent
d’activation et de répression de 1’expression génique de maniére directe par le biais de facteurs
de transcription, mais aussi de manicre indirecte via la mise en place d’un paysage épigénétique
spécifique du lignage en question.

Ces deux notions — stabilité et plasticité — peuvent paraitre opposées et non réconciliables, mais
forment finalement un duo efficace, d’ou leur préservation au cours de 1’évolution. Lors de la
mise en place d’une réponse immunitaire pour contrer un danger, si la réponse nécessaire est
de type Thl, il est alors primordial d’empécher le LT CD4 de se différencier en Th2 ou Th17,
du moins dans un premier temps. L’environnement inflammatoire au sein de I’organisme va
ensuite évoluer, et il pourra étre nécessaire que la réponse immunitaire soit a terme modifiée.
Ainsi, le LT CD4 différencié en Thl doit pouvoir s’adapter a ces changements, et de fait adapter
sa réponse. La notion de stabilité peut étre illustrée par 1’incapacité d’un LT CD4 différenci¢ in
vitro en Thl, de produire de I’IL-4 et ce méme sous culture en condition Th2 pendant plusieurs
jours (et vice versa) (Grogan et al., 2001). Inversement, il a ét¢ montré que des LT CD4
transgéniques possédant un TCR spécifique du LCMV (Virus de la Chorioméningite
Lymphocytaire) différenciés in vitro en Th2, puis transférés dans des souris C57Bl/6 formaient
une population de LT CD4 mémoires dans la souris receveuse, capable de produire de I’TFN-y
en réponse a I’infection par le LCMV, illustrant ainsi la plasticité de ces cellules (Lohning et
al., 2008). De méme, le groupe du Dr Stockinger a montré en utilisant des souris « fate-

mapping » IL-17 ; Rosa26"™" (Box 4) dans .
BOX 4 — Systeme Rosa26

un modele d’EAE, que la majorité¢ des LT
CD4 produisant de I'I[FN-y dans la moelle
épiniere ¢étaient des « ex-Th17 », montrant
quune cellule initialement activée et

différenciée en Thl7, pouvait malgré tout

L’expression de la cre-recombinase sous la dépendance
du géne IL-17 entraine I’excision d’un codon stop et
ainsi ’expression continue de YFP, rendant visible les
cellules qui ont, un jour, exprimé I’IL-17, méme si elles
ne ’expriment plus a moment donné. On peut ainsi

différencier les cellules Th17 des « ex-Th17 ».

produire une cytokine de type Thl (Hirota et al., 2011). Bien qu’il ait ét¢ montré que cette
plasticité puisse étre bénéfique, que ce soit en évitant une réponse Thl excessive qui serait

autrement pathogénique (Neumann et al., 2014), en rendant des Th2 capables d’éliminer une
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infection virale (Hegazy et al., 2010)., ou en repolarisant des Th17 en Tr1 (cellules régulatrices
productrices d’IL-10) (Gagliani et al., 2015), cette plasticité est aussi étudiée pour son role
pathogénique au sein des Treg, ou la polarisation vers les lignages Thl et Th17 peut étre

synonyme d’amélioration comme de pertes de fonctions suppressives (Qiu et al., 2020).

Figure 8 : La plasticité des lignages de T helper

Les cytokines sont impliquées dans la différenciation des différents lignages (i.e. leur polarisation), mais
aussi dans leur capacité a « transgresser » les barrieres entre les lignages (i.e. plasticité). On retrouve ainsi
des LT CD4 de type Th1/Th2, ou encore de type Th1/Thl7, du fait de leur stimulation avec des cytokines
appartenant aux différents lignages. Issu de Dupage & Bluestone, 2016.



d) Les LT CD4 régulateurs

Nous avons vu dans le chapitre précédent le développement des Treg thymiques (tTreg), aussi
appelés Treg naturels (nTreg), constituant un lignage a part des Th décrit précédemment. En
effet, contrairement aux LT CD4 naifs encore non différenciés dans les OLII, les nTreg ont été
pré-activés dans le thymus et ont déja mis en place des verrouillages épigénétiques spécifiques.
De plus, la nature méme de leur répertoire TCR est différente puisqu’enrichie en TCR auto-
spécifiques (cf. partie I.e)ii.). Cependant les LT naifs ne se différencient pas uniquement en LT
helper pro-inflammatoires, mais peuvent aussi se différencier en LT régulateurs périphériques

(pTreg), alors appelés Treg induits (iTreg).

1. Les Treg induits

Différenciation. Tout comme pour la différenciation en Th1, Th2 ou Thl17, la différenciation
en 1Treg nécessite une stimulation en présence de cytokines particulieres : TGF-3 et IL-2. Ces
cytokines permettent d’une part I’induction du lignage Treg, et d’autre part 1’inhibition de la
différenciation dans les autres lignages. Ainsi, tandis que le TGF-f inhibe la différenciation en
Thl et Th2, et que I’IL-2 inhibe la différenciation en Th17, les protéines smad2/3 et STAT-5
(respectivement activées par le TGF-f et I’[L-2) vont promouvoir 1I’expression de Foxp3 en se
liant sur leurs sites de liaison présents au niveau des régions régulatrices du géne (Zheng et al.,
2010). De plus, ces cytokines instruisent des signaux de survie permettant de contre balancer
les signaux pro-apoptotiques induit par Foxp3 une fois exprimé.

Etant issus de LT CD4 conventionnels, les iTreg ont un répertoire TCR majoritairement dirigé
contre le non-soi, contrairement a celui des nTreg. Cependant, bien que non enrichi en TCR-
auto-spécifiques, la nature du TCR semble la encore avoir un réle dans la différenciation en
iTreg. Des chercheurs ont en effet montré que la population d’iTreg générée suite au transfert
adoptif de Tconv dans une souris lymphopénique, avait un répertoire TCR différent des Tconv
non différenciés en 1Treg (Lathrop et al., 2008). Ceci suggere que 1’accessibilité d’un peptide
et I’affinité d’un TCR pour ce peptide pourraient impacter la différenciation en iTreg. Dans ce
sens, une ¢tude montre qu’un peptide de forte affinité est plus efficace a induire des iTreg, mais
uniquement s’il est présent en faible quantité. L’ augmentation de la quantité de peptide entraine
une diminution de la différenciation en iTreg (Gottschalk et al., 2010). En effet, une trop forte

signalisation du TCR active la voie AKT-PI3K-mTOR et entraine I’inhibition de la



différenciation en iTreg. Une autre étude montre elle aussi une diminution de 1’induction
d’iTreg avec I’augmentation de I’engagement du TCR, mais I’explique autrement (Molinero et
al., 2011). Bien qu’ils observent également une augmentation de la voie AKT-PI3K-mTOR,
celle-ci ne semble pas étre responsable. Dans cette étude c’est 1’activation du facteur de
transcription NF-kB qui, en induisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
I’IFN-y et le TNF-a, entraine I’inhibition du lignage Treg. L ’inhibition de la voie NF-kB ou le
blocage de I’'IFN-y et du TNF-a, permettent tous deux de restaurer la différenciation en iTreg
méme sous forte stimulation du TCR. Dans la méme id¢e, il a €t€ montré que la protéine de co-
stimulation CD28 était inversement corrélée a la génération d’iTreg, dont 1’engagement
entraine I’activation de la voie AKT-PI3K-mTOR. Ainsi, les protéines de co-inhibition CTLA-
4, PD-1 et CDS5 sont quant a elles positivement corrélées avec I’induction d’iTreg (Josefowicz
et al., 2012; M. O. Li & Rudensky, 2016).

Les 1Treg et nTreg différent par leur stabilité fonctionnelle. Du fait de leur induction a partir de
LT conventionnels matures, les iTreg n’ont pas de verrouillage épigénétique permettant
I’expression des genes anti-inflammatoires ou inhibant [’expression des geénes pro-
inflammatoires. De méme, les régions géniques régulatrices de I’expression de Foxp3 ne sont
pas pleinement hypométhylées, comme elles le sont chez les nTreg (notamment le CNS2 —
Conserved Non-coding Sequence). Ainsi, sous I’influence de cytokines pro-inflammatoires, un
1Treg perdra plus rapidement 1’expression de Foxp3 et redeviendra un LT effecteur. Il est ainsi
primordial de pouvoir différencier iTreg de nTreg, notamment lorsque 1’on vise 1’utilisation de
ces cellules a des fins thérapeutiques (Sakaguchi et al., 2008). Les roles bénéfiques et néfastes
des Treg seront traités dans la partie suivante, aprés avoir décrit les différents mécanismes

inhibiteurs que possedent ces cellules.

Enfin, le sujet abordé ici touche les Treg induit Foxp3*. Il est cependant important de
mentionner que d’autres populations de LT CD4 régulateurs induits n’exprimant pas Foxp3 ont
été décrits, a savoir les Trl et les Th3. Tandis que les Tr1 produisent majoritairement de 1’IL-

10, les Th3 produisent surtout du TGF-f3.
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i1. Les fonctions suppressives des Treg

Les Treg, qu’ils soient nTreg ou iTreg, disposent de différents mécanismes cellulaires et
moléculaires leur permettant d’inhiber les cellules du systéme immunitaire (Tconv, CDS, LB,
NK...), que ce soit de maniere contact-dépendant ou a distance (Figure 9).

Leur mécanisme le plus connu est la production de cytokines inhibitrices, telles que I’IL-10 et
le TGF-B principalement, mais aussi 1’IL-34 (Bézie et al., 2015) et ’'IL-35 (Collison et al.,
2007), plus récemment décrites. En se fixant sur leurs récepteurs présents sur les cellules cibles,
ces cytokines inhibent leur réponse inflammatoire et les dévient vers une activité¢ de résolution
de I’inflammation.

Les Treg peuvent aussi agir plus en amont de la réponse immunitaire, en empéchant I’activation
ou la réactivation des Tconv via la modulation de la fonction des CPA. La proté¢ine CTLA-4
joue ici un role trés important. Exprimée par les Treg, elle a une affinité 16 fois supérieure pour
CD80 et CD86 que CD28 (Van Der Merwe et al., 1997), et entre ainsi en compétition avec les
Tconv pour ce signal nécessaire a leur (ré)activation. La fixation de CTLA-4 sur CD80
entrainerait aussi I’expression de I’enzyme IDO par les DC, catabolisant ainsi le tryptophane
en kynurenine, un métabolite inhibant les Tconv (Fallarino et al., 2003). Enfin, il a aussi été
montré que les Treg étaient capables grace a CTLA-4 de trans-endocyter la protéine de co-
stimulation CD80 (Qureshi et al., 2011; Wing et al., 2008), privant ainsi complétement les
Tconv de ce signal. Dans le méme esprit, il a tout récemment ét¢ montré que les Treg étaient
aussi capables de voler aux DC le complexe CMH-peptide lui-méme, de maniere antigéne-
dépendante via leur TCR (Akkaya et al., 2019).

Les Treg peuvent aussi entrainer des perturbations métaboliques, notamment grace a leur
expression constitutive de CD25, la chaine de haute affinité du récepteur a I’IL-2. En exprimant
fortement son récepteur, les Treg sont capables de diminuer la quantité d’IL-2 disponible dans
le milieu, et ainsi de priver les autres LT de ce signal primordial pour leur survie et leur
prolifération (Pandiyan et al., 2007). De méme, de par leur expression des ectoenzymes CD39
et CD73, les Treg ont la capacité de métaboliser I’ATP présent dans le milieu en ADP puis en
adénosine inhibitrice. Cette inhibition fonctionne ainsi a deux niveaux, le premier consistant a
¢liminer I’ATP (ayant un réle dans la maturation des DC par exemple), et le deuxieéme en
produisant 1’adénosine inhibitrice dont la liaison sur son récepteur A2A entraine I’inhibition
des Tconv (Borsellino et al., 2007; Lappas et al., 2005).

Enfin, les Treg disposent d’un dernier mécanisme un peu plus extréme : la cytolyse. Empécher

I’activation d’une cellule en la tuant, est effectivement un moyen d’y arriver. Pour cela, les Treg
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expriment suite a leur activation la machinerie cytolytique traditionnelle, a savoir les molécules
de perforine et le granzyme, dont I’expression entraine par exemple 1’augmentation du

pourcentage de NK et de LT CDS8 en apoptose au sein d’une tumeur (Cao et al., 2007).

Figure 9 : Les fonctions suppressives des Treg

Les LT CD4 régulateurs, ou Treg, possédent différentes fonctions suppressives leur permettant de controler
le systeme immunitaire, et notamment [’activation des LT conventionnels. a) La production de cytokines
inhibitrices telles que I'IL-10, I’'[L-35 ou encore le TGF-f. b) La cytolyse par le biais de [’expression de
perforine formant des pores dans la membrane de la cellule cible, et de granzyme rentrant par ces pores
et activant ’apoptose par le biais des caspases. ¢) Les perturbations métaboliques telles que la privation
en IL-2 via la forte expression de CD25 ou encore la génération d’adénosine inhibitrice par le biais de
CD39 et CD73. d) L’ inhibition de la fonction des CPA, en les privant de leurs molécules de co-stimulation
ou en leur faisant produire [’enzyme IDO, responsable de la génération de kynurénine inhibant les Tconv.
Issu de Vignali et al., 2008.
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Roles bénéfiques. Grace aux fonctions suppressives décrites ci-dessus, les Treg sont impliqués
dans la tolérance au soi, mais aussi dans la résolution de 1’inflammation suite a 1’activation du
systtme immunitaire, dans la tolérance materno-feetale, ou encore dans 1’homéostasie
intestinale. Pour citer quelques exemples, il a ét¢ montré que les Treg ont un effet bénéfique
lors de diverses maladies auto-immunes telles que la polyarthrite thumatoide, le diabete de
typel, le psoriasis, le SLE, ou encore la SEP (Duffy et al., 2019; Malviya et al., 2020).

Un ¢élément qui influence la capacité des Treg a mener a bien leurs fonctions suppressives est
leur polarisation. Sous la dépendance de signaux cytokiniques, les Treg peuvent exprimer les
masters regulators des lignages Th1, Th2, Th17 ou TFH. Ainsi, un Treg T-bet" pourra exprimer
des récepteurs de chimiokine cl¢ du lignage Th1 tels que CCRS et CXCR3, ce qui lui permettra
de migrer dans les tissus ou se trouve les Thl, et ainsi de les inhiber (Koch et al., 2009; Qiu et
al., 2020).

En revanche, si cette polarisation est poussée un peu trop loin, les Treg peuvent commencer a
acquérir des fonctions pro-inflammatoires, et perdre au passage leurs capacités suppressives.
On retrouve ainsi chez les patients atteints de maladies auto-immunes telles que la SEP, des
Treg exprimant I’IFN-y et ayant en partie perdu leurs fonctions suppressives (Dominguez-Villar

etal., 2011).

Roles néfastes. Le principal cas de figure ou les Treg sont déléteres, est lors de réponses anti-
tumorales. En effet, les Treg vont infiltrer la tumeur en nombre, inhiber les fonctions lytiques
des CTL et des NK, diminuer I’inflammation locale et ainsi limiter le recrutement de nouvelles
cellules, induire le développement de nouvelles cellules inhibitrices telles que les MDSC
(myeloid derived suppressor cells), ou encore promouvoir directement la croissance tumorale
par le biais de facteurs angiogéniques (Takeuchi & Nishikawa, 2016).

Un second cas de figure est lors de réponses inflammatoires au cours d’une infection par un
pathogene, ou ils peuvent empécher la mise en place d’une réponse effectrice efficace. C’est
par exemple le cas lors d’une infection par un parasite pouvant sécréter un analogue du TGF-
B, induisant ainsi la génération de Treg Foxp3™ impliqués dans I’inhibition de la réponse
immunitaire contre ce parasite, permettant ainsi 1’établissement d’une infection chronique

(Grainger et al., 2010).
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Dans les deux chapitres précédents, nous avons souligné I’importance de la signalisation du
TCR et des variations de son intensité. Nous avons vu que ceci a des conséquences majeures
que ce soit dans le développement thymique des thymocytes (choix de lignage, survie ou
délétion clonale) ou dans leur activation en périphérie dans les OLII et la polarisation qui en
découle. Nous verrons ici en quoi consiste cette signalisation, en décrivant les différents acteurs

qui la compose.

1. Engagement du TCR (interaction cellule-cellule)

a) La synapse immunologique

L’engagement du TCR nécessite la présentation par une CPA, d’un complexe CMH-peptide
qui sera reconnu a la fois par le TCR et par son co-récepteur CD4 ou CDS8. Et bien que lorsqu’on
parle de signalisation du TCR, on ne mentionne quasiment que cette interaction (£ molécules
de co-stimulation), d’autres interactions sont requises pour stabiliser le contact LT-CPA et
permettre I’activation d’un LT, telles que les intégrines LFA-1 et VLA-4, avec leur ligand
respectif [CAM-1 et VCAM-1, ou encore la protéine CD2 sur le LT reconnaissant CD48/CD58
sur la CPA (Figure 10). L’ensemble de ces protéines forment la synapse immunologique,
découpée en 2 zones SMAC « actives » (Supra Molecular Activation Cluster) dénommées
cSMAC pour la zone centrale (contenant TCR, co-récepteurs et molécules de co-stimulations)
et pPSMAC pour la zone périphérique (contenant les molécules d’adhésions de type intégrines).
Une 3% zone SMAC, « passive » quant a elle, consisterait en 1’exclusion de trés grandes
protéines qui pourraient interférer avec le rapprochement des deux cellules. C’est I’initiation de
la signalisation du TCR qui permet la formation de cette synapse immunologique, entrainant
en retour une augmentation de la stabilité et ainsi la durée de I’interaction (Valitutti &

Espagnolle, 2006).
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Figure 10 : La synapse immunologique

Suite a ’engagement du TCR d’un LT avec le complexe CMHp d’'une CPA, si [ affinité est suffisamment grande
pour maintenir le contact assez longtemps, alors une synapse immunologique va commencer a se mettre en
place entre les deux cellules. La synapse immunologique est découpée en 3 parties appelées cSMAC, pSMAC
et dASMAC, délimitant les régions centrale, periphérique et distale respectivement. On retrouve au sein de la
partie centrale des microclusters de TCR, CD4 et CD28, entourés par un anneau d’intégrines telles que LFA-
1 formant le pSMAC, et permettant la stabilisation de l'interaction entre la CPA et le LT. Enfin, on retrouve
exclues des cSMAC et pPSMAC des protéines a grands domaines extracellulaires telles que CD43 ou CD45.
Cette structuration de la synapse immunologique est dépendante de la signalisation du TCR, et est mise en
place grdce au remodelage du cytosquelette d’actine et de microtubules. Issu de Valitutti et Espagnolle, 2005.
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b) TCR-CD3-CD4 : prérequis a la signalisation du TCR

Le TCR est composé de 2 chaines (alpha et beta) constituées chacune de 2 domaines (variable
et constant — cf. chapitre 1). Cependant aucun de ces domaines ne possede une activité
enzymatique pouvant initier la signalisation, ni méme de résidu pouvant étre la cible d’une
enzyme. C’est pourquoi le TCR est toujours associ¢ a la protéine CD3, et a proximité de son
co-récepteur CD4 ou CDS (on simplifiera par la suite en ne mentionnant plus que CD4). CD3
est une protéine composée de 6 sous-unités (1 chaine y, 1 chaine 0, 2 chaines ¢ et 2 chaines ()
possédant 1 a 3 domaines ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) pour un
total de 10 ITAMs, pouvant chacun étre phosphorylé sur 2 tyrosines (Figure 11). Ce nombre
peut paraitre anecdotique mais pourrait €tre en fait primordial dans 1’appréciation de
’affinité/avidité du TCR pour son ligand. En effet, il a ét¢ démontré que la réduction du nombre
d’ITAM entrainait un défaut de sélection négative dans le thymus et ainsi une maladie auto-
immune multi-organe 1étale (Holst et al., 2008). La protéine CD4 est composée de 4 domaines
extracellulaires et dispose d’une petite région intracellulaire, ne possédant ni activité
enzymatique, ni résidu pouvant étre phosphorylé. En revanche, CD4 interagit constitutivement
avec la protéine kinase Lck, appartenant a la famille src. Ainsi, lorsque le TCR se lie au
complexe CMHp, et que le co-récepteur CD4 reconnait le domaine 2 du CMH-II, il y a un
rapprochement physique entre la kinase Lck et les domaines ITAM de CD3. Lck ayant été
montré comme déja active a 1’état basal (Nika et al., 2010), va ainsi pouvoir phosphoryler les
domaines ITAM, et ainsi initier la signalisation du TCR. L’activité de Lck est régulée par la
phosphorylation de 2 tyrosines, étant Y-394 (activatrice) et Y-505 (inhibitrice, entrainant le
repliement de la protéine par interaction de p-Y-505 avec son domaine SH2 (BOX 5).

L’augmentation de son activité suite & | pov s pomaines dlinteraction protéique

I’engagement du TCR reste sujet a débat,
certains décrivant un pool de Lck activé
inchangé entre état basal et TCR engagé (Nika
et al, 2010), d’autres montrant une
augmentation de sa fonction apres stimulation

du TCR (Philipsen et al., 2017). Le contrdle de

Plusieurs types de domaines impliqués dans les
interactions protéine-protéine reviennent fréquemment
lorsque I’on s’intéresse a la signalisation intracellulaire.
Voici les principaux d’entre eux, qui seront mentionnés
dans le chapitre 3 : SH2 — phospo-Y ; SH3 — PRR
(prolin-rich region) ; PH (plecstrin homology) —
phospholnositol.

la phosphorylation de Lck semble aussi avoir lieu en fonction de réarrangements spatio-
temporels. On citera I’exemple de la protéine CD45 qui est exclue de la synapse vers la région

dSMAC apres engagement du TCR.
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Figure 11 : La signalisation proximale

En haut a gauche : Le TCR et ses protéines associées (CD3 et CD4) en absence de stimulation. En haut
a droite : Rapprochement de CD4 suite a ['engagement du TCR, permettant la phosphorylation des ITAM
par Lck et le recrutement/activation de ZAP-70, entrainant la formation du complexe LAT-Gads-SLP-76.
En bas : Les complexes LAT-Gads-SLP-76 phosphorylés sur différents résidus permet le recrutement
d’un grand nombre de protéines de signalisation, aboutissant a [’activation des quatre grandes voies qui
seront décrites par la suite.



CD45 possede en effet deux domaines intra-cellulaires a activité phosphatase, pouvant
déphosphoryler les deux tyrosines de Lck, et donc exercer un effet activateur ou répresseur. Cet
effet va varier au cours du temps, que ce soit a I’initiation de I’engagement du TCR (pas de
synapse immunologique encore formée donc pas d’exclusion de CD45), au milieu de
I’engagement du TCR (exclusion de CD45) et apres I’engagement du TCR (Rossy et al., 2013;
Rudd, 2021).

2. Signalisation proximale (ZAP-70, LAT, SLP-76)

Suite a la phosphorylation des ITAM, la kinase ZAP-70 (Zeta chain-Associated Protein kinase)
est recrutée par interaction de ses 2 domaines SH2 avec un domaine ITAM, puis elle-méme
phosphorylée par Lck entrainant ainsi son activation. ZAP-70 phosphoryle ensuite deux
protéines que ’on peut caractériser de protéines échafaudages, de par leur absence d’activité
enzymatique et leur grand nombre de domaines d’interactions protéiques, permettant le
regroupement de multiples protéines, favorisant ainsi leurs interactions. On retrouve
premicrement LAT (Linker for Activation of T cell), une petite protéine de 37kDa possédant
un domaine d’ancrage dans la membrane plasmique lui permettant de se situer a proximité du
TCR (Figure 11). LAT possede 5 tyrosines phosphorylables par ZAP-70 (Paz et al., 2001),
permettant notamment le recrutement de protéines a domaine SH2 comme GADs (Grb2-related
protein Adapter Downstream of Shc), qui de par sa liaison constitutive et de tres forte affinité
avec le domaine PRR de SLP-76 (Sh2 domain-containing Leucocyte Phosphoprotein),
permettra la formation d’un complexe LAT-GADs-SLP76 (Figure 11). SLP-76 est elle aussi
phosphorylée par ZAP-70 sur 2 résidus tyrosines et permet ainsi le recrutement d’autres
protéines a domaine SH2 (Rudd, 2021). Le signalosome ainsi formé pourra recruter les
premicres protéines a fonctions enzymatiques telles que la PLC-y (Phospholipase C gamma),
ITK (IL-2 inducible T cell Kinase), ou encore Vavl, dont les rdles seront discutés ci-apres,
mais aussi d’autres protéines adaptatrices dont le role est uniquement de rapprocher
physiquement les acteurs de la signalisation telles que Grb2 (Growth factor receptor-bound
protein 2) ou encore ADAP (adhesion and degranulation-promoting adapter protein) (W. Zhang
et al., 2000). De la formation de ce complexe multiprotéique proximal, découle I’activation de
quatre voies de signalisation distales principales, que sont : la voie calcique (a), la voie PKCO-

NF-kB (b), la voie des MAPK (c), et enfin la voie Akt-mTOR (d) (Figure 11 et 12).



Ces voies sont primordiales pour le développement et pour la fonction des LT, mais au vu de

mon projet de these, je décrirai seulement leur implication dans la fonction des LT.

3. Signalisation distale

a) La voie calcique

Apres son recrutement au sein du signalosome, ITK est phosphorylée par Lck, ce qui entraine
son activation. ITK phosphoryle ensuite la PLC-y, entrainant 1’activation de sa fonction
phospholipase lui permettant d’hydrolyser le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5 biphosphate) ancré
dans la membrane plasmique en IP3 soluble (Inositol 1,4,5 triosphosphate) et DAG
(diacylglycerol) restant ancré dans la membrane. L’IP3 généré par la PLC-y va entrainer la
libération dans le cytosol d’ions calcium Ca2" stockés dans le réticulum endoplasmique (RE),
générant une premicre vague d’augmentation de Ca2". La diminution de la concentration en
Ca2" dans le RE entraine I’activation et I’ouverture de canaux CRAC (Ca2" release-activated
Ca2") situés dans la membrane plasmique, créant ainsi un influx important de Ca2" extra-
cellulaire dans le cytosol (Muik et al., 2012). Ces deux vagues de Ca2" permettent I’activation
de la calmoduline, activant ensuite la calcineurine, une phosphatase ayant pour cible le facteur
de transcription NF-AT (Nuclear Factor of Activated T cells). Lorsqu’il est phosphorylé, NF-
AT est séquestré dans le cytosol. Sa déphosphorylation par la calcineurine permet donc sa
translocation nucléaire, et ainsi la régulation génique NF-AT-dépendante, phase « effectrice
finale » de la signalisation du TCR.

La voie calcique est souvent associée a la réponse Th2, comme illustré par le défaut de
différenciation en Th2 et I’augmentation de la différenciation en Thl chez les LT CD4 ITK-
KO (A. T. Miller et al., 2004). En effet, une stimulation faible du TCR de LT CD4 ITK-KO
entraine 1’expression de T-bet et de ’IFN-y, contrairement a des cellules WT exprimant GATA-
3. Cependant, il a aussi été montré que les cellules Itk-KO présentaient un défaut de la
production d’IL-17A, et ce malgré une expression de RORyt normale. Cela serait dii a la liaison
directe de NF-AT sur le promoteur de I’'[L-17A (Gomez-Rodriguez et al., 2009), indiquant que
la voie calcique n’est pas spécifique a la réponse Th2. De méme, les LT matures PLC-y-KO ont
un défaut de prolifération et de production d’IL-2 et d’IFN-y, associés a une diminution de
I’activation de NF-AT, mais aussi de Erk, JNK, AP-1 et NF-kB, protéines décrites ci-dessous
(Fuetal., 2010).



Figure 12 : La signalisation du TCR dans son ensemble

L’engagement du TCR et des récepteurs de co-stimulation tels que CD28 entraine [’activation d’un grand nombre
de protéines appartenant a une ou plusieurs voies de signalisation, aboutissant pour la plupart a [’activation de
facteurs de transcription qui se transloquent alors dans le noyau pour réguler [’expression génique positivement
ou negativement. L’engagement du TCR entraine aussi [’activation de protéines impliquées dans le remodelage de
[’actine et ainsi dans la motilité de la membrane plasmique. (Adapté de Cell-Signaling-Technology, par S. Gosh)
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b) La voie PKCO-NF«kB

Autre que NF-AT, le facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor kappa B) joue lui aussi
un réle primordial dans la régulation génique suite a I’engagement du TCR. Il est composé de
I’assemblage de deux sous-unités qui peuvent varier suivant les cas : p50, p52, p65 (RelA),
RelB et enfin cRel. Deux voies menant a 1’activation de NF-kB ont été décrites, la voie
canonique, et la voie alterne (Weil & Isracl, 2006). Les complexes de sous-unités impliqués
dans la voie canonique sont pS0-RelA et p5S0-cRel, tandis que la voie alterne est caractérisée

par I’activation de complexes p52-RelB (BOX 6).

. L. La voie alterne du NF-kB n’est pas activée en réponse a
canoniques sont constitutivement | . , -
I’engagement du TCR, mais en réponse a I’engagement de

réprimés par le complexe IxB (IxBa, | molécules de co-stimulation, telles que 4-1BB ou OX40.

. , La liaison de ces récepteurs entraine I’inhibition de la
IxBp, IxBy) qui les séquestre dans le ) _ , , , _
dégradation de la kinase NIK (NF-kB Inducing Kinase),

cytosol. C’est donc en inhibant le | qui est responsable, avec IKKa, du clivage du précurseur
p100 (NF-kB2) déja associ¢ a RelB, en sa forme p52

complexe IkB que divers stimuli dont '
active, pouvant alors se transloquer dans le noyau (S. C.

le TCR, peuvent entrainer 1’activation

de RelA et cRel. Nous avons vu que suite a I’engagement du TCR, la PLC-y est recrutée a la
membrane, activée, et génére de I’IP3 et du DAG. Ce dernier permet le recrutement de la PKCO
(Protein kinase C theta) contenant deux domaines de liaison a DAG (Schulze-Luehrmann &
Ghosh, 2006). 11 a été montré que suite a 1’activation du TCR, la PKCO s’accumule au niveau
des régions cSMAC, avec le TCR, le co-récepteur et les molécules de co-stimulation. Cette
proximité permet sa phosphorylation par Lck, entrainant son activation. La PKCBO phosphoryle
ensuite CARMA permettant la formation du complexe CBM (CARMA1-Bcl10-MALT1),
dont le role est I’activation des protéines IKKa et IKKB. Ces derniéres, dont la fonction est de
phosphoryler et ainsi d’inactiver le répresseur d’NF-kB (IkB), sont associées a la protéine
NEMO (IKKy - NF-kB Essential Modulator) formant un complexe a elles trois. En
ubiquitinant NEMO, le complexe CBM entraine un changement de conformation du complexe
IKK permettant la phosphorylation et ainsi I’activation des protéines IKKa/p par TAK1/TAB.
Une fois activées, elles peuvent phosphoryler le complexe IkB qui sera ensuite dégradé par le

protéasome, libérant ainsi le facteur de transcription NF-kB (Weil & Israél, 2006).
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La PKCBO a un role primordial dans ’activation et la fonction des LT matures, illustré par une
prolifération réduite de 20 fois suite a I’engagement du TCR et de CD28 chez des souris PKCO-
KO. Ceci est associé a un défaut d’activation de NF-kB et AP-1, et une réduction de la
production d’IL-2 (Z. Sun et al., 2000). De plus, une étude montre que ces souris développent
une EAE moins sévere associée a une réduction de la prolifération et de la production d’IFN-y,
d’IL-17 et de TNF-a (Salek-Ardakani et al., 2005). De mani€re intéressante, il a €té montré que
les défauts de prolifération et de différenciation en Thl observé chez les LT CD4 PKC6-KO
peuvent étre compensés en augmentant la stimulation du TCR (Marsland & Kopf, 2008). De
méme, ’inhibition plus distale de cette voie en surexprimant au sein des LT I’inhibiteur IxBa
a aussi montré une nécessité de cette voie pour la prolifération et la différenciation Thl, sans
pour autant impacter la différenciation Th2 (Corn et al., 2003). Il a aussi ét¢ montré que la
délétion en cRel ou en RelA induisait un défaut de la différenciation en Th17, notamment du
fait du défaut d’induction de RORyt, dont les séquences promotrices possedent des sites de
liaison pour cRel et RelA (Ruan et al., 2011). Ceci est en accord avec une précédente études
démontrant que les souris cRel KO sont résistantes a I’EAE, bien que celle-ci 1’explique
uniquement par une diminution de la réponse Th1 (les Th17 n’étaient pas encore décrits a cette
époque) (Hilliard et al., 2002). De facon intéressante, il semblerait que NF-kB soit malgré tout
impliqué dans la différenciation Th2 mais au travers de sa voie non-canonique (Das et al.,
2001). Enfin, comme mentionné dans le chapitre précédent, NF-kB a aussi un role inhibiteur
dans la différenciation des LT CD4 en iTreg (Molinero et al., 2011). Cette étude montre en effet
qu’en réponse a une tres forte stimulation du TCR, I’activation de la voie NF-kB par le biais de
CARMALI, IKKp et IkB, entraine la production d’IFN-y et de TNF-a et inhibe ainsi la
différenciation en iTreg. Néanmoins, la voie NF-kB est nécessaire a la fonction suppressive des
Treg matures, que ce soit via cRel (Grinberg-Bleyer et al., 2017) ou RelA, comme illustré par

les syndromes auto-immuns observés chez la souris Foxp3cre-RelA1* (Ronin et al., 2019).



c¢) Les voies des MAPK

Les voies des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sont au nombre de trois (la voie Erk,
la voie JNK et la voie p38) ayant une « structure » similaire, a savoir un enchainement de 3
protéines kinases se phosphorylant en cascade (MAPKKK > MAPKK > MAPK), la premiére
d’entre elles étant activée par une GTPase. La finalité des voies des MAPK est la formation des
facteurs de transcription AP-1. Ces derniers peuvent étre homo- ou hétéro-dimériques,
constitués des sous-unités c-Fos et/ou c-Jun, ainsi que du facteur ATF (Activating Transcription

Factor).

Suite a I’engagement du TCR, différentes protéines convergent vers I’activation de la GTPase
Ras. Etant une GTPase, Ras doit étre activé par une protéine & fonction GEF (GTPase Exchange
factor) qui va échanger le GDP associ¢ a Ras avec un GTP, telles que RasGRP1, recrutée par
DAG (axe ITK-PLC-y), ou encore SOS (Son of Sevenless), protéine recrutée a LAT par
I’intermédiaire de Grb2. Une fois activée, Ras peut entrainer la cascade d’activation des MAPK,
en activant la MAPKKK Raf, qui activera la MAPKK MEK, qui elle-méme activera la MAPK
Erk, dont la finalité est la phosphorylation de c-Fos. De méme, les GTPases Rho, Rac et CDC42
(activée par la fonction GEF de Vavl) vont entrainer [’activation des cascades
MEKK 1 > MKK4-7 > JNK, et MEKK4 > MKK3-6 > p38T180Y182 ((Gaud et al., 2018). En plus
de cette voie classique, p38 peut étre activée par une voie alterne. Dans celle-ci, la protéine
adaptatrice Dhlgl permet le recrutement de p38 a proximité de ZAP-70 qui phosphorylera la
tyrosine-323 de p38. Ce p-Y?3?? entraine 1’autophosphorylation des résidus T180/Y 182 par p38,
et ainsi son activation. JNK et p38 phosphorylent ensuite c-Jun, et ATF2 qui pourront former
un complexe, s’homodimériser (c-Jun uniquement) ou s’associer a c-Fos pour induire et

réprimer I’expression génique de diverses cibles (Ashwell, 2006; Shaulian & Karin, 2002).

Il a ét¢ montré que Erk2 était impliquée dans la différenciation en Thl et iTreg. En effet, la
délétion de Erk2 entraine un défaut de la différenciation en Th1, et permet la différenciation en
1Treg (C.-F. Chang et al., 2012). Cette observation semble pouvoir étre élargie a I’ensemble des
MAPK, ayant un effet non pas spécifique sur la différenciation en iTreg mais sur la réponse au
TGF-B. Une étude utilisant la double-délétion des MAPKKK MEKK?2 et MEKK3 (toutes deux
capables individuellement d’activer les 3 familles de MAPK ; Erk, JNK et p38) a en effet

montré que les LT CD4 en périphérie démontraient un gros biais vers la différenciation en iTreg



eten Th17 (X. Changetal., 2011). Cependant, bien que les auteurs indiquent un développement
thymique non-impacté, on observe chez ces souris une réduction du nombre de LT CD4 et CDS8
en périphérie et une treés forte augmentation de la proportion de LT CD4 ayant un phénotype
activé (CD44MCD62L"Y), suggérant une potentielle prolifération homéostatique pouvant
impacter les phénotypes observés. Inversement, il semblerait que Erkl ait un role assez
différent, étant nécessaire pour la différenciation en Th2 mais pas en Thl (Goplen et al., 2012).
JNK est tres peu exprimée chez un LT CD4 a 1’état basal, mais augmente avec un pic a 48h
apres stimulation, suggérant qu’elle n’est pas nécessaire a I’initiation de 1’activation des LT,
mais plutét dans leur polarisation. Dans ce sens, la délétion de JNK entraine de fortes
productions d’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13, indiquant un réle dans I’inhibition de la réponse Th2
(C. Dong et al., 2000). De méme, il a ét¢ montré que la différenciation en Th1 et non en Th2
nécessitait ’activation de JNK2, et sa déficience entrainait 1’incapacit¢ d’'un LT CD4 a se
différencier entierement en Thl, du fait de I’absence de production d’IFN-y en réponse a I’IL-
12 (D. D. Yang et al., 1998).

Concernant p38, sa voie alterne est primordiale pour la prolifération et la différenciation des
LT CD4, comme le montre les études faites sur des souris Y322F, ou la tyrosine 322 a ¢été
remplacée par une phénylalanine. Les LT CD4 de ces souris ont un défaut de production d’IFN-
v, d’IL-17 et de TNF-a, associ¢ a une incapacité de maintenir 1’expression de T-bet en
différenciation Thl in vitro. Ainsi, les souris p38Y32?F sont plus sensibles a des infections
bactériennes ou a des challenges tumoraux, mais sont inversement résistantes a des modeles
auto-immuns tels que le CIA (Collagen-Induced Arthritis) ou encore I’EAE (Dodeller &

Schulze-Koops, 2006; Jirmanova et al., 2011).

d) La voie Akt-mTOR

Suite a I’engagement du TCR, la PI3K est recrutée a la membrane ou elle phosphoryle le PIP2
en PIP3. Ceci permet le recrutement de PDK1 (3-Phosphoinositide Dependant Kinase) via son
domaine PH, et ainsi son activation par la kinase Lck. PDK1 a différents substrats et notamment
la PKCO, amplifiant ainsi la signalisation précédemment décrite. D’autre part, PDKI
phosphoryle et active la kinase Akt, interagissant elle aussi avec le PIP3. Akt a de nombreuses
cibles telles que GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), CREB (cAMP responsive element
binding protein-1), BAD (Bcl-2 Agonist of cell Death), FOXO (Forkhead box O) ou encore

IkB (Vanhaesebroeck & Alessi, 2000), lui conférant des rdles dans la survie et la prolifération.



En inhibant la kinase GSK-3, Akt Ieéve I’inhibition de la GTPase Rheb (Ras homologue enriched
in brain), et permet ainsi 1’activation du complexe mTORCI, impliqué dans la synthése
protéique. Akt est de plus phosphorylé sur un autre résidu par mTORC?2, ce qui augmente son
activité. La voie initiant la formation de ce complexe n’est cependant pas connue au sein de la

signalisation du TCR (Powell et al., 2012).

L’inhibition des complexes mTORC par la rapamycine (drogue grace a laquelle ils ont été
découverts) entraine une diminution de la prolifération et une augmentation de I’anergie au sein
de Tconv, et entraine la différenciation de nouveaux 1Treg, leur conférant dans 1’ensemble un
role immunosuppresseur. De méme, des LT CD4 déficients en mTOR (modele CD4-cre) ne
parviennent pas a se différencier en Thl, Th2 ou Th17 in vitro, mais se différencient en iTreg
(Pollizzi & Powell, 2015). Cependant la délétion de mTOR entraine I’inhibition de ses deux
complexes, mMTORCI1 et mTORC?2, qui semblent avoir des roles opposés dans le contrdle de la
différenciation des LT CD4. mTORCI1 serait en effet impliqué dans la différenciation en Thl
et Th17, tandis que mTORC?2 serait impliqué dans la différenciation en Th2 (Delgoffe et al.,
2011).

Ce que nous venons de décrire reste une description relativement simplifiée, omettant
la réalité de croisement des voies et des multiples rétrocontrdles positifs comme négatifs. Il a
par exemple ét¢ montré que Erk (voie des MAPK) pouvait phosphoryler Lck sur sa sérine 59,
entrainant ainsi une inhibition de sa fonction, tandis que la calcineurine (voie calcique) pourrait
déphosphoryler cette sérine, entrainant ainsi une augmentation de la fonction de Lck. La
phosphorylation de cette sérine serait aussi impliquée dans la sensibilit¢ de Lck a la
déphosphorylation de ses tyrosines par SHP-1, une phosphatase impliquée dans la diminution
et la terminaison du signal (Gaud et al., 2018). En termes de croisement de voies, il a aussi été
montré que 1’activation de la voie alterne de p38 entrainait I’expression génique de NF-AT de
maniere c-Jun dépendante (Alam et al., 2018), que le complexe CBM pouvait activer mTOR
indépendamment d’ Akt (Hamilton et al., 2014), ou encore que NF-AT entrainait la transcription
de cRel (Grumont et al., 2004). L’interprétation de phénotypes obtenus par délétion ou mutation
de protéines de signalisation est donc un exercice délicat, et il convient de garder en téte que la
réalité est sirement bien plus complexe qu’on ne I’imagine. Dans ce contexte, une protéine
ayant justement un réle prépondérant dans la signalisation du TCR, et ce, dans une multitude

de voies de signalisation, est la protéine Vavl.



4. Vavl

a) Description de Vavl

Vavl a été découverte en 1989 du fait de I’activité transformante de sa forme oncogénique,
issue de cellules cancéreuses de 1’cesophage. Son nom vient de la 6°™ lettre de 1’alphabet
hébraique « VAV », car il s’agissait alors du 6°™ oncogéne découvert par ce laboratoire (Katzav
etal., 1989). Les protéines de la famille Vav (Vavl, Vav2 et Vav3) sont des protéines a fonction
GEF (GTPase Exchange Factor), et possédent aussi des fonctions adaptatrices, leur conférant
ainsi la capacité d’interagir avec un grand nombre de partenaires. Tandis que Vav2 et Vav3
sont ubiquitaires, Vavl est quant a elle exprimée spécifiquement dans le compartiment
hématopoiétique. Bien que nous nous intéressons a Vavl et a son rdle au sein des LT, et plus
particuliérement dans la signalisation du TCR, il est important de noter que Vavl est aussi
impliquée dans la signalisation d’intégrines, de récepteurs de cytokines et chimiokines, de
récepteurs a facteurs de croissances, de BCR, de récepteur NK ou encore de FcR (Récepteur a

la partie constante Fc des anticorps) (Katzav et al., 1989; Tybulewicz, 2005).

De sa partie N-terminale a sa partie C-terminale, Vavl est composée des 7 domaines suivants :
CH-Ac-DH-PH-C1-SH3-SH2-SH3 (Figure 13) (Tybulewicz, 2005).

CH — Calponin Homology. A 1’état basal Vavl est inactif, sous conformation repliée. Ceci est
da a P’interaction de son domaine CH avec son domaine C1, rendant ainsi son domaine DH
inaccessible. CH permet aussi I’interaction avec la calmoduline et le cytosquelette d’actine.
DH — DBL Homology. DH est le domaine catalytique de Vavl, responsable de sa fonction
GEF. Ce dernier lui permet d’activer les petites GTPases de la famille Rho : Rho, Rac et
CDC42.

Ac — Acidic domain. Cette région contient 3 tyrosines phosphorylables dont la Y-174
activatrice, qui une fois phosphorylée par Lck ou ZAP-70 permet I’ouverture de Vavl par
séparation des domaines CH et C1, et ainsi son activation.

C1 - Cystein-rich domain. C1 est un domaine en doigt de zinc impliqué dans la fonction GEF
de Vavl, possiblement en interagissant avec ses GTPases cibles. Interagit aussi avec DAG.
PH — Plecstrin Homology. L.e domaine PH permet I’interaction avec des phosphoinositols tels
que PIP2 et PIP3, permettant une localisation membranaire de Vavl.

SH?2 et SH3 — Src Homology. Ces domaines permettent la liaison aux tyrosines phosphorylées

et régions riches en proline (PRR) respectivement.
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En plus de ces domaines, il a été décrit que Vavl possede 2 séquences NLS (Nuclear
Localisation Sequence) permettant la translocation nucléaire des protéines qui la comporte,
méme si aucun role nucléaire de Vavl n’est avéré a ce jour (Houlard et al., 2002). Enfin, une
région PRR (Proline Rich Region) a été décrite (“O’PPPP%!%) mais ne semble pas étre impliquée
dans une liaison protéique, tandis que la proline 657 (proline isolée) située a 1I’extrémité d’un
des domaines SH3 semble étre impliquée dans la liaison de Vavl avec le domaine SH3 de Grb2,

par oligomérisation de leur domaine SH3 respectif (Nishida et al., 2001).

Figure 13 : Structure et fonctions de Vavl

A I’état inactif, Uinteraction entre les domaines C1 et CH permet le maintien de la conformation
fermée de Vavl. La phosphorylation de Vavl sur les tyrosines activatrices du domaine Ac
entraine son activation. Vavl adopte alors une conformation ouverte rendant le domaine DH,
porteur de l’activitée GEF accessible. L activité¢ GEF de Vavl permet ['échange du GDP en GTP
sur les GTPases Rho, Racl et CDC42. L’activit¢ GEF de Vavl est ainsi impliquée dans
l’activation des voies de signalisation JNK, P38 et Akt. Les capacités adaptatrices de Vavl,
permettant son interaction avec SLP-76, LAT, Grb2 et ITK, sont impliquées dans la voie ERK et
la voie calcique et permettent [’activation du facteur de transcription NFAT. La localisation
membranaire de Vavl est facilitée par la liaison du PIP3 par le domaine PH. Adapté de
Tybulewicz, 2005.
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b) Vavl dans les voies de signalisations du TCR

De par ses différents domaines, Vavl a la capacité d’interagir avec plusieurs types de protéines
différentes, ou encore avec des phospholipides, lui permettant de moduler I’activité¢ des
différentes voies de signalisation. L’interactome de Vav1l publié récemment par mon équipe
illustre d’ailleurs trés bien cela, montrant son association a des protéines kinases, phosphatases,
adaptatrices et ligases impliquées dans la remodulation de 1’actine, ou encore a des facteurs de
transcription (Gaud et al., 2018). Logiquement, la déficience en Vavl induit un défaut
d’activation de diverses protéines et voies de signalisation, telles que PKCO, Erk, PDK1, Rac,
PI3K, Akt, NF-AT ou encore NF-kB (Costello et al., 1999; Reynolds et al., 2002, 2004 ), mais
aussi un défaut de signal « inside-out » activateur d’intégrines, un défaut de clusterisation des
TCR a la synapse immunologique, et un défaut de polarisation du centre organisateur des

microtubules (MTOC) (Ardouin et al., 2003; Krawczyk et al., 2002).

Grace a son interaction avec Grb2 de fagon atypique via leur domaine SH3 respectifs
(Nishida et al., 2001), Vavl est rapidement recrutée a la membrane plasmique suite a
I’engagement du TCR, ou elle stabilise le signalosome LAT-SLP76. Il a par ailleurs été¢ montré
que Vavl contribuait au maintien de la phosphorylation de LAT sur diverses tyrosines
(Reynolds et al., 2004), bien que cela ne soit pas toujours observé. L’interaction de Grb2 avec
LAT et SLP-76 permet le rapprochement de Vavl et de ZAP-70 dont il a ét¢ montré qu’ils
interagissent via le domaine SH2 de Vavl et la tyrosine 315 phosphorylée de ZAP-70 (J. Wu
et al., 1996), ce qui pourrait faciliter la phosphorylation de Vavl sur sa tyrosine 174 par la
kinase Lck, nécessaire a son activation (Crespo et al., 1997). Une fois activée, Vavl peut
stimuler via sa fonction GEF les GTPases Rho, Rac et CDC42, impliquées notamment dans les
voies des MAPK, mais aussi dans la modulation de 1’actine. CDC42-GTP active par exemple
la protéine WASP, primordiale a la régulation de I’actine (Zeng et al., 2003).

L’une des premicres observations faites sur le role de Vavl dans la signalisation a été la
diminution de I'influx calcique suite a I’engagement du TCR dans les LT et les thymocytes
Vavl-KO (Fujikawa et al., 2003; Turner et al., 1997). Il a depuis ét¢ montré que Vavl est
nécessaire a ’activation d’ITK, qui exerce un rétrocontrdle positif sur le recrutement de Vavl
(Tybulewicz, 2005). La diminution de I’activit¢ d’ITK en absence de Vavl entraine une

réduction de la phosphorylation de la PLC-y, se traduisant par une diminution des seconds



messagers [P3 et DAG, résultant in fine en une tres forte diminution de ’influx calcique et de
I’activation de la MAPK Erk (Costello et al., 1999).

Il a de plus été montré que Vavl était directement impliquée dans la signalisation en

aval de CD28, dans une voie impliquant NF-AT d’une part (Michel et al., 2000), et Rac,
IKKo/B, NF-kB et AP-1 d’autre part (Marinari et al., 2002). Il a par la suite été mis en évidence
que Vavl pouvait directement et constitutivement interagir avec IKKa., et ce de maniere plus
importante en réponse a I’engagement de CD28, permettant ainsi localisation membranaire
d’IKKa et une augmentation de son activité (Piccolella et al., 2003). De facon intéressante, la
PI3K (activée en grande partie suite a ’engagement de CD28) pourrait exercer un controle
positif sur la fonction de Vavl via la phosphorylation de PIP2 en PIP3.
Il a en effet ét¢ montré que le domaine PH de Vavl pouvait lier ces deux lipides, et ainsi
moduler négativement (PIP2) ou positivement (PIP3) la fonction GEF de Vavl (Han et al.,
1998). Ainsi, I’activation de la PI3K permettrait a la fois une levée d’inhibition de Vavl par
diminution du taux de PIP2, ainsi que son activation par augmentation du taux de PIP3. Des
résultats suggerent qu’un contrdle inverse existe aussi, ou Vavl augmenterait I’activation de la
PI3K au travers de I’activation de Racl (Bokoch et al., 1996). Vavl est ainsi grandement
impliquée dans le recrutement de la PKCO a la synapse immunologique et son activation, que
ce soit via la PLC-y produisant du DAG interagissant directement avec la PKCO, ou via
I’activation de la PI3K (via Rac) entrainant la production de PIP3, le recrutement de PDK1 et
ainsi I’activation de la PKCO (Reynolds et al., 2004).

En résumé, Vavl exerce un contrdle positif général sur la signalisation du TCR et de

CD28, que ce soit de par sa fonction GEF ou de par ses fonctions adaptatrices. Au vu de certains
résultats de recherche, on peut étre tenté de dissocier ces deux fonctions et les voies de
signalisation impactées par celles-ci, mais il est plus que probable que du fait des innombrables
croisements entre les différentes voies, et des rétrocontroles positifs et négatifs existants, une
cible de la fonction GEF de Vavl impactera probablement directement ou indirectement une
protéine dépendante de la fonction adaptatrice de Vavl, et inversement.
Neéanmoins, si une dissociation devait étre faite (Figure 13), il semblerait que la fonction GEF
de Vavl soit impliquée dans 1’activation des voies des MAPK JNK et p38, aboutissant a
I’activation de c-Jun, ainsi que dans la modulation de 1’actine, et I’activation de la voie PI3K.
Inversement, sa fonction adaptatrice serait impliquée dans la voie calcique et la voie Erk1/2 via
la stabilisation du complexe LAT-SLP76-PLC-y, entrainant l'activation IP3-dépendante de NF-
AT, et DAG-dépendante de Erk1/2 (Saveliev et al., 2009).
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Finalement, il faut noter que Vavl exerce aussi un rétrocontrole négatif de la
signalisation du TCR et de CD28 (Helou et al., 2015). I1 a été€ montré que Vavl pouvait interagir
avec la phosphatase SHP-1, protéine décrite notamment pour son rdéle dans la terminaison du
signal TCR et dans la signalisation des récepteurs de co-inhibition, inhibant par exemple
I’activité de la kinase Lck ou de Vavl elle-méme (Kon-Kozlowski et al., 1996; Lorenz, 2009).
Ainsi Vavl favorise le recrutement de SHP-1 au cceur des hubs de signalisation, permettant
d’en limiter I’activation. Nous le verrons un peu plus tard mais ceci semble étre modulé par un
3¢me partenaire, Themisl, capable d’interagir avec Vavl et SHP-1 et impliqué dans leurs

activités respectives (Zvezdova et al., 2016).

c¢) Implication de Vavl1 dans le développement des LT

De par son role dans la signalisation du TCR, Vav1 est nécessaire au bon développement des
LT dans le thymus. En effet, sa délétion induit un blocage au stade DP, dii a un défaut partiel
de la sélection positive affectant les LT CD4 et LT CDS8 (K. D. Fischer et al., 1995; Turner et
al., 1997). Le défaut n’est ici que partiel du fait de la compensation effectuée par Vav2 et Vav3
en absence de Vavl. Vavl est en temps normal suffisant pour le bon développement des
thymocytes et la survie des LT matures, comme le montre 1’absence d’impact de la double
mutation Vav2-Vav3. En revanche, la mutation de ces deux protéines en plus de Vavl entraine
une augmentation du blocage avec une forte accumulation des cellules au stade DN, et moins
au stade DP, suggérant un role de Vavl dans la sélection B (Fujikawa et al., 2003). Ceci est
associé dans ces deux études a un profond défaut de signalisation calcique et de phosphorylation
de Erk1/2 dans les thymocytes ou dans les LT CD4 retrouvés en périphérie, la encore faiblement
compensé par Vav2 et Vav3 chez les simples mutés Vavl-KO (Fujikawa et al., 2003; Turner
et al.,, 1997). L’analyse de la sélection négative en absence de Vavl a montré qu’elle était elle
aussi défectueuse, suggérant que Vavl est nécessaire a toutes les étapes du développement
TCR-dépendant des thymocytes (Turner et al., 1997). Pour finir, des chercheurs ont étudié
I’implication séparée des deux fonctions de Vavl, a savoir sa fonction GEF et sa fonction
adaptatrice. Ils ont ainsi généré une forme mutée de Vavl (Vavl44) dont la conformation est
normale, mais la fonction GEF inactivée (Saveliev et al., 2009). Ils ont ainsi montré que le
blocage de développement thymique était moins sévere, mais toujours présent, avec notamment
une diminution des nombres de LT CD4 et CD8 matures dans les OLII comparés aux WT, bien

que supérieurs comparés aux Vavl-KO. Cette étude montre ainsi que les deux fonctions de
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Vavl sont nécessaires au développement thymique des LT. Il est néanmoins important de
garder a I’esprit que leur version mutée de Vavl présente une diminution de sa quantité
protéique (~75%) en comparaison avec la forme WT, et que [’utilisation d’une souris
hétérozygote Vavl™- entrainant une diminution de moitié de la quantité de protéine (mais avec
une fonction GEF normale) provoque des phénotypes majoritairement similaires a la souris

lAA

Vav144, Ceci suggére que leurs observations chez la souris Vav144 ne reflétent pas uniquement

un défaut de fonction GEF, mais aussi une réduction partielle des fonctions adaptatrices.

d) Implication de Vavl dans la fonction des LT

Les quelques LT qui arrivent a se développer dans les souris Vavl-KO présentent un large
défaut de prolifération, d’expression de marqueurs d’activation et de production d’IL-2 (K. D.
Fischer et al., 1995; Saveliev et al., 2009; Tarakhoysky et al., 1995). Il a de plus été¢ montré que
la déficience en Vavl entrainait un défaut sélectif de la production d’IL-4 associ¢ a une
augmentation de la production d’IFN-y en réponse a une stimulation neutre CD3/CD28, qui
serait expliqué par la diminution de I’expression du facteur c-Maf impliqué dans la
différenciation Th2 (Tanaka et al., 2005). Bien que la culture en condition Th2 permette
d’augmenter la production d’IL-4 par les LT CD4 Vav1-KO, ils en produisent malgré tout
moins que les WT, et présentent une fuite vers la différenciation Th1, produisant encore de forts
taux d’IFN-y (Tanaka et al., 2005). De fagon intéressante, des observations similaires ont été
faites chez ’Homme, chez des patients atteints de CVID (Common Variable Immuno-
Deficiency) et étant mutés pour Vavl. L’absence de Vavl1 est 1a aussi associée avec un défaut
de production d’IL-4, et bien qu’il n’y ait pas d’augmentation de la production d’IFN-y, on
observe une augmentation de I’expression de T-bet (Capitani et al., 2010). Une autre étude
suggere aussi un role de Vavl dans la différenciation en TFH, montrant que Vavl est activée
suite a la stimulation par I’'IL-21 (Vogelzang et al., 2008), ce qui correle avec le role LT-
intrinseque de Vavl dans la réponse B, notamment dans la commutation isotypique
(Gulbranson-Judge et al., 1999). L’¢tude de trois lignées de rats (DA, BN et LEW) ayant des
sensibilités et résistances opposées a des modeles d’allergies et de SEP, a mené a la découverte
par mon équipe d’accueil d’une région de 117kb responsable de ces différences. On y retrouve
notamment une version mutée de Vavl, ou Darginine 63 est remplacée par un
tryptophane (Vav1R®W) (Colacios et al., 2011; Jagodic et al., 2009; Pedros et al., 2013). La

réduction de la sévérité de ’EAE apportée par cette région de 117kb est associée a une réduction
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de la prolifération et une réduction de la production d’IFN-y et de TNF-a par les LT CD4
restimulés (Jagodic et al., 2009). De facon intéressante, cette étude montre aussi une association
d’un variant de Vavl chez I’Homme avec la susceptibilité¢ a développer la SEP, associ¢ a une
augmentation de I’expression de Vavl dans les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells —
contenant une majorité¢ de lymphocytes T et B) de patients atteints de SEP. IIs mettent aussi en
évidence une corrélation entre 1’expression de Vavl et I’expression de I’'IFN-y et de TNF-
o chez ces patients. Il a par la suite ét¢ montré que le locus de 117kb était associé chez le rat a
une augmentation du pourcentage de Treg dans le thymus et dans les OLII, indiquant que Vavl
pourrait jouer un réle dans le développement de ces cellules (Colacios et al., 2011). Afin de
définitivement confirmer I’implication du variant Vav1R®W dans les précédentes observations,
mon équipe d’accueil a généré une souris knock-in pour ce variant. Ils ont ainsi montré une
diminution de la sévérité de ’EAE associée a une réduction de la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’IFN-y, le TNF-o mais aussi I’IL-17 et le GM-CSF (Kassem et al.,
2016). L’analyse du variant de Vavl a montré qu’il semblait constitutivement actif, mais
présent en de plus faible quantité. Ceci se traduit par une fonction GEF normalisée, mais des
fonctions adaptatrices réduites (Colacios et al., 2011; Kassem et al., 2016). Au vu de ces
différents travaux, il semble clair que Vavl joue un rdle primordial dans 1’activation, la
prolifération, mais aussi la polarisation des LT CD4 vers les différents lignages de LT helper.
Enfin plusieurs études montrent que Vavl est impliqué dans la motilit¢ membranaire et
cellulaire, permettant la clusterisation du TCR et de CD28, (K. D. Fischer et al., 1998),
I’activation des intégrines nécessaires a la formation de conjugués CPA-LT (Krawczyk et al.,
2002), la formation de lamellipodes (Colacios et al., 2011) ou encore la migration in vitro en

réponse a une chimiokine (Garcia-Bernal et al., 2005).

5. Themisl1

a) Description de Themisl

En 2009, plusieurs études indépendantes ont pour la premicre fois identifi¢é Themisl
(Thymocyte Expressed Molecule Involved in Selection) pour son implication dans le
développement thymique des LT chez la souris (Fu et al., 2009; Johnson et al., 2009; Kakugawa
et al., 2009; Lesourne et al., 2009; Patrick et al., 2009). Themisl fait partie d’une famille
composée de trois membres dont 1’expression est spécifique a certains types cellulaires.

Themis] est ainsi exprimé dans les LT et les NKT, Themis2 dans les DC, les macrophages et
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les LB, et enfin Themis3 est exprimé dans les cellules intestinales. Concernant I’expression de
Themis1 au sein des LT, celle-ci varie trés fortement au cours de leur développement. Themisl
commence a étre exprimé au stade DN3, atteint son pic d’expression au stade DP puis est tres
fortement diminué aux stades SP4 et SP8. Les LT CD4 et CD8 expriment toujours Themis] en
périphérie, mais a de bien plus faibles niveaux que dans le thymus (Fu et al., 2009; Lesourne et
al., 2009). De fagon intéressante, Themis] est 2 fois plus exprimé dans les LT CDS, et un peu
plus faiblement exprimé au sein des Treg en comparaison aux Tconv, suggérant une implication
en partie différente de Themisl au sein de ces trois populations (Duguet et al., 2017; Garreau

et al., 2017).

Themis1 est composé de deux domaines CABIT (Cystein All containing 3 in Themis), d’une
région PRR, et d’une séquence NLS au sein d’un de ses domaines CABIT (Figure 14). Ces
domaines CABIT décrits pour la premicre fois avec la découverte de Themisl ne possedent
aucune fonction enzymatique. IlIs forment une structure globulaire composée de 12 feuillets
[ au sein desquels on retrouve une cystéine tres fortement conservée (Johnson et al., 2009), et
sont impliqués dans la liaison de Themis1 avec les phosphatases SHP-1 et SHP-2 (Choi, et al.,
2017a). Le domaine PRR de Themis1 lui permet d’interagir constitutivement avec 1’adaptateur

Grb2 (Lesourne et al., 2012).

Figure 14 : Structure de Themis]

Themisl est composé de deux domaines globulaires
appelés domaine CABIT contenant chacun une cystéine
centrale conservée inclue dans une séquence également
tres conservée. Themisl contient dans sa région N-
terminale une région riche en proline (PRR) ainsi
qu’'une séquence de localisation nucléaire (NLS) située
dans le domaine CABIT2. Adapté de Jonhson et al.,
2009.

b) Themisl : une décennie de débat

Bien que toutes les équipes ayant découvert Themis] et étudié son réle sont en accord sur le
fait que Themisl est indéniablement nécessaire au développement thymique, les raisons
mécanistiques expliquant ce phénomene sont fortement débattues (Choi, et al., 2017b;
Gascoigne & Acuto, 2015; Mélique et al., 2022). Tous observent un défaut de développement

thymique avec un blocage au stade DP, un impact plus sévere sur les SP4 que les SP8 dans le
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thymus, et ainsi plus sévere sur les LT CD4 que les LT CD8 en périphérie. Tous s’accordent
sur la nécessité de Themis1 pour les étapes de sélections positive et négative, du fait du role de
Themis] dans la signalisation du TCR. Mais le désaccord concerne justement le rdle de
Themis1 dans cette signalisation. Le laboratoire du Dr NJ Gascoigne suggere que Themis] est
un régulateur négatif de la signalisation du TCR (Fu et al., 2013; Mehta et al., 2018; Paster et
al., 2015), tandis que les laboratoires des Dr P. Love et R. Lesourne proposent que Themis1 est
un régulateur positif de cette signalisation (Choi, et al., 2017a; Lesourne et al., 2012; Zvezdova
etal., 2016). Ces conclusions opposées viennent en grandes parties d’observations divergentes
concernant 1’état d’activation de la signalisation du TCR en absence de Themisl. A I’origine,
seule 1I’équipe du Dr Gascoigne observa un effet sur la signalisation dans les thymocytes (Fu et
al., 2009), et en I’occurrence une diminution de p-Erk et du flux calcique suggérant ainsi un
effet positif de Themisl, alors que les Dr Lesourne et Love de leur c6té n’observaient aucun
impact de la déficience en Themis]1 (Lesourne et al., 2009). Méme plus tard, en analysant dans
des cellules Jurkat I’impact de D’inhibition de I’expression de Themisl par des shRNA,
Gascoigne montra encore une diminution de la signalisation du TCR, illustrée par une
diminution de p-Erk et de I’activation d’AP-1 (Brockmeyer et al., 2011). Ce n’est qu’apres, en
2013, que le groupe du Dr Gascoigne montra une augmentation de la signalisation (p-Erk et
voie calcique) en absence de Themisl, suggérant pour la premiere fois un réle de régulateur
négatif (Fuetal., 2013). Bien que ce débat soit encore aujourd’hui non résolu, il apparait qu’une
différence majeure entre les études menant a ces observations opposées soit la nature de la
stimulation. Les études ayant eu recours a une stimulation polyclonale a I’aide d’anticorps anti-
CD3 et anti-CD4 ont quasi toujours montré une diminution de la signalisation en absence de
Themis1 (Brockmeyer et al., 2011; Fu et al., 2009; Lesourne et al., 2012; Okada et al., 2014;
Zvezdova et al., 2016). Seule exception dans les travaux de 2016 de Zvezdova et collaborateur,
ou les Dr Love et Lesourne montrent qu’une faible dose d’anti-CD3/CD4 (et non une forte
dose) peut effectivement entrainer une augmentation de p-Erk en absence de Themisl. D’un
autre coté, c’est I'utilisation de stimulation basée sur des complexes CMHp, utilisant des
peptides de différentes affinités, qui a permis de montrer un role négatif de Themis1 lorsque les
peptides étaient de faible affinité (Fu et al., 2013; Paster et al., 2015). Afin d’éviter tout biais
de stimulation, la souris rapportrice Nur77-GFP permet d’évaluer I’intensité de la signalisation
du TCR ex vivo. En effet, ’expression de Nur77 est proportionnelle a 1’intensité de la
signalisation. Il a ainsi ét€¢ montré que les thymocytes DP avaient une signalisation du TCR plus

faible en absence de Themisl, et plus forte chez des souris Themisl-Tg ou I’expression de
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Themis] est 3 fois supérieure, allant dans le sens d’un role positif de Themis] (Zvezdova et al.,
2016).

Et le désaccord pourrait s’arréter 1a, mais non ! Les deux cotés observent une association de
Themis1 avec la phosphatase SHP-1 (un inhibiteur bien connu de la signalisation du TCR), et
les deux groupes expliquent leurs observations de par cette interaction. Ainsi, selon le Dr
Gascoigne, Themis1 stimule I’activité de SHP-1, entrainant 1’inhibition de la signalisation du
TCR (Mehta et al., 2018), tandis que selon les Dr Love et Lesourne Themis1 inhibe I’activité
de SHP-1, et ’empéche ainsi de déphosphoryler ses cibles (Choi et al., 2017a). Cependant le
groupe du Dr Gascoigne ne montre aucun mécanisme expérimentalement, indiquant comment
Themis] pourrait favoriser ’activit¢ de SHP-1. De leur coté, les Dr Love et Lesourne
démontrent que I’inhibition est médiée par les domaines CABIT de Themisl pouvant se lier au
domaine catalytique de SHP-1. Ils montrent aussi que Themisl favorise 1’oxydation de la
cystéine du domaine catalytique de SHP-1, ce qui entraine son inactivation (Lesourne et al.,
2012 ; Chot et al., 2017a). Enfin, ils interpretent aussi le role ambigu que peut jouer Themisl
au travers de son inhibition de la phosphatase SHP-2, étant elle aussi la cible de Themisl. En
effet, la phosphatase SHP-2 exerce une régulation positive de Erk quand seul le TCR est engagg,
mais une régulation négative en réponse a I’engagement du TCR et de PD-1. Ainsi en inhibant
SHP-2 dans une stimulation centrée sur le TCR, Themisl aurait un role de régulateur négatif,

ce qui pourrait expliquer une partie des observations précédentes (Figure 15).

Figure 15 : Role ambigué de Themisl dans la signalisation du TCR

Themisl aurait un impact opposé sur la signalisation du TCR selon que le LT est stimulé uniquement par son
TCR/co-récepteur (A), ou par son TCR/co-récepteur ainsi que part des récepteurs de co-inhibition (B). Dans le
premier cas, SHP-2 et son role positif sont dominants sur SHP-1 et son role négatif. Leur inhibition par Themisl
entraine donc une relative inhibition de la signalisation. Dans le second cas, le role négatif des phosphatases est
dominant, leur inhibition par Themisl permet donc une levée d’inhibition, et ainsi |l’augmentation de la
signalisation du TCR. Issu de Melique et al., 2022.



Finalement, la derni¢re étude du Dr Gascoigne rejoint partiellement les Dr Love et Lesourne.
Dans cette étude, ils étudient le role de Themisl dans les LT CDS8 périphériques matures suite
a sa délétion conditionnelle en fin de développement thymique afin d’éviter les blocages de
développement des LT présents dans le KO total. IIs montrent alors que les phénotypes observés
sur les LT CD8 dans cette étude sont dépendants de I’inhibition de SHP-1 par Themisl
(Brzostek et al., 2020). Cette étude sera plus amplement détaillée dans la partie d) sur le rdle de

Themis1 dans les LT matures.

c) Partenaires de Themis1 dans la signalisation du TCR

Malgré les désaccords concernant le role de Themis1 comme régulateur positif ou négatif de la
signalisation TCR, ses interactions avec les différents acteurs de la signalisation commencent a
étre mieux comprises aujourd’hui, notamment grace a I’interactome de Themisl analysé par
spectrométrie de masse (Zvezdova et al., 2016). Themisl interagit constitutivement avec Grb2
et Vavl (Lesourne et al., 2012). L’interaction avec Grb2 est dépendante du domaine PRR de
Themis1 qui se lie & un des deux domaines SH3 de Grb2 (Lesourne et al., 2012 ; Paster et al.,
2013). Cette interaction est nécessaire au recrutement de Themisl a LAT ou elle est
phosphorylée sur deux tyrosines par Lck (Paster et al., 2013). Cette phosphorylation est par
ailleurs nécessaire a la fonction de Themisl, possiblement en stabilisant son interaction avec
Grb2. De plus, I’interaction de Themis1 avec Grb2 est aussi primordiale pour le maintien de la
quantité protéique de Themisl. En effet, Themisl est poly-ubiquitinylé ce qui entraine sa
dégradation par le protéasome, sauf s’il est dé-ubiquitinylé par USP9X (Garreau et al., 2017).
Themisl se lie avec USP9X via son domaine CABIT, et permet son recrutement a LAT de par
son association avec Grb2. La phosphorylation d’USP9X a LAT entraine I’augmentation de sa
fonction, permettant ainsi la dé-ubiquitinylation de Themisl et ainsi ’inhibition de sa
dégradation. De fagon importante, Themisl semble exercer un controle similaire sur Grb2,
comme le montre la diminution de 50% de la quantité de Grb2 en absence de Themisl
(Zvezdova et al., 2016). Cette observation suggere par ailleurs un role de régulateur positif de
Themis1 dans la signalisation, au vu du role incontestablement positif de Grb2. Bien que Grb2
ne soit pas nécessaire a I’interaction Themis1-SHP1, il la favorise en se liant a SHP-1 via un de
ses deux domaines SH3 et via son domaine SH2 qui reconnait une tyrosine de SHP-1
(phosphorylée par Lck suite a I’engagement du TCR). Grb2 jouerait donc le role de pont entre

Themisl et SHP-1. Autre que Grb2, Themisl interagit constitutivement avec Vavl dont il



favorise la phosphorylation et ainsi I’activation (Zvezdova et al., 2016). Au vu des interactions
2 a 2 entres les protéines Themisl, Vavl, Grb2 et SHP-1, et au vu des différents domaines
utilisés dans ces interactions, il est envisageable que des complexes tri- ou quadri-moléculaires

se forment suite a ’engagement du TCR, et participent ainsi a la modulation de la signalisation.

d) Themis1 dans la fonction des LT

L’ensemble des études citées jusqu’ici - a ’image de la grande majorité des études réalisées a
ce jour sur Themisl - avait pour but d’¢lucider les mécanismes impliqués dans le role de
Themisl1 au sein des thymocytes, et plus spécifiquement dans la sélection positive et négative.
Tres peu de choses sont connues sur le role de Themis1 dans les LT périphériques matures. De
plus, bien que les études précédentes décrivent parfois des observations sur les LT CD4 et CD8,
ces observations sont susceptibles d’étre impactées par le défaut de développement thymique.
Ceci, au travers d’un répertoire TCR anormal, de modulation épigénétique imparfaite, ou
encore d’une prolifération homéostatique du fait de la lymphopénie. Tout cela empéche 1’étude
du role de Themisl spécifiquement dans les LT matures, et nécessite I’utilisation de modeles
de d¢létion conditionnelle. Brievement, les observations qui ont pu étre faites dans les études
précédentes ont montré un défaut de prolifération des LT CD4 et LT CDS, un défaut de
production d’IL-2, et un défaut d’expression de CD69 en réponse a la stimulation du TCR
(Brockmeyer et al., 2011; Fu et al., 2009).

Une analyse par spectrométrie de masse de mon équipe d’accueil a mis en évidence que les
Treg présentent naturellement une diminution de 1’expression de Themis! par rapport aux LT
effecteurs. L’utilisation d’une souris transgénique présentant une surexpression de Themisl a
permis de montrer que les Treg qui surexpriment Themis] présentent une augmentation des
fonctions suppressives in vitro, et un meilleur contréle de I’inflammation du colon dans un
modéle de colite expérimentale, induit par ’injection de Tconv CD45RB"¢" dans des souris
RAG2-KO (Duguet et al., 2017).

Une étude récente utilisant un modele de délétion conditionnelle de Themis1 (LateLck-cre), a
pu mettre en évidence le role de Themis1 dans la fonction des LT CD8 périphériques (Brzostek
etal., 2020). Cette délétion entraine une 1égere diminution du nombre de LT CDS8 en périphérie,
sans effet sur le nombre de CD4, indiquant que Themis] pourrait étre nécessaire au maintien
des LT CDS8 en condition basale. Ce besoin plus important de Themis1 au sein des LT CD8
correle a ’expression plus ¢levée de Themisl dans cette population en comparaison avec les

LT CD4 (Garreau et al., 2017). Ainsi, les LT CD8 Themis1-KO proliférent moins efficacement



Chapitre III — La signalisation du TCR

en réponse a une stimulation faible du TCR, expriment moins les marqueurs d’activation CD44
et CD122, et produisent ¢galement moins d’[FN-y. De maniere intéressante, la réduction de la
prolifération est aussi observée en réponse a la stimulation par les cytokines homéostatiques
IL-7 et IL-18, mais aussi en réponse a la stimulation par I’[L-7 et I'IL-12, cytokine inductrice
de la réponse Thl. L’ajout d’IL-2 fait proliférer les Themis1-KO efficacement, et compense
ainsi quasi totalement le défaut de signalisation, qui reste visible seulement lors de stimulation
avec de tres faibles doses de peptides engageant le TCR. (Brzostek et al., 2020).

Enfin, une étude a laquelle j’ai participé, et qui vient d’étre acceptée pour publication, étudiait
le role de Themis1 au sein des LT CD4 matures et son implication dans leur encéphalitogénicité.
Nous avons ainsi montré que la délétion de Themis] dans les LT CD4 entraine une diminution
de la sévérité de ’EAE, associée a une réduction majeure de leur production d’IFN-y, et dans
une moindre mesure de TNF-a et GM-CSF, ainsi qu’une réduction de 1’expression de T-bet.
Ceci est en accord avec la récente observation que I’expression de Themis] est spécifiquement
augmentée au sein des LT CD4 de type Thl (Yang et al., in press).

Finalement, plusieurs études GWAS suggérent un réle de Themisl dans diverses pathologies
humaines telles que la maladie cceliaque (Bondar et al., 2014), les maladies inflammatoires de
I’intestin (Jostins et al., 2012; Liu et al., 2015), le psoriasis (Kim et al., 2015), ou encore la

sclérose en plaques (Davies et al., 2016; Patsopoulos et al., 2019; Sawcer et al., 2011).

e) Themis1-KO et Vay1RSW

Comme mentionné précédemment, mon €quipe d’accueil a étudié par le passé les susceptibilités
opposées des rats DA, BN et LEW aux maladies allergiques et auto-immunes. Des études de
dissection génique ont mis en évidence que le rat BN exprimait une version mutée de Vavl, le
variant Vav1R6W (Jagodic et al., 2009 ; Colacios et al., 2011).

En parallele de ces études une mutation spontanée est apparue chez le rat BN, entrainant le
développement spontané d’une inflammation intestinale. Des études génétiques ont permis de
détecter I’insertion anormale de 4 nucléotides dans le géne de Themisl générant un codon
STOP, et ainsi la perte d’expression de la protéine. De facon intéressante ces animaux
présentent un défaut de développement thymique comme observé chez la souris, mais la
délétion de Themisl est ici aussi associée a un défaut de fonctions suppressives des Treg,
responsables de I’inflammation intestinale (Chabod et al., 2012). De fagon surprenante, la

déficience en Themis1 chez le rat LEW n’induisait pas de pathologie intestinale spontanée et



n’affectait pas les fonctions suppressives des Treg. La dissection génétique entre les rats BN-
Themis1-KO et LEW-Themis1-KO a mis en évidence que les différences phénotypiques étaient
associées au locus de 117kb, contenant notamment le variant R63W de Vavl (Pedros et al.,
2015). Le remplacement de ce locus chez le rat BN déficient pour Themisl par le locus
provenant du rat LEW a permis de prévenir le développement de I’inflammation intestinale et
de restaurer les fonctions suppressives des Treg, suggérant que c’est I’association du variant
VavIRSW avec la délétion en Themisl qui est responsable du défaut de fonctions des Treg
(Pedros et al., 2015). Des études sont actuellement en cours dans notre laboratoire afin de
confirmer ces observations chez la souris. Pour cela, la souris Vav1R®3W a été croisée avec la

souris Themis] 1

-LateECD2cre, générant ainsi la souris VavIRSW.-Themis1®®O. C’est par
ailleurs avec ce modele murin que j’ai étudi€ au cours de ma thése, le role de Vavl et Themisl

au sein des Tconv, et leur implication dans la susceptibilité a I’inflammation du SNC.
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1. Présentation

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire chronique de nature auto-immune
qui affecte le cerveau et la moelle épiniere (ME), formant a eux deux le systéme nerveux central
(SNC). C’est la plus fréquente des maladies neurologiques invalidantes et la premicre cause
non-traumatique de paralysie, avec pres de 2,8 millions de personnes touchées a travers le
monde. Elle se déclare généralement entre 20 et 40 ans, le plus souvent chez les femmes
(représentant 3/4 des cas). L’inflammation du SNC entraine une perte de la gaine de myéline
entourant les axones des neurones (démyélinisation) responsable d’une baisse de I’influx
nerveux, et a terme de dégénérescence axonale. Ceci cause les symptomes de la SEP tels que
les handicaps moteurs et les perturbations des fonctions sensorielles et cognitives.

La SEP est une maladie évolutive existant sous différentes formes définies par le mode
d’évolution des symptomes. La plus courante est la forme « récurrente-rémittente » (ou
« realapsing-remitting ») représentant 85% des cas. Dans cette forme le patient va avoir des
phases dites de « poussées aigués » de la maladie, c’est-a-dire une apparition/augmentation des
symptomes, qui seront suivies par des phases de rémissions lors desquelles le patient va
récupérer ses fonctions perdues (Figure 16A). L’alternance de ces phases dure généralement
plusieurs années, et la rémission peut a terme devenir incompléte, signifiant que le patient ne

retrouve pas la totalité des fonctions perdues.

Figure 16: Les différentes
formes de SEP

lllustration des différentes formes
que peut prendre la SEP.
Relapsing-Remiting Multiple
Sclerosis  (RRMS), Secondary-
Progressive MS (SPMS), Primary-
Progressive  MS (PPMS) et
finalement Progressive-Relapsing
MS (PRMS). Issu de Hauser et
Goodin., 2009



Au bout de plusieurs années, la SEP évolue chez la majorité des patients vers une forme
progressive, caractérisée par une aggravation continue des symptomes mais sans phase de
rémission (Figure 16B). Ces patients restent néanmoins susceptibles de développer en plus de
I’aggravation continue, des phases de poussées aigu€s. Bien que ces formes soient majoritaires,
il existe encore deux autres formes de SEP. Dans certains cas, les patients développent une
forme progressive de la maladie dénuée de poussée aigué€ sans avoir développé au préalable de
forme récurrente-rémittente. On parle alors de forme primaire-progressive (Figure 16C).
Finalement, une minorité de patients développent une forme mixte « récurrente-progressive »,
similaire a une forme primaire progressive, mais comportant en plus des phases de poussées
aigués de symptomes (Figure 16D). Les nombreux traitements existants a ce jour ne permettent
que de diminuer la progression de la maladie, mais ne permettent pas de la guérir. Il est ainsi
primordial de continuer a étudier la physiopathologie de la SEP au travers de ses différents

acteurs, afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

2. Physiopathologie de la SEP au travers de ’EAE

La SEP est caractérisée par une inflammation du SNC marquée par I'infiltration de diverses
cellules immunitaires telles que les LT CD4, LT CDS8, LB ou encore monocytes au sein du
parenchyme, par la prolifération de cellules résidentes comme la microglie, ou encore la
présence d’anticorps polyclonaux dans le liquide céphalo-rachidien (LCR), mais 1’origine de
cette inflammation est encore mal connue (Dendrou et al., 2015).

Les modeles animaux d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) ont permis de
considérablement augmenter notre compréhension de cette maladie. Ces modeles ont pu voir
le jour grace a une étude pionnicre dans le domaine datant de presque 90 ans, montrant que la
vaccination de singes avec des extraits de cerveau entrainait des symptomes tres similaires a la
SEP (Rivers et al., 1933). Cette étude a ainsi ouvert la voie a de nombreux modéles
expérimentaux d’immunisation reproduisant dans une certaine mesure les observations faites
chez ’'Homme (Ben-Nun et al., 2014). La physiopathologie de la SEP telle que nous la
décrivons provient certes des observations cliniques faites chez les patients, mais aussi en tres

grande partie de ces modeles.



a) Les modé¢les d’EAE

Les modeles utilisés aujourd’hui ne reposent plus sur I’immunisation avec des extraits
d’organes (hors exceptions), mais avec une simple protéine recombinante, voire un unique
peptide issu de cette protéine. On retrouve ainsi des modeles d’EAE basés sur I’immunisation
de rongeurs avec la protéine PLP (Proteolipid Protein), la protéine MBP (Myelin Basic Protein)
ou encore la protéine MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein), toutes entrant dans la
constitution de la gaine de myéline. Bien qu’étant une protéine trés minoritaire en comparaison
avec la PLP ou la MBP, la protéine MOG est trés immunogénique et est particulierement
impliquée dans la réponse T responsable de ’EAE (Sospedra & Martin, 2005). Il a en effet été
montré que I’immunisation de souris n’exprimant pas le géne de la MOG avec des extraits de
my¢line induisait une diminution drastique de la sévérité de la maladie (Delarasse et al., 2003).
De méme, I’immunisation de souris WT avec des extraits de ME issue de souris MOG-KO
induit une EAE moins sévere qu’avec une ME de souris WT, illustrant I’importance de cette
protéine comme cible de la réponse immunitaire (Smith et al., 2005). On immunise ainsi les
animaux avec une de ces protéines (ou un de leur peptide) mélangées avec un adjuvant étant le
plus souvent du CFA (Complete Freud’s Adjuvant — de I’huile contenant des extraits de
Mycobacterium tuberculosis). Dans I’ensemble des cas précédemment cités, c’est la réponse
immunitaire de la souris immunisée qui entraine I’EAE et ses symptomes, on parle donc d’EAE
active. Il est aussi possible d’induire ’EAE en récupérant les cellules encéphalitogéniques
d’une souris immunisée, et en les injectant a une souris receveuse apres réactivation in vitro.
On parlera alors d’EAE passive. Le choix entre immunisation active ou passive, ou
immunisation avec protéine totale ou peptide seul dépend de la question posée. L’ immunisation
avec la protéine MOG par exemple entraine le développement d’une EAE dépendante des LB
et de la formation de centres germinatifs, tandis que I’immunisation avec le peptide MOG3s.s5
est majoritairement indépendante des LB mais dépendant de la réponse T (Ben-Nun et al.,

2014).
b) Physiopathologie de ’EAE
Durant les premiers jours suivant I’immunisation avec le peptide MOGas.ss, des DC activées

par le CFA, vont endocyter le peptide, maturer, et migrer vers les ganglions lymphatiques

drainant le site d’immunisation (dLN) ou elles présenteront leur complexe CMHp aux LT.
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Figure 17 : La physiopathologie de ’EAE

Haut. En condition basale, les LT passent d’'un LN a un autre ou circulent dans les vaisseaux sanguins, sans
adhérer a la paroi. L’intégrité de la BHE est préservée. Bas 1) Une DC présente un peptide de la myéline a un LT
CD4 autoréactif qui s’active et se différencie en Thl ou Thl7. 2) Les cytokines inflammatoires ont activé
[’endothélium, permettant aux LT d’y adhérer, puis de pénétrer dans l’espace péri-vasculaire entre 2 cellules
endothéliales. 3) Les LT sont réactivés par une CPA et produisent des cytokines pro-inflammatoires, entrainant la
production de chimiokines et perturbant les jonctions de la BHE. 4) Les chimiokines produites permettent le
recrutement de neutrophiles et de monocytes. 5) Stimulés par les cytokines pro-inflammatoires, les monocytes
produisent des MMP qui perméabilisent la glia limitans. 6) La BHE étant perméabilisée, les cellules inflammatoires
pénetrent le parenchyme et entrainent des degdts tissulaires, notamment via la production de ROS.
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Les LT vont alors s’activer, proliférer, et se différencier en T helper exprimant les protéines de
migration (récepteurs de chimiokines, intégrines) nécessaires a leur migration dans le SNC
(Figure 17). Cette ¢étape de migration dans le SNC est cruciale a I’établissement de ’EAE et
dépend de la capacité des LT a traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE — BOX 7).

BOX 7. Parenchyme, Sang, et Liquide Céphalo-Rachidien

Bien que ’on retrouve quelques LT mémoires a 1’état basal dans le liquide-céphalo-rachidien (LCR) entourant le
cerveau et la ME, ces deux organes ou plutot leurs parenchymes, sont des tissus immunoprivilégiés, dénués
d’infiltration immunitaire. Cette protection est due a la présence de barrieres étanches séparant le parenchyme du
LCR (autour) et du sang (a I’intérieur).

La BHE, barri¢re séparant le parenchyme du sang, est composée des cellules endothéliales (EC) du vaisseau
sanguin reliées entre elles par des jonctions serrées, de la membrane basale des EC, de péricytes, et de glia
limitans (protrusions astrocytaires et membrane basale issue du parenchyme). L’agencement des constituants de
la BHE changent en fonction de la localisation. Au niveau des artérioles les composants de la BHE sont fortement
compactés puis fusionnés au niveau du capillaire, mais au niveau des veinules post-capillaires, les EC et la glia
limitans se séparent, formant un espace péri-vasculaire. Enfin, la barricre séparant le parenchyme du LCR est
quant a elle composée de la pie-mere, d’une couche de collagéne sous la pie-mere et finalement de la glia limitans
(Engelhardt et al., 2017).

Il a été proposé que l’initiation de ’EAE suive un modele de migration en 2 temps.
Le 1° passerait par la migration de Tconv CCR6" au niveau du plexus choroide (structure
produisant le LCR au niveau des ventricules) ou le ligand de CCR6 (CCL20) est
constitutivement sécrété (Reboldi et al., 2009). Cette migration est d’autant plus facilitée que
I’endothélium des vaisseaux sanguins du plexus choroide est fenestré, permettant
I’extravasation des cellules (Figure 18). Les Tconv activés migreraient ensuite au travers de la
barriere épithéliale du plexus choroide par un mécanisme non-décrit et se retrouveraient dans
le LCR. Ceci constituerait le moyen d’accés des LT mémoires au LCR, qui sont ensuite en
condition basale drainés jusqu’aux ganglions cervicaux. Dans le contexte de I’EAE, les Tconv
pourraient se disséminer dans le LCR ou ils seraient réactivés par des CPA locales
(macrophages ou DC), stimulant leur production cytokinique et entrainant ainsi ’activation des
endothéliums des vaisseaux sanguins, et notamment des veinules post-capillaires (Box 7 —

Figure 18C).

Dans un 2°™ temps, les Tconv activés présents dans la circulation sanguine sont alors capables
d’adhérer aux cellules endothéliales pré-activées qui ont augmenté leur expression de molécules
d’adhésions (E/P-Sélectine, VCAM-1, ICAM-1/2). Celles-ci permettent aux Tconv de ralentir
par roulement (via PSGL-1), d’adhérer fermement a I’endothélium (via VLA-4 et LFA-1) et de
réaliser la diapédése au travers des EC. Les Tconv se trouvent alors dans 1’espace péri-

vasculaire, entre les cellules endothéliales et la glia limitans, ou ils vont s’accumuler.



La facon dont les Tconv parviennent a traverser la glia limitans est encore mal connue mais
semble dépendante de la réactivation locale des Tconv par une CPA (macrophage péri-
vasculaire, DC), de leur production de cytokines, du recrutement de cellules myéloides
(monocyte) et de la production de métalloprotéases matricielles (MMP) par ces dernieres
(Agrawal et al., 2006; Song et al., 2015). De fagon importante, la perturbation de la glia limitans
est nécessaire a I’apparition des symptomes au cours de I’EAE. L’accumulation de Tconv
activés dans 1’espace péri-vasculaire seul est en effet associée a une absence de symptomes

(Toft-Hansen et al., 2006; Tran et al., 1998).

La perturbation de la BHE et la production de chimiokines, vont permettre le recrutement de
nouvelles cellules pro-inflammatoires, et ainsi entrainer une augmentation de 1’inflammation et
I’initiation de dégats tissulaires, notamment la démy¢élinisation (Dendrou et al., 2015). Cette
infiltration des LT dans le SNC correle donc avec 1’apparition des premiers symptomes aux
alentours du 8™ jours post-immunisation (J8). Les LT vont alors proliférer localement,
produire des chimiokines entrainant le recrutement de nouvelles cellules immunitaires et
amplifier ainsi I’inflammation jusqu’au pic de la maladie aux alentours de J14 post-
immunisation. L inflammation va ensuite graduellement diminuer grace a diverses populations
immuno-régulatrices (Treg, microglie), qui, suivant [’intensit¢ des dégats tissulaires,
entraineront une réduction du score clinique plus ou moins importante : c’est la phase de
rémission. Celle-ci peut étre compléte (plus de signe clinique), ou incomplete et ainsi
déboucher sur une forme chronique d’EAE. Les LT, et plus particulierement les LT CD4 ont
ainsi un role primordial dans ce mod¢le, et la nature de leur différenciation, des facteurs qu’ils
expriment et des cytokines qu’ils produisent peuvent considérablement modifier I’issue de la

maladie.
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A

Figure 18 : Les barriéres du SNC

Ce schéma représente les voies
d’entrées possibles pour les LT dans le
parenchyme, au travers des différentes
barrieres du SNC. A, B et C sont des
zooms des 3 zones représentées sur la B
coupe transversale du cerveau. A. Le
plexus choroide. Situé au niveau des
ventricules, le plexus choroide est
responsable de la production de LCR,
circulant ensuite autour du SNC,
notamment  dans [’espace  sous-
arachnoidien (SAS). Il n’y a pas de
BHE autour des vaisseaux sanguins,
mais les cellules épithéliales sont
reliées par des jonctions serrées
imperméables. B. Vaisseau sanguin
des leptoméninges. Situé entre
["arachnoide et la pie-mere, le SAS est
traversé par des vaisseaux Sanguins
recouverts — par la  pie-mere.
L extravasation de cellules depuis ces
veines les localiseraient donc dans le(C
LCR ou dans [’espace sous-pial,
toujours separé du parenchyme par la
glia  limitans. C. Veinule post-
capillaire. La structure de la BHE varie
entre artériole, capillaire, et finalement

. o J . Astrocyte
veinule post-capillaire, ou la glia
limitans se sépare des cellules — Glia Limitans
endothéliales (EC), laissant place a un EC basement membrane
espace péri-vasculaire (EPYV). —___ _BBBEC

Contrairement aux 2 premieres voies
d’entrées, celle-ci est située en plein
ceeur du parenchyme. Aprés avoir passé
les EC, les LT sont réactivés dans ['EPV
par des CPA locales, recrutent des
cellules  myéloides permettant la
perméabilisation de la glia limitans, et
l’entrée  des  cellules dans le
parenchyme (Figure 17). Adapté de
Engelhardt., 2017.

Pericyte
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c¢) Implication des différentes sous-populations de LT

Nous I’avons vu dans le chapitre II, les LT CD4 peuvent se différencier en Thl, Th2, Th17 ou
encore en iTreg, et les contributions relatives de ces différentes cellules ont été largement
¢tudi¢es au sein des modeles d’EAE. Historiquement, ’IFN-y a été 1’une des premieres
cytokines associées au développement de I’EAE, via son role au sein de la réponse Thl. Son
implication a cependant été fortement remise en cause ces derniéres années, particulierement
suite a la découverte de 1’IL-23, du lignage Th17, et du r6le hautement pathogénique de I’IL-
17 et du GM-CSF.
1. Les Thl dans ’EAE

L’IFN-y, une cytokine bipolaire.

Dans un contexte ou les IFN de type I montraient un effet bénéfique en traitement chez les
patient SEP, plusieurs études ont montré que les cellules de patients présentaient un défaut de
production d’IFN-y (Neighbour et al., 1981 ; Vervlietetal., 1983). Ceci motiva la mise en place
d’une étude pilote de traitement de 18 patients avec différentes doses d’IFN-y. Cependant cela
entraina une aggravation de la maladie chez 7 d’entre eux indépendamment de la dose, associée
a une activation du systéme immunitaire (Panitch et al., 1987), suggérant que I’'I[FN-y est
impliqué dans la physiopathologie de la SEP. On observa plus tard ’accumulation de cette
cytokine dans le SNC, le LCR, ou encore au sein de PBMC de patients (Olsson, 1992). Une
autre ¢tude clinique réalisée cette fois-ci avec des anticorps bloquant I’I[FN-y a par la suite
montré une amélioration des symptomes chez des patients en phase SPMS, confirmant le role
pathogénique de I’IFN-y (Skurkovich et al., 2001). De plus, les premicres expériences de
transfert adoptif ont permis de montrer que les Thl avaient la capacité d’induire I’EAE,
contrairement aux Th2 (Baron et al., 1993). Mais la grande surprise fut cependant la découverte
que les souris IFNy-KO développent une EAE « plus sévére » que les souris WT (Ferber et al.,
1996), de méme que chez les souris p35-KO ou ILI2Rb2-KO, souris dépourvues
respectivement de la cytokine IL-12 ou de son récepteur (Becher et al., 2002; G.-X. Zhang et
al., 2003). 1l semblerait cependant que ’EAE ne soit pas simplement plus sévere, mais plutot
« différente ». En effet, PEAE classique est caractérisée par une atteinte majeure de la ME
entrainant des symptomes moteurs, avec une relativement faible infiltration dans le cerveau
(Lees et al., 2008; Pierson et al., 2012; Simmons et al., 2013). Or I’'IFN-y semble avoir des

effets opposés entre le cerveau et la ME, étant protecteur pour le premier, mais néfaste pour le



deuxiéme (Goverman, 2009; Wagner et al., 2020). Ainsi, I’absence d’IFN-y ou de son récepteur
entraine une augmentation de I’infiltration immunitaire dans le cerveau, et de ce fait le
développement d’une forme atypique de I’EAE caractérisée par une atteinte cognitive (ataxie,
dystonie...) (Ni et al., 2014). Ceci pourrait étre expliqué par les effets différents de I’'IFN-y sur
la BHE du cerveau et la BHE de la ME, ce qui est illustré chez les souris IFNyYR-KO ou
I’expression du récepteur a été restauré spécifiquement dans les cellules endothéliales,
entrainant une diminution de 1’inflammation dans le cerveau mais pas de la ME (Niet al., 2014).
L’inflammation dans le cerveau des souris IFNyR-KO est par ailleurs associée a une
augmentation de D’infiltration en neutrophiles CXCR2" du fait de I’augmentation locale de
CXCL2, tandis que I’IFN-y induit chez les souris WT une infiltration de monocytes CCR2*
dans la ME en réponse au CCL2 (Stoolman et al., 2014).

Impact direct de I FN-y.

L’TFN-y exerce ses effets en se liant sur son récepteur exprimé par des cellules immunitaires et
non-immunitaires. Elle entraine I’augmentation de 1’expression des molécules de CMH-I, de
CMH-II, et des molécules de co-stimulation par les cellules dendritiques, les macrophages
périphériques et péri-vasculaires, la microglie ou encore les astrocytes, stimulant ainsi leur
capacité a réactiver les LT CD4 et CD8 (Ottum et al., 2015). L’IFN-y entraine aussi la
production de chimiokines pas les cellules résidentes et infiltrantes telles que CCL2, CCLS5,
CXCL9, ou CXCL10, responsables du recrutement de monocytes CCR2" et de lymphocytes
CCR5" CXCR3". Il a aussi été montré que I’IFN-y entraine le relachement des jonctions serrées
de la BHE et y induit I’expression de molécules d’adhésion (Sonar et al., 2017). La difficulté
d’interprétation des effets de I’ITFN-y est aussi due aux effets opposés qu’elle exerce en fonction
de la dose. Par exemple, une dose forte entraine la mort des oligodendrocytes, et la
différenciation de la microglie en cellules pro-inflammatoires pathogéniques produisant
notamment du NOS (Nitric Oxygen Species), tandis qu’une faible dose stimule les capacités
anti-oxydantes des oligodendrocytes et différencie la microglie en cellules anti-inflammatoires
inductrices d’iTreg (Ottum et al., 2015). L’TFN-y participe ainsi a I’attraction de cellules, a leur

migration au travers de la BHE, a leur réactivation localement et enfin a leur pathogénicité.



Le TNF-a

Dans le méme genre, le TNF-a est une cytokine hautement pro-inflammatoire, mais au role
ambigu elle aussi. Elle induit I’expression de molécules d’adhésions par les astrocytes et les
cellules endothéliales, induit 1’expression de chimiokines par la microglie, synergise avec
I’IFN-y pour induire I’expression des molécules de CMH par les oligodendrocytes et les
astrocytes, et peut directement induire la mort par apoptose des oligodendrocytes. Il a aussi été
montré que le TNF-a serait impliqué dans I’induction de 1’expression de MMP-2/9 par les
monocytes, nécessaire a la perturbation de la glia limitans (Agrawal et al., 2006). De plus, il a
€té montré qu’une €lévation des taux de TNF-a et d’IFN-y précédait les phases de poussées de
la maladie chez les patients (Becher et al., 2016; Ding et al., 2015). Cependant, le traitement de
patient avec un inhibiteur de TNF- a a entrainé une augmentation de la maladie (Arnason et al.,
1999), indiquant que tout comme I’[FN-y, le TNF-a aurait des rdles pro- et anti-inflammatoires,
probablement dépendant de la cible, de la dose et de la localisation.

Pour finir sur les Th1, des études ont montré que la déficience en T-bet entrainait une résistance
al’EAE, associée avec une absence de production d’IFN-y et une augmentation de la production
d’IL-10 ou encore de cytokines Th2 telles que I’IL-4 et I’'IL-5 (Bettelli et al., 2004; Nath et al.,
2006). Une étude plus récente n’a cependant pas montré de résultats similaires, avec seulement
un développement retardé de la pathologie chez les souris T-bet-KO (R. A. O’Connor et al.,
2013). Cette étude confirme en revanche le role important de T-bet de fagon intrinséque au sein
des LT CD4. Ils montrent en effet une incapacité¢ des LT CD4 T-bet KO a transférer ’EAE
dans un modele d’EAE passive ou ils ont été polarisés en condition Thl, et ce malgré le fait
qu’ils produisent de I’'IL-17. Ceci est en revanche associé a une réduction de leur production
d’TIFN-y et de GM-CSF. De manicre intéressante, si ces cellules sont polarisées en condition
Th17, elles redeviennent capables d’induire I’EAE aussi efficacement que les WT,

possiblement du fait d’une migration a différents endroits selon la pré-différenciation.

ii. Les Th17 dans ’EAE

L’IL-12, nécessaire a la différenciation Th1, est un dimére formé par les sous-unités p40 et p35.
En 1998, une étude démontre la résistance a I’EAE des souris p40-KO, ce qui est expliqué par
un défaut de polarisation Th1, défini alors comme le lignage pathogénique (Segal et al., 1998).
Ce n’est que plus tard avec la découverte que la délétion de p35 n’induit pas de protection

contre I’EAE, que cette hypothése a été remise en question. De plus, la découverte que la
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délétion de p19 (se dimérisant avec p40 pour former 1’TL-23) était responsable d’une drastique
réduction de la sévérité de la maladie, amena a envisager le role d’une nouvelle population (Cua
et al., 2003). Ceci fut confirmé avec la découverte de la population Th17, du facteur de
transcription RORyt, et de la nécessité de I’IL-23 pour finaliser la différenciation en Th17
(Komiyama et al., 2006). Contrairement aux Th1 étant pathogéniques au sein de la ME, il a été
montré que les Th17 induisaient une forte inflammation au niveau du cerveau (Stromnes et al.,
2008). Le role pathogénique des Th17 peut étre expliqué par différents effets médiés par I’'IL-
17 notamment. L’IL-17 induit une augmentation de la perméabilité de la BHE (Kebir et al.,
2007), possiblement en augmentant la production de ROS par les cellules endothéliales de la
BHE ce qui entraine une perturbation des jonctions serrées (Huppert et al., 2010). L’IL-17
induit aussi I’expression de chimiokines comme le CXCL2 par les astrocytes entrainant le
recrutement massif de neutrophiles (Simmons et al., 2014). Les Th17 sont aussi responsables
de la formation de structures particulicres dans le SNC, des « follicules lymphoides
ectopiques » (aussi appelés organes lymphoides tertiaires — OLIII), structure typique retrouvée
au sein des méninges des patients SEP en SPMS, ou LT et LB se regroupent et entrainent parfois
la formation de centres germinatifs (Peters etal., 2011). De fagon intéressante, I’induction d’une
EAE passive par injection de Th17 auto-spécifiques suffit a entrainer la formation de ces
follicules ectopiques, et ce de manieres 1L-17-dépendante, en remodelant les fibroblastes des
méninges (Pikor et al., 2015).

De fagon importante, une étude vient trés récemment de montrer que le role des Th17 dans
I’EAE pourrait aussi (voire surtout) impliquer une interaction de ces cellules avec le microbiote
intestinal, et que la diminution de I’EAE dans les souris IL17-KO ne serait pas due a une
absence d’encéphalitogénicité de ces cellules, mais serait plutot due a une dysbiose intestinale
(Regen et al., 2021). Ceci sera plus amplement discuté dans une prochaine partie dédi¢e au

microbiote (Partie IV.3.b.ii1).

iii. Le GM-CSF dans ’EAE

Poussée par les observations qu’une partie des souris IL17-KO ainsi que IL17-IFNy-double-
KO développent malgré tout ’EAE, la communauté scientifique a recherché la ou les cytokines
qui pourraient induire ’EAE dans ces conditions (Simmons et al., 2014). Le GM-CSF n’est pas
restreint a un lignage mais est au contraire exprimé par les Thl et les Th17, et est nécessaire a
leur encéphalitogénicité (Codarri et al., 201 1; Ponomarev et al., 2007). En effet, les souris GM-

CSF-KO sont presque totalement résistantes a I’EAE (McQualter et al., 2001). Le récepteur au
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GM-CSF n’étant pas exprimé par les lymphocytes, mais 1’étant fortement par les cellules
my¢loides, c’est par elles qu’il joue son role hautement pro-inflammatoire. Il entraine ainsi le
recrutement, la prolifération et la maturation des cellules my¢loides telles que neutrophiles et
monocytes, stimule la microglie et les DC résidentes, générant ainsi un environnement
fortement inflammatoire, notamment via la production de ROS (Reactive Oxygen Species) par

ces cellules (Spath et al., 2017; Wagner et al., 2020).

iv. Les Th2 et Treg dans ’EAE

Bien qu’il ait ét¢ montré que les Th2 étaient capables d’induire I’EAE lors de transfert adoptif,
induisant une EAE plus faible que des Thl ou Th17 (Jager et al., 2009), les Th2 sont plutot
associés a un role protecteur lors de I’EAE. Il a en effet été montré que traiter les souris avec
de I’anti-IL-4 pouvait induire une augmentation de la sévérité de 'EAE (Brocke et al., 1996).
De plus, il a ét¢ montré que le transfert de Th2 prévenait le développement de I’EAE, mais
pouvait aussi induire la rémission d’'une EAE déja initiée (Kuchroo et al., 1995). Finalement,
le traitement de souris avec de 1’'IL.-4 améliore la rémission de I’EAE, et est associé avec une

réduction de I’inflammation et une remyélinisation au sein du SNC.

Concernant les Treg, de nombreuses ¢tudes ont montré leurs roles bénéfiques dans I’EAE, que
ce soit dans I’inhibition de I’induction de I’EAE ou dans la phase de rémission. Dans ce sens,
la déplétion des Treg entraine une aggravation de la maladie, tandis que le transfert de Treg
I’inhibe. Outre I’inhibition de la réponse inflammatoire, les Treg sont aussi impliqués dans la
réparation tissulaire via la production de facteurs de croissance, ou encore via la polarisation
des macrophages vers un phénotype « M2 » pro-résolutif, phagocytant les débris cellulaires
dans le SNC et inhibant la réponse immunitaire par production d’IL-10 (Y. Dong & Yong,
2019; Dufty et al., 2019; Malviya et al., 2020).

v. Les LT CDS8 dans I’EAE

Bien que cette population semble fortement impliquée dans la SEP (cellules infiltrantes
majoritaires localisées au niveau des I€sions) (Hauser et al., 1986), les LT CD8 semblent ne
jouer qu’un role mineur dans les différents modeles d’EAE étant basés sur I’induction d’une
réponse immune des LT CD4 ou le transfert de LT CD4 déja activés. Les premicres évidences

pointaient par ailleurs vers un role protecteur des LT CD8, étant les médiateurs de la tolérance



orale induite par I’apport de MBP ou encore de la protection contre I’EAE suite a une premiere
immunisation (Jiang et al., 1992; Miller et al., 1992). Il a cependant été montré par la suite que
les LT CDS8 n’étaient pas seulement suppresseurs mais pouvaient aussi induire I’EAE suite au
transfert de LT CD8 ayant un TCR spécifique de composant de la myéline (MBP), mais
entrainant une pathologie différente de I’EAE classique médiée par les LT CD4 (Infiltration
immunitaire et dommages tissulaires localis€s principalement dans le cerveau) (Huseby et al.,
2001). De plus, méme lors de I’immunisation par le peptide MOGas.ss, les LT CD8 sont activés
grace a I’apprétage d’une version modifiée de ce peptide sur le CMH-I : MOGa37.46 (Ford &
Evavold, 2005), dont la restimulation entraine la production d’IFN-y. Cette étude montre aussi
que le transfert de ces LT CD8 spécifiques de MOG induit ’EAE chez les souris receveuses.
Ceci a cependant été contredit par une plus récente ¢tude indiquant que le transfert de LT CD8
spécifiques de MOG ne permettait pas d’induire I’'EAE. A I’inverse, le transfert de ces LT CD8
induit une réduction de la sévérité de I’EAE (York et al., 2010). Ceci serait dépendant de
I’expression de la perforine par ces LT CDS, leur permettant de lyser les LT CD4 et CPA
responsables de 1’inflammation.

De méme, il a plus récemment ét€¢ montré qu’il y avait suite a I’immunisation avec le peptide
MOGss.ss, I’expansion de différents clones de LT CD8 ne reconnaissant pas MOG mais des
peptides variés ayant été déterminés par screening de librairie (Saligrama et al., 2019). La co-
immunisation avec un ou plusieurs de ces peptides que ce soit avant, en méme temps, ou apres
I’induction de I’EAE, aboutit a une forte réduction de la sévérité de I’EAE. Les auteurs
caractérisent ainsi une population particuliécre de LT CD8'CD44"CD122"Ly49", capable
d’inhiber la prolifération in vitro des LT CD4 MOG-spécifiques dans un mécanisme dépendant
de la perforine. Il ressort ainsi de ces différentes études un role complexe des LT CDS, pouvant
étre impacté par la nature du CMH-I qu’ils rencontrent et la nature des peptides qu’ils
reconnaissent.

Ainsi, a I’'image des LT CD4 pouvant étre pathogéniques ou protecteurs, les LT CDS8 peuvent
eux aussi avoir des roles opposés. Dans ce sens, des études d’associations génétiques ont montré
que des alleles du CMH-I étaient positivement associés a la SEP tandis que d’autres étaient
négativement associés a la SEP, suggérant une modulation différente de la réponse T CDS,

ayant des conséquences physiopathologiques (Mars et al., 2011).
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3. Etiologie de la SEP

L’étiologie de la SEP est encore mal connue mais différents travaux ont montré que cette
maladie est complexe mélant différents facteurs de risques, qu’ils soient génétiques,

épigénétiques ou environnementaux.
a) Facteurs Génétiques et Epigénétiques

La connaissance des facteurs génétiques impliqués dans la SEP a grandement évolué grace aux
¢tudes génomiques de cohorte par GWAS. Un ensemble de GWAS ont a ce jour été réalisées
sur des patients SEP, utilisant des cohortes plus grandes a chaque fois, et avec une meilleure
profondeur et précision d’analyse (Hafler et al., 2007; Patsopoulos et al., 2019; Sawcer et al.,
2011). Ces GWAS ont ainsi contribué a la vision de la SEP comme étant une maladie auto-
immune, de par la trés grande majorité¢ de génes impliqués dans le systéeme immunitaire. Les
genes les plus associés avec la SEP sont par ailleurs les génes du HLA, surreprésentés dans ces
¢tudes, et étant primordiaux pour la réponse T. Les autres génes concernent des cytokines, des
récepteurs de cytokines ou chimiokines, des molécules de co-stimulations, ou encore des
molécules de signalisation comme Vavl et Themisl. Cependant, bien que ces études aient
permis d’améliorer la compréhension de I’étiologie de la SEP, les facteurs génétiques ne
permettent d’expliquer que 39 a 48% de I’héritabilité (Patsopoulos et al., 2019), définissant
ainsi un pourcentage important de « missing heritability » (Zuk et al., 2012), qui serait en partie

expliqué par les interactions géniques, étant occultées dans les GWAS.

Les modifications épigénétiques permettent la modulation de I’expression génique sans
altération de la séquence d’ADN codant pour les différents genes. Il a par exemple ét¢ montré
que les LT CD4 issus du sang de patients SEP pouvaient avoir des modifications épigénétiques
différentes en comparaison aux LT CD4 de donneurs sains, notamment au niveau des genes du
HLA (Graves et al., 2014). Une autre étude a mis en évidence des modifications épigénétiques
au sein des oligodendrocytes de patients, qui pourraient avoir des effets sur leur maturation
(Pedre et al., 2011). Ces modifications peuvent étre héritées, mais aussi acquise in utero ou au
cours de la vie, notamment sous 1’influence du vieillissement ou de facteurs environnementaux

(Huynh & Casaccia, 2013; Z. Zhu et al., 2019)



b) Facteurs Environnementaux

La limite de I’'implication de la génétique dans I’étiologie de la SEP est parfaitement illustrée
par I’étude de jumeaux monozygotes. En effet bien qu’ils aient en commun 100% de leur
génome, la probabilité¢ de I’un de développer la SEP si le deuxieme 1’a déja développée a été
estimée a ~18% (O’Gorman et al., 2012). Certes bien supérieur aux ~3% de risque observés
entre fréres et sceurs non-jumeaux, cela montre bien I’importance de facteurs extérieurs a la
génétique.

1. Facteurs d’environnement infectieux

Des études épidémiologiques ont montré une corrélation entre I’infections par le virus EBV et
le développement de la SEP. De plus, on observe chez les patients SEP des anticorps dirigés
contre ’EBV, et on retrouve ce virus dans le cerveau au niveau de certaines Iésions chez les
patients. Malgré cela, étant donné¢ que 90-95% de la population mondiale a été infectée par
I’EBV, montrer un lien de causalité entre 1’infection par ’EBV et le développement de la SEP
est délicat. Une récente étude de suivi de plus de 10 millions de personnes sur 20 ans, dont ~5%
¢taient EBV-négatif a I’initiation de I’étude a finalement permis de montrer qu’au sein des plus
de 900 nouveaux cas de SEP, ceux-ci étaient a 97% précédés de I’infection par ’EBV, contre
seulement 57% de néo-infection EBV chez les personnes n’ayant pas développé la SEP durant
I’étude (Bjornevik et al., 2022). Finalement, une autre étude trés récente révele 1’existence de
« mimétisme moléculaire » entre I’antigéne EBNA1 de I’EBV et la protéine GlialCAM
exprimée par les astrocytes et les oligodendrocytes, pouvant tous deux étre reconnus par un
méme clone d’anticorps retrouvé chez 20-25% des patients SEP (Lanz et al., 2022). Cette cross-
réactivité des anticorps entre un peptide viral et un peptide glial pourrait étre en partie

responsable du lien entre I’EBV et la SEP.

ii. Facteurs d’environnement non-infectieux

I1 est aujourd’hui admis que le comportement humain, ou méme ’endroit ot nous vivons ont
un impact sur notre susceptibilité a développer la SEP. Il a ainsi ét¢ montré une augmentation
du risque chez les personnes qui fument du tabac, qui travaillent de nuit, qui sont obeses a
I’adolescence ou encore étant sujets a la respiration de solvants organiques. Un autre facteur est
I’exposition au soleil, et dépendant d’elle le taux de vitamine D, étant inversement corrélé au

développement de la SEP. De méme, il semble que la consommation de café¢ ou d’alcool soit
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associée a une réduction de risque de développer la SEP, bien que ces dernicres observations

requierent de plus larges études pour étre confirmées (Olsson et al., 2016).

iii. Le microbiote

La communication entre le cerveau et l'intestin au travers du « Gut-Brain-Axis » est
énormément étudiée ces dernieres années, avec un intérét particulier sur le réle du microbiote
intestinal dans cette communication.

L’une des observations les plus frappantes est que la simple absence de microbiote intestinal
dans les souris « germ-free » entraine leur résistance quasi compléte a ’EAE (Bereretal., 2011;
Leeetal.,2011). Ceci estassoci¢ a une réduction de la réponse Thl et Th17 et une augmentation
du nombre de Treg. La reconstitution de ces souris avec des bactéries segmentées filamenteuses
connues pour induire une réponse Th17 (Ivanov et al., 2009), suffit a les rendre susceptibles a
I’EAE a nouveau, illustrant le lien fort entre microbiote intestinal et inflammation du SNC (Lee
et al., 2011). Des résultats similaires ont €té observés en réduisant le microbiote intestinal par
administration d’un mélange d’antibiotiques avant I’immunisation des souris (Ochoa-Reparaz
et al., 2009). Mais les bactéries ne sont pas toutes néfastes, il a en effet ét€ montré que
I’administration de certaines souches de Lactobacilles permettent non seulement de prévenir de
I’EAE, mais aussi d’inhiber une EAE déja induite, en réduisant la production d’IFN-y, d’IL-17
et de TNF-a et en induisant la différenciation de Treg et la production d’IL-10 et de TGF-3
(Lavasani et al., 2010). De méme, il a ét€ montré que donner oralement un métabolite bactérien
(Polysaccharide A) issu de la bactérie Bacteroides fragilis, protege de I’EAE en préventif mais
aussi en curatif (Ochoa-Reparaz et al., 2010). De facon intéressante, dans ces deux études les
effets bénéfiques des probiotiques sont dépendants de la capacité de la souris a produire de I’'IL-
10, puisqu’aucune amélioration n’est observée chez les souris IL-10-KO (Lavasani et al., 2010;
Ochoa-Reparaz et al., 2010). Ces résultats ont amené des interrogations quant aux mécanismes
liant le microbiote et I’activation du systéme immunitaire dans le contexte de I’EAE. Il a ainsi
€té montré que suite a I’immunisation (ou suite au transfert de LT CD4 encéphalitogéniques),
a lieu une augmentation de la perméabilité intestinale et ce des J7, et augmentant jusqu’a J14,
associée a une inflammation des plaques de Peyer et de la lamina propria (Nouri et al., 2014),
suggérant que lors de I’EAE, I’inflammation intestinale pourrait précéder I’inflammation du
SNC. Dans ce contexte, mon équipe d’accueil a montré que 1’administration d’une souche
d’Escherichia Coli (Nissle1917 - ECN) avant I’immunisation induisait une réduction de la

sévérité de I’EAE associée a une protection de I’intégrité de la barriere intestinale, maintenant



une perméabilité normale (Secher et al., 2017). Ceci suggere ainsi un lien entre la perméabilité
intestinale et la sévérité de I’inflammation dans le SNC. Il a récemment €t¢ montré dans un
modele d’EAE induit par transfert adoptif de 2D2 (LT CD4 ayant un TCR transgénique
spécifique du peptide MOG) préalablement différenciés en Th17, que ces cellules migrent
d’abord dans le colon des J4 ou elles proliférent fortement, avant de migrer pour une partie
d’entre elles dans le SNC a partir de J8 (Duc et al., 2019). Bien que cette migration dans le
colon ne soit pas antigene spécifique puisque observée avec des OT-II (LT CD4 ayant un TCR
transgénique spécifique du peptide OVA), elle est néanmoins spécifique des Th17 qui migrent
bien plus efficacement que les Thl. De facon importante, 1’inhibition de cette migration par
traitement avec un anticorps anti-a4p7 (intégrine reconnaissant MadCAM dans 1’intestin)
induit une réduction de la sévérité de ’EAE (Duc et al., 2019). Finalement, le traitement de ces
souris avec un antibiotique induit une réduction de la sévérité de I’EAE similaire a I’anti-a437,
et le co-traitement n’induit pas de diminution supérieure de I’EAE, indiquant que ’effet
bénéfique de I’anti-a437 est dépendant de la présence de microbiote. Dans ce sens, les auteurs
ont montré que I’injection des 2D2 Th17 est associée a une dysbiose, avec notamment une
réduction des Lactobacilles, confirmant le lien entre Th17, microbiote, et inflammation du
SNC.

Comme mentionnée précédemment, une trés récente étude vient bousculer un peu la vision
actuelle du role des Th17 dans I’EAE. Cette étude suggere que la protection contre I’EAE
observée chez les souris IL17-KO ne serait pas due a un défaut d’encéphalitogénicité des LT,
mais a la dysbiose du microbiote intestinal du fait de I’absence d’IL-17 produit localement
(Regen et al., 2021). Bien que la restauration de I’EAE ne soit que tres partielle lorsque les
souris IL17-KO recoivent le microbiote de souris WT (contredisant donc assez fortement leur
hypothese), les auteurs montrent que 1’induction de I’expression de I’'IL-17 spécifiquement dans
les cellules épithéliales de D’intestin suffit a restaurer le microbiote et rendre les souris
susceptibles a I’EAE, malgré ’incapacité des LT a produire I’IL-17. Outre la question du rdle
de I'IL-17 dans le SNC, cette ¢tude illustre encore une fois I’interdépendance entre le

microbiote, la réponse immunitaire et I’inflammation du SNC.

Toutes ces observations chez la souris sont d’autant plus relevantes que différentes études ont
fait des observations similaires chez I’Homme. Une altération de la perméabilité intestinale a
par exemple été décrite chez les patients SEP (Buscarinu et al., 2017), ainsi qu’une différence

de microbiote entre les patients SEP et des contrdles sains (J. Chen et al., 2016; Jangi et al.,



2016). De facon intéressante la restauration du microbiote des souris germ-free avec le
microbiote de patients SEP induit (aprés immunisation) une EAE plus sévere que lorsqu’elles
sont reconstituées avec du microbiote de contrdles sains. Ceci est associé a un impact opposé
sur les réponses Thl et Treg, suggérant que la différence de microbiotes chez les patients SEP
contribue a la maladie en modulant la fonction des LT CD4 (Cekanaviciute et al., 2017). Il a
aussi €té observé chez ’Homme une corrélation entre 1’accumulation de Th17 au niveau de
I’intestin, la dysbiose du microbiote fécal, et I’activité de la SEP (Cosorich et al., 2017). De
plus, une bactérie qui se trouve fortement représentée chez les patients RRMS NEDA (no
evidence of disease activity) mais quasi absente chez les patients RRMS EDA, une souche de
Prevotella (Cosorich et al., 2017), a la capacité de réduire la sévérité¢ de I’EAE lorsqu’elle est
administrée a des souris, avant ou apres immunisation (Mangalam et al., 2017). Ceci est associé
a I’augmentation d’une population de DC tolérogéniques CD103" responsable de I’induction
de Treg et d’une réduction des réponses Thl et Th17. De facon intéressante, les souris ayant
recu la bactérie présentent un maintien de I’intégrité de la barriére intestinale mais aussi de la
BHE, caractérisé par la réduction de leur perméabilité (Mangalam et al., 2017). Finalement, les
effets bénéfiques observés dans cette étude pourraient étre dis a d’autres bactéries, puisque les
auteurs montrent que I’administration de leur souche de Prevotella induit aussi une restauration

partielle du microbiote, avec par exemple une augmentation des Lactobacilles.

Pour finir, I’interaction entre le microbiote et le systtme immunitaire ne se limitant pas a la
réponse T, des différences ont aussi ét¢ observées concernant la réponse humorale. Les patients
SEP ont en effet un plus faible pourcentage des bactéries leur microbiote intestinal liées par des
IgA. Cette diminution est par ailleurs inversement corrélée avec la sévérité de la maladie. De
plus, ceci est associ¢ chez les patients SEP a une plus forte concentration d’IgG sérique
reconnaissant les bactéries du microbiote fécal (Sterlin et al., 2021). L’augmentation
systémique de la réponse IgG pourrait €tre due a une augmentation de la translocation
bactérienne au travers de la barriére intestinale du fait de la réduction des IgA, ou encore
secondaire a l’augmentation de la perméabilité intestinale facilitant la translocation de
bactéries. Ainsi, I’augmentation des IgG circulantes chez les patients SEP semble étre en partie
due a une réponse systémique contre le microbiote intestinal, et pourrait avoir un role
physiopathologique.

Ainsi, tout évenement pouvant modifier le microbiote risque aussi de modifier la susceptibilité
a diverses maladies, et notamment a la SEP. La colonisation de I’intestin par le microbiote suit

quatre phases. La 1% a lieu par transfert vertical le jour de la naissance, ou les bactéries
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vaginales et fécales de la mére sont transmises a I’enfant. La phase d’allaitement constitue la
2¢me_ou les composants nutritionnels du lait maternel mais aussi les bactéries qu’il contient vont
contribuer a faire évoluer le microbiote de I’enfant. La 3°™ phase a lieu avec le sevrage et
I’introduction de nourriture solide, et enfin la période post-sevrage constitue la 4™ et derniére
phase. Il apparait ainsi un r6le primordial du microbiote de la mere dans I’initiation de la mise
en place du microbiote de I’enfant. Par conséquent une modification du microbiote de la mere,
comme observé lors de stress prénatal, pourrait avoir une influence sur la susceptibilité a

développer diverses maladies comme la SEP (Jasarevic et al., 2017).

1v. Le stress prénatal

Le stress prénatal (PS) apparait depuis plusieurs années comme un parametre pouvant impacter
la susceptibilité de la descendance a développer divers troubles et maladies lors de 1’enfance ou
une fois devenue adulte, qu’ils soient de nature neuro-développementaux (Beversdorf et al.,
2005), psychiatriques (Khashan et al., 2008), comportementaux (O’Connor et al., 2003), mais
aussi immunitaires. Les effets du stress peuvent étre directs au travers des molécules de stress
telles que les glucocorticoides pouvant passer la barriere placentaire (BOX 8), mais ils peuvent
aussi €tre indirects, médiés par le microbiote et sa modification.

BOX 8. Le circuit du stress

La survenue d’un évenement stressant entraine I’activation de I’axe HPA (Hypothalamo-Pituitaire-

Adrénalien). L’activation du noyau paraventriculaire (NPV) de I’hypothalamus entraine sa libération de

CRH (corticotropin-releasing hormon), qui va agir a proximité sur [’hypophyse et entrainer la libération

d’ACTH (Adrenocorticotropic hormon). En passant par la circulation sanguine, ’ACTH va stimuler la

libération par les glandes surrénaliennes de glucocorticoides (GC), tels que la corticostérone chez la souris
ou le cortisol chez ’Homme, ayant des effets systémiques, notamment d’inhibition du systéme immunitaire.

La nature lipophilique des GC leur permet de traverser la barriere placentaire et ainsi d’atteindre le feetus,
mais ceci est en grande partie inhibé par ’enzyme placentaire 113-HSD2 qui convertit le cortisol en
cortisone beaucoup moins actif. La concentration d’HSD2 augmente au fur et a mesure de la grossesse, mais
chute juste avant le terme, et chute d’autant plus en réponse a un stress chronique. C’est justement a ce
moment que le feetus commence a exprimer ubiquitairement les récepteurs aux GC, et serait donc
particulierement sensible a leurs effets (Douros et al., 2017).

11 a en effet été montré que le PS induit une dysbiose du microbiote intestinal de la descendance
chez I’Homme (Aatsinki et al., 2020; Zijlmans et al., 2015), mais aussi au sein de modeles
animaux tels que le singe (Bailey et al., 2004), le rat (Golubeva et al., 2015), ou encore la souris

(Jasarevic et al., 2017). Il a été montré que ces modifications du microbiote de la descendance

sont au moins partiellement dues a la modification des microbiotes vaginal et fécal de la mere



Chapitre IV — La Sclérose en plaques

suite a la survenue de stress (Jasarevic et al., 2017). De facon intéressante, le controle de cette
transmission verticale par césarienne suivi de transfert de microbiote vaginal suffit a induire
une partie des phénotypes observés chez les souris PS (Jasarevi¢ et al., 2018) confirmant
I’importance du microbiote dans les effets du PS.

Outre I’effet sur le microbiote intestinal (bien que ce soit trés probablement 1i¢), le PS a été
corrélé avec différentes maladies inflammatoires chez I’Homme, telles que des pathologies
gastro-intestinales et allergiques (Zijlmans et al., 2015), I’eczéma atopique, I’asthme (De Marco
et al., 2012) ou encore des infections entrainant I’hospitalisation (Nielsen et al., 2011). Ceci
pourrait étre expliqué par un biais de la réponse immunitaire vers la réponse Th2, comme cela
a été¢ montré par stimulation des PBMC de femmes ayant subi un stress prénatal. Ces dernieres
présentaient une augmentation de la production d’IL-4 et IL-10 et une légere diminution de la
production d’IFN-y (Entringer et al., 2008). Il a de plus été observé chez I’enfant une diminution
de la production d’anticorps en réponse a un vaccin, une réduction de la production d’IFN-y, et
une augmentation de I’[L-4 par les LT apres restimulation post-vaccin (1. G. O’Connor et al.,
2013). Bien que ces ¢études chez I’Homme ne constituent que des associations sans preuve de
causalité, il semble effectivement y avoir un lien entre PS et immunité chez la descendance.
Cette augmentation de la réponse Th2 en réponse au stress prénatal a par ailleurs été observée
chez la souris suite a un PS, étant associée ici a ’augmentation de I’asthme allergique (Pincus-
knackstedt et al., 2006). Ceci semblerait étre di a un biais intrinséque des DC du poumon. En
effet, ’activation de LT CD4 naifs in vitro en présence de DC pulmonaires induit leur
polarisation vers le lignage Th2 plutot que Thl.

Malgré I’ensemble de ces résultats, trés peu d’études se sont intéressées a 1I’impact que le PS
pourrait avoir sur des maladies auto-immunes et sur I’inflammation du SNC. Une récente étude
suggere cependant que le PS induirait une augmentation de la sévérité de I’EAE, et ce de fagon
indépendante du systeme immunitaire, mais dépendante d’un défaut intrinséque du SNC, et
plus particulierement de la maturation des oligodendrocytes dans la ME (Paladini et al., 2020).
Ces résultats contrastent cependant avec 1’augmentation de la réponse Th2 et la diminution de
I’IFN-y observées dans les précédentes études, qui pourraient induire au contraire une réduction

de la sévérité de I’EAE.

Dans ce contexte, I’étude de I’impact du stress prénatal sur le systtme immunitaire et sur la
susceptibilité des souris a I’inflammation du SNC a constitué un second projet de recherche que

nous avons développé au cours de ma these.



Objectifs de la thése

Afin de mieux comprendre 1’étiologie de la sclérose en plaques, mes travaux de thése ont porté
sur deux grands axes principaux, étant premiérement I’étude de 1’implication de facteurs
génétiques (Vavl et Themisl), et parallélement, I’étude d’un facteur environnemental (le stress

prénatal).

Des études génétiques et notamment des GWAS ont permis 1’identification de nombreux genes
associés au développement de la sclérose en plaques, la plupart intervenant dans le systeme
immunitaire. Cependant la fonction de ces genes et leur role dans cette pathologie sont pour
beaucoup d’entre eux encore méconnus. De plus, bien que le nombre de genes identifiés ne
cesse d’augmenter et soit aujourd’hui supérieur a 200, ces derniers n’expliquent que ~38% de
I’héritabilité de la SEP (Patsopoulos et al., 2019). Une possible explication pour ce manque
serait les interactions inter-géniques, n’étant pas prises en compte dans les analyses génétiques.

Themisl et Vavl sont deux protéines de la signalisation du TCR, ayant toutes deux étés
génétiquement associés a la SEP (Sawcer et al., 2011 ; Jagodic et al., 2009). Le role de Vavl a
d’ores et d¢ja été largement étudié au sein des LT (Gaud et al., 2018), ou encore dans I’EAE
(Kassem et al., 2016), étude dans laquelle mon équipe a montré que la variant naturel Vav1R&W
induit une réduction de la maladie. Le role de Themis1 dans les LT matures et lors de ’EAE
est en revanche trés mal connu voire jamais étudié. Il a cependant été décrit que Themisl et
Vavl interagissent ensemble suite a I’engagement du TCR, et que Themisl controle
positivement la phosphorylation de Vavl (Zvezdova et al., 2016). De plus, il a ét€ montré que
I’interaction Themis1-Vavl est impactée par la mutation de Vavl, et que le variant de Vavl1 est
dépendant de Themisl pour étre recruté¢ a LAT, suggérant une relation épistatique entre ces
deux genes.

Au vu de ces données, le premier objectif de ma thése aura ét¢ de déterminer
I’implication de Themis1 au sein des LT lors de I’EAE, mais aussi d’étudier ’implication de la

communication Themis1-Vav1 dans I’encéphalitogénicité des LT.



En parall¢le de ce projet, nous avons initié¢ une seconde étude portant sur I’analyse de la possible
implication d’un stress survenue lors de la gestation sur le développement de I’EAE.

La période prénatale est une période sensible au cours de laquelle 1’exposition intra-
utérine a des facteurs environnementaux peut impacter le développement du feetus, engendrant
un effet durable qui est associé au développement de troubles neurologiques chez la progéniture
(Kashan et al., 2008). Il a de plus ét¢ montré que le stress pendant la grossesse pouvait induire
chez la descendance adulte une dysbiose du microbiote intestinal associée a une augmentation
du risque de développer des maladies inflammatoires comme ’allergie (Zijlmans et al., 2015 ;
Aatsinki et al., 2020). Toutefois, un lien entre I’immunité compromise causée par le stress
prénatal, la dysbiose, et la susceptibilité de la progéniture aux maladies inflammatoires du SNC
n’a pas encore été établi.

Dans ce contexte, nous avons analysé I’impact d’un stress prénatal sur le systeme
immunitaire a I’état basal et lors d’une pathologie auto-immune dirigée contre le SNC, en

utilisant un mod¢le murin de sclérose en plaques.
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Abstract

Themisl and Vavl are two TCR signaling molecules which interact following TCR
engagement. In this study, we investigate the importance of potential signaling cross-talk
between Themisl and Vavl for the susceptibility to develop Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis by using a natural variant of Vavl (VavlR®W) together with a T cell-
conditional deletion of Themisl. We showed that, when taken separately, both mutations
triggered a mild reduction of EAE severity, whereas this reduction was much stronger when
both genes were mutated simultaneously. Functional studies revealed that this effect was
independent on Tregs and unrelated to the impact of Themis] on thymic selection. Rather, it
resulted from decreased production of pro-inflammatory cytokines (IFN-y, IL-17, TNF-a and
GM-CSF), together with reduced T cell infiltration in the CNS. The signaling pathway analysis
revealed that Themisl-deficient CD4 T cells harboring the mutated Vavl exhibit a selective
defect of the phosphorylation of the NF-xB member, RelA, which was not observed in CD4 T
cells with a single mutation. These data suggest that Themis1 is required for Vav1R®*W variant
to enhance TCR signaling events leading specifically to RelA activation indicating that

Themisl and Vavl1 act in a cooperative manner to generate optimal TCR signals.

Introduction

A critical component of the immunological response to self and foreign antigens is the
activation of CD4 T lymphocytes through the binding of their aff T-cell receptors (TCRs) to
peptide-loaded major histocompatibility complex (pMHC) II molecules on the surfaces of
antigen-presenting cells. This provides antigen specificity and initiates the required steps for
CD4 T-cell activation and differentiation into CD4 T cell subtypes with specific and adapted
immune function. The recognition of the peptide-MHC complex by TCRs triggers the
activation of a complex network of intracellular signaling pathways. The quality (the type of
signaling pathways which are activated), the duration and the “strength” of these signals
determine the outcome of T cell response and is therefore critical for 1) the discrimination
between self and non-self-antigens, 2) the generation and expansion of the appropriate T cell
subtypes, 3) the control of pathological disorders. Understanding the molecular mechanisms by
which TCR signaling hubs control effector CD4 T cell fate is thus of great interest for
understanding the deregulation of the immune response in pathological conditions.

We previously identified Themisl (THymocyte-Expressed Molecule Important for

Selection) as a T-cell signaling protein essential for the full development of CD4+ and CD8+



T cells in the thymus (Chabod et al., 2012; Lesourne et al., 2009). Themis|1 is recruited to TCR
signaling complexes via the cytosolic adapter Grb2, which binds to the transmembrane adaptor
LAT following TCR engagement (Paster et al., 2013). Themis1 interacts constitutively with the
tyrosine phosphatase SHP-1(Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1)
(Zvezdova et al., 2016), which exerts well-characterized inhibitory functions on TCR signaling
(Kosugi et al., 2001; Lorenz, 2009). It remains controversial whether Themisl negatively
regulates TCR signals through SHP-1 recruitment close to TCR-signaling clusters (Fu et al.,
2013; Mehta et al., 2018) or, on the contrary, if it enhances TCR signals by blocking SHP-1
phosphatase activity (Brzostek et al., 2020; Choi, Warzecha, et al., 2017; Lesourne et al., 2012).
Themis1 expression is highly variable in peripheral T-cell subsets, ranging from relatively high
level in CD8+ T cells to intermediate and low levels in CD4+ T cells and regulatory T cells
(Tregs), respectively (Duguet et al., 2017; Garreau et al., 2017). The expression level of
Themisl is also subjected to inter-individual variations, as revealed by the identification of
single nucleotide polymorphisms in cohorts of patients suffering of auto-immune diseases
(Davies et al., 2016; Patsopoulos et al., 2019). By inducing a post-thymic deletion of the T-cell
lineage signaling protein Themisl, we recently showed that Themisl enhances the
encephalitogenicity of CD4+ T cells by favoring their migration into the central nervous system
and promoting Thl response (C. Yang et al., 2022). We previously reported that disruption of
the Themisl gene in BN but not LEW rats led to the spontaneous development of inflammatory
bowel disease (IBD) (Chabod et al., 2012; Pedros et al., 2015). Genetic dissection revealed that
this phenotype was only observed in rats that combined Themis1 deficiency with the presence
of a VavIR®W variant. We showed that the R63W mutation leads to a reduced stability of Vavl
(four-fold reduction of the protein quantity), which reduced the adaptor function of the protein
but preserved it’s GEF activity (Colacios et al., 2011; Kassem et al., 2016). We previously
showed that this variant triggers a reduced T cells encephalitogenicity due to reduced cytokines
production (Kassem et al., 2016). Several studies revealed a cross talk between these two
signaling molecules. First, the analysis of Themisl and Vavl signalosome revealed that these
molecules are privileged binding partners in T cells (Gaud, Roncagalli, et al., 2018; Zvezdova
etal., 2016). Second, recent studies have highlighted that Themis1 acts as a biological repressor
of the tyrosine phosphatase SHP-1 (Brzostek et al., 2020; Choi, Warzecha, et al., 2017) and
positively regulates Vavl activity (Zvezdova et al., 2016). Third, Vavl has been described as a
direct target of SHP-1 (Mesecke et al., 2011; Stebbins et al., 2003). Finally, we described an
epistasis interaction between Vav1l and Themis] responsible for spontaneous gut inflammation

(Pedros et al., 2015). Based on these observations, we hypothesize Themis] and Vavl act in a



cooperative manner to generate optimal TCR signals in CD4 T cells and consequently could
impact susceptibility to autoimmune diseases.

To test this hypothesis, we analyzed the importance of potential signaling cross-talk
between Themisl and Vavl for the susceptibility to develop Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis by using a conditional knock-out (cKO) mouse model that expresses
Themis] in thymocytes but not in peripheral T cells (C. Yang et al., 2022) that were crossed
with Vav1R63W knock-in (KI) mice (Kassem et al., 2016) to generate double mutant mice (KI-
cKO). We showed that EAE severity was strongly reduced in KI-cKO mice as compared to
mice with single mutation (KI or CKO). KI-cKO mice failed to develop cellular infiltrates in
the CNS while their CD4 T cells became primed and accumulated in secondary lymphoid
organs but had severely diminished IFN-y, IL-17, TNF-a and GM-CSF production. The
signaling pathway analysis revealed a specific defect in RelA activation suggesting that
Themis1 is required for Vav1R6*W variant to enhance TCR signaling indicating that Themis]
and Vavl act in a cooperative manner to generate optimal TCR signals pivotal for the effector

function of encephalitogenic CD4 T cells.

Results

T cell-conditional deletion of Themisl combined with the natural variant of Vavl (VavI1®63V)
leads to reduction of susceptibility to CNS inflammation

To assess the importance of potential signaling cross-talk between Themisl and Vavl in the
susceptibility to EAE, we used mice harboring a conditional disruption of Themis! in peripheral
T cells but not in thymocytes (jaeCD2-Cre Themis11°¥1oX mice; named hereafter cKO mice)
(fig. S1A) (C. Yang et al., 2022). In contrast to germline Themis1 knockout mice (Themis1”")
(Lesourne et al., 2009), cKO mice exhibited normal proportions and numbers of CD4" and
CD8" T cells in the thymus (fig. S1, B and C). They also exhibited normal numbers of CD4* T
cells and a slightly reduced number of CD8" T cells in lymph nodes (fig. S1D) and the spleen
(fig. S1E). cKO mice were crossed with Vav1R®W knock-in (KI) mice to generate KI-cKO mice
to analyze the effect of the combination of these mutations on CNS inflammation. As previously
described (Kassem et al., 2016), KI mice exhibited a slight defect in thymic T cell development,
affecting both the CD4" and CD8" T cell compartments (fig. S1C). The KI-cKO mice exhibited
similar proportions of CD4" and CD8" T cells in the thymus (fig. S1C) and the same numbers
of CD4" T cells in peripheral lymphoid organs as were observed in KI mice (fig. S1, D and E)
but had reduced numbers of CD8" T cells, similar to those in the cKO mice (fig. S1, D and E).



As previously reported, Vav1R®*W Jeads to an increased frequency of Treg (Kassem et al., 2016)
independently of the genetic background (WT vs. cKO). In contrast, we observed that Themis1-
deficiency had no effect on the frequency or the absolute numbers of Treg in the thymus (fig.
S1C), the lymph nodes (fig. SID), or the spleen (fig. S1E), suggesting that Themisl is
dispensable for of Treg homeostasis.

In order to assess the importance of potential signaling cross-talk between Themisl and Vavl1
during neuroinflammation, WT, KI, cKO and KI-cKO mice were immunized with myelin
oligodendrocyte glycoprotein peptide (MOGs3s.55) emulsified in CFA along with pertussis toxin
injections. As expected, the WT control mice develop classical disease characterized by a
progressive ascendant paralysis while KI and cKO mice develop less severe EAE as shown by
the reduction of both cumulative and maximal scores (Fig. 1A). KI-cKO mice develop milder
disease as compared to KI or cKO mice as depicted by the delay of the day of EAE onset and
reduced severity of disease progression (Fig. 1A) suggesting that Themis1 and Vav1 implicate
different pathways of regulation. In KI, cKO and KI-cKO mice, the impact of Themisl and
Vavl mutations concerns both Tconv and Tregs. To exclude a possible implication of Treg in
the reduced EAE severity, we compared EAE development between the 4 genotypes after the
depletion of Treg using anti-CD25 depleting mAbs (Fig. S2). After the CD25" Treg depletion,
the difference in the disease severity was maintained between the four groups, demonstrating
that CD25" Treg are not required for the reduced EAE severity observed in KI, ¢cKO and KI-
cKO mice (Fig. 1B, Fig. S2). Although the CD2-driven Cre transgene begins to be expressed
at relatively late stage of T cell development (Vacchio et al., 2014), we could not definitively
exclude that the effect of Themis1 on EAE development in cKO and KI-cKO mice could be the
consequence of an altered selection of the TCR repertoire in the thymus. To evaluate this
possibility, we conditionally disrupted Themisl gene in peripheral CD4" T cells by

administrating tamoxifen to Themis11°¥foX mice expressing the CD4-CreERT2

-driven transgene
(Aghajani et al., 2012) and analyzed the development of EAE in these models (CKOERT? and
KI-cKOFRT2), We first showed that tamoxifen administration induces long term Themisl gene
deletion specifically in CD4 T cells, (Fig. S3) that was maintained during our experimental
protocol. In agreement with the results obtained in CD2-Cre driven transgenic model, we
showed that EAE severity was strongly reduced in mice KI-cKOFRT? whereas this reduction
was less strong in ¢cKOFRT? and KI mice (Fig. 1C). These data show that the reduced EAE
severity is not the consequence of a defect in the development of T cells in the thymus but rather

operates in peripheral CD4 T cells as demonstrated by the targeted deletion of Themisl in
mature CD4 T cells independently of Themis1 deletion in CD8 T cells.
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Figure 1. Vavl and Themis1 mutations reduce EAE severity

A) WT, KI, cKO and KI-cKO mice were immunized with MOGj3s.ss peptide emulsified in CFA
and clinical scores were evaluated daily. The data were expressed as mean of daily scores (left
graphs), as mean of maximal scores (middle panels) or as mean of cumulative scores that
represent the sum of daily clinical score of each mice (right panel). The data are a pool of two
independent experiments B) CD25" Treg were depleted by treating mice from the four
genotypes with PC61 antibody and immunized with MOG3s.ss peptide 7 days later. C) WT, KI,
cKOFRT? and KI-cKOFRT? mice were treated with tamoxifen orally for 3 consecutives days and
then immunized with MOGss.ss peptide two weeks later. The data are a pool of 3 independent
experiments. Error bars represent SEM. Clinical curves differences are analyzed by two-way
ANOVA. Maximal and cumulative scores histograms are analyzed by Mann-Whitney (*<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).



MOG-specific CD4" T cells from KI-cKO mice exhibit a defective infiltration into the CNS.

Peripheral activation and subsequent migration of autoreactive CD4" T cells into the CNS is a
critical step in the pathogenesis of EAE and MS (Dendrou et al., 2015). 14 days after EAE
induction, cells isolated from the spinal cord and the draining lymph nodes were analyzed (Fig.
2, Fig. S4). We observed a significant reduction in the number of infiltrating CD4" T cells in
the spinal cord (Fig. 2A) of KI-cKO mice as compared to KI and cKO mice. The CD4 T cells
that infiltrate the CNS in WT, KI, cKO and KI-cKO mice exhibit similar activation status as
depicted by the expression of CD44, CD62L, CD69, CD25, KLRGland K167 (Fig. 2B). To
determine whether this reduction could be extended to encephalitogenic T-cells, we used MOG-
specific tetramers to stain autoreactive CD4 T cells lymphocytes isolated from spinal cord. We
showed that MOG-specific CD4" T cells were significantly decreased in spinal cord (Fig. 2C)
of KI-cKO mice as compared to KI and cKO mice. Interestingly, this was associated with an
accumulation of MOG-specific CD4" T cells in the draining lymph nodes (Fig. 2D). Upon in
vitro restimulation of dLN with MOGss.ss, we showed that CD4 T cells differ by their
production of effector cytokines analyzed by intracytoplasmic staining (Fig. 2E). Indeed, KI-
cKO CD4 T cells produce significantly lower levels of IFN-y associated with reduced
expression of T-bet (Fig. S4) as compared to KI, cKO and WT mice. We did not detect any
differences for TNF-a, IL-17 and GM-CSF (Fig. 2E). Together, these data show that the T cell-
conditional deletion of Themisl combined with the natural variant of Vavl reduce EAE
susceptibility by impacting infiltration of encephalitogenic CD4 T cells to the CNS and this
was associated with an accumulation of MOG specific CD4 T cells in lymph node and their

reduced ability to produce IFN-y.

KI-cKO MOG-specific CD4" T cells exhibit reduced effector functions during the priming

To investigate the mechanisms by which Themisl and Vavl modulate susceptibility to CNS
inflammation, we tested whether T cell-conditional deletion of Themisl combined with the
natural variant of Vavl could modulate the effector function of MOG-specific CD4" T cells
during the priming. Draining lymph node were collected on day 7 after MOGss.5s immunization
and CD4 T cells were analyzed for the expression of molecules involved in T cell activation

and migration.
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Figure 2. KI-cKO MOG-specific CD4 T cells do not infiltrate the CNS.

Spinal cord (A-C) and draining lymph nodes (D, E) were collected from WT, KI, cKO and KI-
cKO mice 14 days after MOGss.ss immunization. (A) Representative dot plot of TCR and CD4
expression in total cells from the four genotypes and histograms represent the absolute numbers
of CD4 T cell subsets. (B) Expression of activation markers within Tconv. (C, D)
Representative dot plot of MOGs3s.s5 tetramers stanning of Tconv from the four genotypes and
histograms represent the percentage and absolute numbers of Tet-MOG™ Tconv from the SpC
(C) or ALN (D). (E) Cytokine production analyzed by ICS following MOGss.s55 restimulation of
the dLN for 48h. Data are a pool of two independent experiment (A,D) or are representative of
two independent experiments (E). Error bars represent SEM. Histograms are analyzed by
Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).



The results obtained did not reveal significant difference concerning the expression of CD69,
CD25, K167, CD49d, CCRS, CXCR3, CCR2 and CCR6 (Fig. 3A, Fig. S5). Contrary to the
results obtained on day 14 post-immunization, we did not observe an increased frequency or
absolute numbers of MOG-specific CD4" T cells in KI-cKO mice as compared to KI or cKO
mice (Fig. 3B), suggesting that those differences arise over time, possibly due to a migration
defect of the MOG-specific KI-cKO T cells into the CNS. Upon in vitro stimulation with
MOGss.ss for 48 h, we showed that CD4 T cells from the four genotypes proliferate equally
(Fig. S6) but differ by their production of effector cytokine analyzed in the supernatants (Fig.
3C) or by intracytoplasmic staining (Fig. 3D). Indeed, KI-cKO CD4 T cells produce
significantly lower levels of IFN-y, TNF-a, IL-17 and GM-CSF (Fig. 3C) as compared to KI,
cKO and WT mice. In addition, intracytoplasmic staining after MOGss.ss-activation revealed a
consistent reduction of the frequency of IFN-y producing cells by KI-cKO CD4 T cells as
compared to WT, KI, cKO CD4 T cells (Fig. 3D). There are also trends of reduction of TNF-
o and IL-17 (Fig. 3D).

To analyze if the defect of T cell migration to the CNS in KI-cKO mice could be restored by
WT CD4 T cells able to produce inflammatory mediators responsible for BBB alteration, we
performed cotransfer experiments. We used WT CD4 T cells and KI-CKO CD4 T cells bearing
CD45.1 and CD45.2 congenic marker respectively, and cotransfered them in RAG2-KO mice
before immunization with MOGs3s.ss peptide (Fig. 4A). At day 14 post immunization, we
showed that KI-cKO CD4 T cells expand as WT CD4 T cells in draining LN (Fig. 4B). In
addition, KI-cKO CD4 T cells migrate as efficiently as WT CD4 cells in spinal cord (Fig 4C)
although they express low percentage of IFN-y and GM-CSF (Fig. 4D) suggesting that this
defect of cytokine production is intrinsic to the KI-cKO CD4 T cells. Taken together, these data
demonstrate that the reduced susceptibility of KI-CKO mice to EAE is associated to altered
inflammatory cytokine production and defect of migration of MOG-specific T cells from the

periphery to the CNS, possibly due to defective capacity to disrupt the BBB.
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Figure 3. KI-cKO Tconv exhibit reduced effector functions during the priming

Draining lymph nodes from WT, KI, cKO and KI-cKO mice were analyzed at 7 days after
MOGs3s.ss immunization. (A) Absolute number of CD44"CD62L" Tconv and their expression
of activation, proliferation, and migration markers. (B) Percentage and absolute number of Tet-
MOG* Tconv. (C, D) Cytokine production was analyzed in the supernatant (C) or intracellularly
by ICS (D) after restimulation of dLN with increasing doses of MOGs3s.ss for 24h. (C)
Supernatants were analyzed for cytokine production by ELISA (IFN-y) or by CBA. (D)
Cytokine production was analyzed by FACS, gated on CD44high Tconv. Data are
representative of two independent experiment (A, D) or are the pool of two independent
experiment (B, C). ELISA and CBA are analyzed by two-way ANOVA. Error bars represent
SEM. Histograms are analyzed by Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
*AFEP<0.0001).
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Figure 4. KI-cKO Tconv migration to the CNS can be restored by WT Tconv

RAG2-KO mice were co-injected with two population of TCR'CD4"CD25" T cells (WT
CD45.1 + WT CD45.2 vs WT CD45.1+ KI-cKO CD45.2) and then immunized with MOGas.
ss. dLN and the spinal cord were analyzed 14 days after immunization. (A) scheme of the
experimental set-up. (B, C) quantification of the absolute numbers of CD4 T cells in the
draining lymph nodes (B) and the spinal cord (C). (D) Cytokine production by Tconv from the
spinal cord analyzed by ICS following O.N. restimulation with 100pg.mL of MOGs3s.ss. Error
bars represent SEM. Histograms are analyzed by Mann-Whitney (*<0.05).

ThemisI-deficient T cells harbouring the mutated Vavl exhibit a selective defect of TCR
signaling

We next investigate the specific signaling pathway by which Themis1 and Vav1 operate in CD4
T cells upon TCR engagement. The deletion of Themisl, in combination or not with the
Vav1R$W mutation, had no impact on LCK, ZAP70 and LAT phosphorylation upon TCR
triggering, suggesting that the cooperation between Themisl and Vavl does not modulate
proximal TCR signaling events (Fig. 5SA). Of note, the phosphorylation of Akt and the MAP
kinase ERK1/2 were reduced in both KI-cKO and KI CD4 T cells, suggesting that the decreased
activity of Akt and ERKI1/2 was due to Vavl mutation (Fig. 5B). By contrast, the
phosphorylation of the NF-kB member, RelA (Fig. 5C), was specifically reduced in KI-cKO
CD4 T cells as compared to WT, KI and cKO CD4 T cells. Thus, these data showed that



Themis1-deficient CD4 T cells harboring the mutated Vav1l exhibit a selective defect of TCR
signals, which was not observed in CD4 T cells with a single mutation. These data suggest
Themis] is required for Vav1R%*W variant to enhance TCR signaling events leading specifically
to RelA activation, indicating that Themisl and Vavl act in a cooperative manner to generate

optimal TCR signals.

Discussion

NGS analysis has revealed that a proportion of individuals might carry mutations in one or more
genes controlling susceptibility to inflammatory diseases (Avidan et al., 2014). This
observation prompted the hypothesis whereby the additive effects of genetic variants encoding
proteins belonging to the same pathway and controlling susceptibility to CNS inflammation
may impact disease severity. To test this hypothesis, we analyzed EAE susceptibility upon
MOGs3s.ss immunization in mice harboring mutations both in Themis1 and Vavl, two signaling
molecules belonging to the same signaling pathways.

We compared Themis] deficient mice harboring the VavIR®W variant (KI-cKO) and mice
harboring a single mutation (KI and cKO). The cumulative introduction of single mutations in
these signaling molecules reduced the severity of clinical and biological EAE features
following immunization. Indeed, when taken separately, both mutations triggered a mild
reduction of EAE severity, whereas this reduction was much stronger when both genes were
mutated simultaneously. Functional studies revealed that this effect resulted from decreased
production of pro-inflammatory cytokines (IFN-y, IL-17, TNF-a and GM-CSF), together with
reduced T cell infiltration in the CNS and selective defect of the phosphorylation of the NF-xB
member, RelA. These data suggest that Themis1 positively regulate TCR signaling pathways

leading to RelA activation, indicating that Themisl and VavIR&*W

cooperatively generate
optimal TCR signal transduction.Our study shows that Themsil deficiency associated with
VavIRSWY variant significantly reduced the ability of CD4 T cells to differentiate into
encephalitogenic CD4 T cells producing IFN-y, IL-17, TNF-a, and GM-CSF. This is
particularly relevant as several studies have established that those cytokines are the main
effector cytokines in the pathophysiology of both EAE and multiple sclerosis (Becher et al.,
2016; Codarri et al., 2011; Goverman, 2009; Korn et al., 2009; Ottum et al., 2015) . The reduced
EAE severity in KI-cKO mice results from a defect of MOG-specific T cell infiltration into the

CNS associated with their accumulation in draining lymph nodes.
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Figure 5. Themis1 deletion in VaviR$*W CD4 T cells induces a selective signaling defect
CDA4 T cells were enriched from a pool of lymph nodes and spleen from naives mice of the four
genotypes, and stimulated for the indicated time with pre-formed anti-CD3/anti-CD4 antibodies
complexes. Phosphorylation of diverse signaling protein was assessed by western blot and
normalized by the total amount of the protein. (A) Analysis of proximal signaling proteins. (B)
Analysis of distal signaling proteins. (C) Analysis of NF-kB canonical component RelA (P65).
Results represent a pool of 4 to 5 independent experiments. Error bars represent SEM. Data are
analyzed by two-way ANOVA (*#<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).



This could be related to their inability to produce inflammatory cytokines that form an
inflammatory milieu responsible for damages of the endothelium or glia limitans that enable
immune cells to transmigrate across the BBB into the CNS (Engelhardt et al., 2017; McFarland
& Martin, 2007; Wagner et al., 2020). In agreement, by using mixed adoptive transfer
experiments, we showed that the defect in T cell migration of KI-cKO CD4 T cells could be
restored in the presence of proinflammatory cytokine milieu produced by WT CD4 T cells,
indicating that KI-cKO Tconv do not exhibit a general intrinsic incapacity to migrate to the
CNS. In these experimental context, KI-cKO CD4 T cells still produce low levels of
inflammatory cytokine IFN-y indicating that the defect of cytokine expression was intrinsic to
effector KI-cKO CD4 T cells. These data highlight the importance of Themisl and Vavl in
CNS inflammation by controlling directly the production of inflammatory cytokines by effector
CDA4 T cells that favor their migration into the CNS. In this regard, several studies showed that
the prototypic inflammatory cytokines IFN-y, TNF-a and IL-17 impact BBB permeability
(Huppert et al., 2010; Kebir et al., 2007; Sonar et al., 2017; Sonar & Lal, 2018) and play an
important role for the recruitment of inflammatory myeloid cells to the CNS and the activation

of resident cells (Ding et al., 2015; Ottum et al., 2015; Song et al., 2015; Stoolman et al., 2014).

The differentiation of naive CD4 T cells into functionally polarized T helper cell subsets
depends notably on the strength of TCR-dependent signaling pathways upon antigen
recognition (Yamane & Paul, 2013). In general, stronger TCR signaling leads to sustained Erk
activation and favors Th1/Th17 differentiation (Jorritsma et al., 2003; Yamane et al., 2005;
Yamane & Paul, 2013). In lines with our previous studies, we showed that VavI1RSV led to a
reduction of TCR signaling as revealed by a specific decrease of Erk and Akt activities. Of note,
the association of Themis1 deficiency with VavI1R®W did not modify the phosphorylation defect
of Erk or Akt observed in KI CD4 T cells but specifically decreased RelA phosphorylation.
These data are in agreement with the well-known role of these molecules in EAE and CD4 T
cells differentiation. Indeed, it was shown that Erk inhibitors could attenuate EAE by
suppressing autoantigen-specific Th17 and Thl responses (Brereton et al., 2009). Moreover,
the genetic ablation of Erk2 impedes Th1 differentiation while enhancing the development of
Foxp3*-induced Treg (C.-F. Chang et al., 2012). Concerning RelA, it has been shown that this
transcription factor favors Thl differentiation (Balasubramani, Shibata, et al., 2010; Oh &
Ghosh, 2013) through its binding to IFN-y locus that depends on TCR signaling and IL-12
induced Stat4 and T-bet activation (Balasubramani, Shibata, et al., 2010). RelA is also involved



in IL-17 production by activating the Rorg gene that is required for initiating Thl7
differentiation (Ruan et al., 2011).

The investigation of the modulatory effect of Themisl on TCR signaling has been
particularly challenging and has led to equivocal results (Brockmeyer et al., 2011; Fu et al.,
2013; Lesourne et al., 2009, 2012). It was first proposed that Themis1 could act as an attenuator
of TCR signaling, by preventing the transmission of strong signaling responses induced by low
affinity thymic self-antigen that would trigger inappropriate signals leading to negative
selection (Fu et al., 2013). Contrasting with this interpretation, recent studies showed that
Themis] enhances TCR signaling in thymocytes (Choi, Warzecha, et al., 2017) and cytokine-
induced maintenance of peripheral CD8" T cells (Brzostek et al., 2020) by blocking the catalytic
activity of the inhibitory phosphatase SHP-1, which dephosphorylates and inactivates several
key proximal effector proteins, including Vavl (Lorenz, 2009; J. Zhang et al., 2000). Our
present study is consistent with a model wherein Themis]1 acts as an enhancer rather than an
attenuator of TCR signaling in effector CD4 T cells. Indeed, the combination of Themisl

deficiency with the Vav]R&W

variant strongly impairs TCR signaling as revealed by the
reduced phosphorylation RelA. Of note, Themisl deficiency leads to decreased
phosphorylation of RelA together with impaired effector function of T cells only in the
Vav1RSW background, but not in the WT background, suggesting Themis] is needed to reach
the signaling threshold required for T effector functions responses when Vavl expression is
low. However, it remains unclear why this effect seems to be restricted to the mutated form of
Vavl in CD4 T cells given that Themis1 also enhances the phosphorylation of the wild-type
form of Vavl1 in thymocytes (Zvezdova et al., 2016). The expression level of Themisl is lower
in peripheral CD4 T cells than in DP thymocytes (Duguet et al., 2017) and we could speculate
that this difference of expression could translate into a milder effect of Themisl on Vavl
phosphorylation in peripheral CD4 T cells when “normal” level of Vavl is expressed. The
induction of Vavl phosphorylation might be more significantly impacted by Themisl
deficiency in VavIR®W CD4 T cells due to the reduced expression level of Vavl in those cells
(Colacios et al., 2011; Kassem et al., 2016) which might readjust the ratio Themisl/Vavl in
favor of Themisl. Alternatively, Themisl through SHP-1 inhibition might also act on Vavl
downstream signaling proteins such as PLC-y which activation is enhanced by Vav1 (Costello
et al., 1999) and have been shown to be dephosphorylated by SHP-1 (Matalon et al., 2016).
Thus, decreased Vavl-dependant pathways due to Vav1 variant would be more susceptible to

SHP-1 inhibition in the absence of Themis]1.



The decreased phosphorylation of RelA in KI-cKO mice is in agreement with several
other publications showing that Vav1 operates upstream of the NF-kB pathway and that Vavl
contributes to enhance RelA activity in T cells (Costello et al., 1999; Marinari et al., 2002;
Tybulewicz, 2005). In addition, we previously established that Themis1 selectively enhances
Vavl activity in thymocytes. Collectively, we inferred from those data that Themis1 operates
through Vavl or downstream Vavl-dependant pathways to positively regulate RelA activity.
However, we could not exclude that Themis1 might also operate on additional proteins which
may contribute to enhance RelA activity together with Vavl. We believe that this is unlikely
for three reasons. First, we did not detect any significant effect of Themis1 deficiency on RelA
phosphorylation in the context of the Vavl WT isoform, suggesting that Themisl does not
enhance RelA activity independently of Vavl effector function. Second, we previously used
mass spectrometry to characterize Themis] interactome in T cells and identified Vavl as one
of Themis] preferential-binding proteins among 11 interactors (Zvezdova et al., 2016). Third,
although the other interactors were relatively well characterized, Vavl was the only effector
protein which has reported positive effect on the NF-kB pathway (Costello et al., 1999).

Antigen recognition and T cell activation by the TCR is one of the most well-defined
pathways of the immune system, having been dissected in mice and humans with loss of-
function alleles in many of the critical components. It is however not known how inherited
defects in TCR signaling translate into immunopathology in some instances but not others. Our
study offers a possible explanation, by highlighting the importance to associate polymorphisms
observed in different signaling molecules belonging to the same hub instead of focusing on
individual molecules. Indeed, we show that the disruption of both Vav1 and Themis1 signaling
affects effector T cell functions while the disruption of one single molecule has only a moderate
effect. Since effector T cells play a crucial role in maintaining immune system homeostasis, the
Themis1/Vavl signaling hub could thus represent a checkpoint control for effector T cell
functions and play an important role in controlling immune responses against self-antigen,
cancer and infectious diseases. We believe that this might be physiologically relevant since
Vavl risk allele is associated with increased mRNA expression levels in PBMCs from healthy
donors and multiple sclerosis patients, which is positively correlated to IFN-y and TNF-a
expression (Jagodic et al., 2009), while SHP-1 expression is on the contrary downregulated in

PBMC of MS patient (Kumagai et al., 2012).



Materials and Methods

Mice

Germ-line Themis1-deficient mice (Themis1”) {Lesourne, 2009 #633} were generated by Dr.
Paul E. Love (National Institutes of Health, Bethesda, MD). The Vav1R%W knock-in (KI) mice
(international strain designation C57BL/6-Vav1tm2Mal) were generated in collaboration with
Dr B. Malissen {Kassem, 2016 #681}. Themis1-T”- conditional knock-out mice (cKO) were
generated in collaboration with Dr P. Love (Yang et al., 2022). The Vav1R?%*W mice were
crossed with Themisl-T~ mice to generate VavIR®WThemisl-T”~ mice (KI-cKO).
ThemisoPoxP mice were also bred with CD4CreERT2 mice, which contain tamoxifen-
inducible Cre under the control of the Cd4 promoter (https://www.jax.org/strain/022356).
Rag2”- mice were provided by the INSERM animal facility (US-006). All experiments were
conducted with sex- and age-matched mice between 8 and 12 weeks old housed under specific
pathogen-free conditions at the INSERM animal facility (US-006; accreditation number A-31
55508 delivered by the French Ministry of Agriculture to perform experiments on live mice).
All experimental protocols were approved by a Ministry-approved ethics committee (CEEA-
122) and follow the French and European regulations on the care and protection of Laboratory

Animals (EC Directive 2010/63).

Experimental auto-immune encephalomyelitis induction and clinical investigation

The MOG35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) peptide was purchased from
COVALAB with a purity grade >95%. 8-12 weeks old mice were immunized subcutaneously
at the base of the tail with 200uL of an emulsion of 0,5mg/mL of MOGs3s.ss peptide in CFA
containing 0,5mg/mL of Mycobacterium tuberculosis (Strain H37, Difco Franklin Lakes NJ).
Mice were injected intravenously with 200 ng of pertussis toxin (List Biological Laboratories,
Campbell, CA.) at days 0 and 2 post-immunization. Clinical scores were recorded daily as
follow: 0, no signs of disease; 1, loss of tone in the tail; 2, hind limb paresis; 3, hind limb
paralysis; 4, tetraplegia; 5, moribund.

For Treg depletion experiment, mice were treated with 500ug of PC61 antibody 1.p. and
immunized 7 days later with the protocol mentioned above. For co-transfer experiment, CD4"
CD25" T cells were enriched from LN and spleen of the indicated mice using the Dynabeads
negative selection kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions with the
addition of a PC61 antibody. A total of 40.10° CD4* CD25" T cells were injected i.v. in RAG2-
KO mice which were immunized the same day with the protocol mentioned above. For EAE

induction in CD4creERT2 mice, each mouse received 5 mg of tamoxifen by oral gavage for 3



days, and were then immunize 12 to 14 days later. Tamoxifen was dissolved in 10% ethanol
and 90% Miglyol-812 (Caelo). The emulsion concentration was increased to Img/mL of

MOGss.s5 peptide and 2mg/mL of CFA, and PTX quantity remained 200ng per injections.

Antibodies for flow cytometry

The monoclonal antibodies (mAbs) used for flow cytometry were as follows: anti-TCRaof3
(H57-597), anti-CD4 (RM4-5), anti-CD8a (53-6.7), anti-CD44 (IM7), anti-CD25 (PC61), anti-
CD62L (MEL-14), anti-CD45.1 (A20), anti-CD45.2 (104), anti-CD69 (H1.2F3), anti-CCR2
(SA203G11), anti-CCRS (HM-CCRS), anti-CCR6 (29-2L.17), anti-CXCR3 (CXCR3-173),
anti-CD11a (M17-4), anti-CD49d (R1-2), anti-KLRG1 (2F1/KLRG1) anti-Foxp3 (FIK-165),
anti-Ki67 (B56) anti-IL-17A (TC11-18H10.1), anti-TNF-o (MP6-XT-22), anti-GM-CSF
(MP1-22E9), anti-IFN-y (XMG1.2) and anti-T-bet (4B10). The fluorescently conjugated

antibodies were purchased from e-Biosciences, BD Biosciences, and Biolegend

Isolation and functional characterization of mononuclear cells

Mice were anesthetized with Ketamine and perfused with cold PBS. Brain and spinal cord were
collected separately, homogenized and digested with collagenase D (2.5 mg/ml, Roche
Diagnostics), Dnase I (10 pg/ml) and TLCK (1 pg/ml, Roche, Basel, Switzerland) for 30 to 60
min at 37 °C. Digestion was stopped by adding cold media and by putting the tubes on ice. Cells
were then filtered through a 70pm cell strainer. After sedimentation, supernatant was collected,
resuspended in 30% Percoll and centrifuged for 30min at 1590g to allow separation of cells and
myelin fat. The pellet was then washed and resuspended in culture medium. Isolated cells were
counted using a cell counter (Beckman Coulter) and then restimulated overnight with MOG35-
55 peptide (100pg/mL) at 37°C, in a humidified 5% CO2 atmosphere or directly stained in
order to analyze the presence of different cell populations by flow cytometry. Similarly, cells
from the dLN cells were stained directly or stimulated with different concentrations of MOG35-
55 (0, 10 and 100 pg) for 24 or 48 hours to investigate the cytokine expression using
intracytoplasmic staining. For intracellular cytokine staining, cells were treated with monensin
(Golgiplug Ipg/ml, BD Biosciences) for 4h after the MOG restimulation. After staining of
surface markers (TCR, CD4 and CDA44), cells were fixed and permeabilized with
Cytofix/Cytoperm and Perm/Wash buffer (e-Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions. Cells were then incubated with antibodies recognizing cytokines for 20 min and
washed with Perm/Wash buffer before analysis. For tetramer staining, cells from the brain,

spinal cord and LNs were incubated for 1.5 hours at room temperature with I-Ab MOG35-55



tetramer (PE or BV421-coupled, NIH), and then stained for surface markers by flow cytometry
analysis. Data were collected on an LSR-Fortessa, a FortessaX20 or a Symphony A5 flow
cytometers (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software (TreeStar).

The supernatants were assayed for cytokines production by CBA (IL-17, TNF-a, GM-CSF, IL-
6, IL-1b, IL-10, IL-27) (Biolegend, LEGENDplex) or by ELISA for IFN-y. 96 well plates were
coated for 2 h at 37°C with anti-IFN-y in carbonate buffer 0.05 MpH 9.6. Culture supernatants
or standards were incubated 2 h at 37°C. The plates were then incubated for 1h30 min with a
secondary biotinylated antibody specific for each IFN-y, followed by 40 min incubation with
streptavidin-phosphatase alkaline at 37°C. Finally, plates were revealed by phosphatase

alkaline substrate and absorbance was measured at 450/540 nm.

Western blotting

Purified total CD4 T cells (8 million) were stimulated for the indicated time in RPMI with pre-
formed complex of biotin anti-CD3 (30ug/mL) and biotin anti-CD4 antibodies (30pg/mL),
linked with streptavidin (15ug/mL). The stimulation was stopped by adding cold media and the
cells were then immediately centrifuged, resuspended in ice-cold lysis buffer [10 mM tris-HCI
(pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Triton, 2 mM NazVOs, 5 mM NaF, 1 mM EDTA, and protease
inhibitor cocktail tablet (Roche)] and incubated for 15-30 min on ice. Total lysates were cleared
by centrifugation at 13,000g for 15 min at 4°C and harvested and SDS containing loading buffer
(NuPAGE 4X) was added to the lysate. Samples were heated for 10min at 70°C to allow
denaturation of the proteins, resolved on SDS-PAGE gels and transferred to PVDF membranes.
Membranes were blocked in 5% bovine serum albumin or non-fat dry milk in TBS, 0.1%
Tween-20 for 1 hour at room temperature before overnight incubation at 4°C with the primary
antibodies: anti-pVav1-Y 174 (ab75225), anti-pLck-Y 505 (2751s), anti-pZAP70-Y319 (2717s),
anti-pLAT-Y226 (558363), anti-pP38-T180/Y 182 (4511s), anti-pErk1/2-T202/Y204 (4370s),
anti-pAkt-S473 (4060s), and anti-pP65-S536 (3033s). The membranes were then washed and
incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody for 1 hour at room
temperature. After washing, the membranes were incubated with enhanced chemiluminescence
ECL substrate (Amersham), and luminescence was captured with a Bio-Rad XRS+ imager.
Images were analyzed, and band intensities were quantitated with Bio-Rad ImageLab software.
After revelation of phospho-proteins, membranes were washed in H20O, stripped with Restore
buffer (Thermofisher Scienctific) for 15min, washed and re-blocked for 1h. Membrane were
then incubated overnight with the primary antibodies directed against total proteins: anti-Vavl

(sc7206), anti-Lck (sc13), anti-ZAP70 (3165s), anti-LAT (mp05), anti-P38 (9218s), anti-



Erk1/2 (9107s), anti-Akt (9272s), and anti-P65 (8242s), and followed the protocol as described
above. Antibodies were purchased from Abcam, Cell Signaling Technology, BD Biosciences

or Millipore.

Data analysis

Data are presented as means = SEM. The GraphPad Instat statistical package was used for
statistical analyses (GraphPad Software, Inc.). Results were compared by Mann-Whitney and
repeat measures two-way ANOV A with Bonferroni post-test analysis. Results were considered
statistically significant when P < 0.05 and are indicated in the figures as follows: *P < 0.05;

**P<0.01; ***P<0.001.
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Supplementary Materials

Fig. S1. KI-cKO mice exhibit normal T cell development and are not lymphopenic
Analysis of the thymus, spleen and lymph nodes of 6 weeks old WT, KI, cKO and KI-cKO
mice. (A) Total thymocytes (left) or splenocytes (right) were lysed and analyzed by western
blot for expression of Themisl. (B) Representative dot plot of CD4 and CD8 expression gated
on total thymocytes. (C-D) Graph represent the absolute numbers and frequency of the
indicated populations from the thymus (C), the lymph nodes (D) and the spleen (E). Error bars
represent SEM. Histograms are analyzed by Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
*H*%p<0.0001).
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Fig. S2. PC61 treatment totally deplete CD25" Treg from the dLN

WT and KI mice were injected with PBS or PC61 antibody to test the depletion efficiency

within lymph nodes 7 days after injection. (A) Scheme of the experimental set-up of the

depletion test and the depletion prior immunization. (B) Representative dot plot of TCR and

CD25 expression within CD4 T cells of WT mice from the indicated group, and quantification
of CD257 cells and Foxp3™ cells among CD4 T cells. Error bars represent SEM.
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Fig. S3. Specific deletion of Themis1 in CD4 T cells following tamoxifen administration

Different immune populations were sorted from WT and cKO®R™ mice before (top) or after

(middle and bottom) treatment with tamoxifen by oral gavage. DNA was then extracted from

the indicated population and subjected to PCR using primer pair framing the two loxp site

within Themis1 gene. 3,4kpb PCR product correspond to WT unexcised Themis]1 genes. 1,6kpb

PCR product correspond to Exon4-excised Themis1 genes.



Etude de I’implication des facteurs génétiques Themisl et Vavl dans
I’inflammation du systéme nerveux central
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Fig. S4. Reduced T-bet expression by conventional T cells at day 14 of EAE

Draining lymph nodes were harvested from WT, KI, cKO and KI-cKO mice 14 days after
MOGs3s.ss immunization. Analysis of T-bet within activated CD44" CD62L" Tconv by FACS
following MOGss.ss restimulation of the dLN for 48h. Error bars represent SEM. Histograms
are analyzed by Mann-Whitney (**p<0.01)
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Fig. SS. Characterization of Tconv activation during the priming phase

Draining lymph nodes were analyzed from WT, KI, cKO and KI-cKO mice 7 days after MOGs3s.
ss immunization. (A) Absolute number of the indicated population (B) Percentage of naive,
activated and memory cells within Tconv, based on CD44 and CD62L expression. (C)
Expression of chemokine receptor by activated Tconv. (D) Analysis of T-bet within activated
CD44" CD62L" Tconv by FACS following MOGss.ss restimulation of the dLN for 48h. Data are
representative of three independent experiments. Error bars represent SEM. Histograms are
analyzed by Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01).
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Fig. S6. KI-cKO Tconv proliferate normally following MOGs3s.s5s restimulation

Draining lymph nodes were harvested from WT, KI, cKO and KI-cKO mice 7 days after
MOGss.s5 immunization. Total dLN were stained with CTV for 10min at 37°C prior to
restimulation for 48h with increasing doses of MOGss.ss5. (A) Representative dot plot of CTV
dilution within naive (top) or activated (bottom) Tconv, 48h after MOGas.s5s restimulation. (B)
Quantification of CTV~ cells within activated Tconv (top) and absolute number of activated
Tconv recovered from each well at the end of the cell culture. Error bars represent SEM.

Histograms are analyzed by Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01).






Discussion — Vavl & Themisl

La sclérose en plaques est une maladie résultant de I’activation incontrélée du systéme
immunitaire, et notamment de la réponse T. L’¢tude des mécanismes régissant I’activation et
la fonction des LT en conditions inflammatoires est ainsi primordiale pour la compréhension
de la physiopathologie de cette maladie. Des résultats antérieurs de mon équipe d’accueil
montrent que la protéine de signalisation Vavl est impliquée dans la sévérit¢ de ’'EAE, au
travers de son réle dans la fonction des Tconv (Kassem et al., 2016). D’autres travaux ont
montré que Vavl interagit directement avec Themisl, qui contrdle positivement sa fonction
(Zvezdova et al., 2016). Finalement, des analyses d’associations génétiques indiquent que les
genes Vavl et Themis1 sont impliqués dans la susceptibilité a développer la SEP chez ’Homme
(Jagodic et al., 2009 ; Sawcer et al., 2011). Ainsi, ’objectif de mes travaux de these était
d’évaluer I'implication directe de Themis1 dans la susceptibilité a ’EAE et d’en comprendre
les mécanismes impliqués, mais aussi d’étudier le role du complexe de signalisation Themis1-
Vavl, afin de déterminer si leur coopération pouvait avoir des conséquences
physiopathologiques. Au cours de ma thése, j’ai montré que les protéines de signalisation Vavl
et Themisl sont toutes deux impliquées séparément dans la sévérité de I’EAE, et que leur

coopération est nécessaire a la mise en place de I’inflammation du SNC.

Analyse de la contribution des Treg et des LT CD8 dans la réduction de la sévérité de

P’EAE chez les souris mutées pour Vavl et Themisl.

Lors de ma thése, j’ai montré que les souris VavlR®W_Themis1-cKO (KI-cKO) développent
une EAE nettement moins sévere que les souris mutées pour un seul de ces deux genes (KI,
cKO), ayant elles-mémes une EAE plus faible que les souris sauvages (WT), confirmant ainsi
I’implication de ces deux geénes dans la physiopathologie de ’EAE. Du fait de la présence de
ces mutations dans les LT CD4 conventionnels et régulateurs, nous avons cherché a discriminer
I’implication de ces deux populations, d’autant plus que le pourcentage de Treg est plus
important chez les souris KI et KI-cKO et que ces cellules sont connues pour avoir un réle
protecteur durant ’EAE (Duffy et al., 2019 : Dong et Yong, 2019). Aucun marqueur n’est
connu a ce jour comme €tant exprimé spécifiquement par les Treg et étant accessible a un
anticorps déplétant. J’ai donc utilisé€ un anticorps dirigé contre la protéine CD25, étant exprimée

par ~80% des Treg, et j’ai ainsi montré que la déplétion des Tregs CD25" avant ’EAE



n’impactait pas les différences entre les 4 génotypes (WT, KI, cKO et KI-cKO). Bien que 100%
des cellules CD25" sont bel et bien déplétées, mes résultats montrent cependant que la
diminution réelle de la population Foxp3* n’est que de ~50-70%, ne permettant donc pas de
totalement exclure I’implication des Treg. Cependant, mes expériences antérieures sur les
souris Foxp3-cre confirment néanmoins ce résultat. En effet, je travaillais initialement sur un
modéle murin Foxp3-creY"P-Themis1? que nous avions généré et croisé avec les souris
VavIR®SWY P ai alors montré que les souris KI ayant une délétion de Themisl dans les Treg
Foxp3® (VavlRSW.Themis1FOXP3-) développaient une EAE moins sévére que les souris
VavIROSVY (Figure 19A). J’ai cependant montré par transfert adoptif de Treg totaux YFP* ou
Tconv totaux YFP- que cela n’était pas dii aux fonctions suppressives des Treg double-mutés
(étant par ailleurs défectueux), mais a un défaut intrinseque d’encéphalitogénicité des Tconv
(Figure 19B), résultant possiblement d’une fuite de I’expression de la Cre-recombinase comme
décrit dans la littérature (Bittner-Eddy et al., 2019). En effet, bien que seules les cellules Foxp3™
co-exprimaient aussi le traceur YFP associé¢ génétiquement a la Cre, nous avons par la suite
observé une délétion partielle de Themis1 dans les LB, les LT CD8, les Tconv, dans le thymus
ou méme dans des tissus non-immunitaires (Figure 19D). Nous avions alors émis 1’hypothése
que cette fuite stochastique de 1’expression de la Cre au sein des Tconv é€tait responsable de la
réduction intrinséque de leur encéphalitogénicité. L’ensemble de ces résultats suggere donc que
la réduction de la sévérité de I’EAE chez les souris KI-cKO est due a la perturbation du hub
Themis1-Vavl au sein des Tconv, et non des Treg. Ces résultats sont de plus en accord avec
les publications antérieures de 1’équipe montrant que les Treg double-mutés ont un défaut de
fonctions suppressives (Chabod et al., 2012; Pedros et al., 2015). Etant donné que nous avons
récemment généré une nouvelle lignée de souris en croisant les souris KI-cKO avec des souris
Foxp3-Thyl.1, il serait intéressant de définitivement confirmer ces résultats en induisant ’EAE
chez des souris traitées avec un anticorps anti-Thyl.1, qui permettrait alors la déplétion de la
totalité des Treg indépendamment de I’expression de CD25 (Campisi et al., 2016; Scott-Browne
et al., 2007).

Finalement, I’utilisation du modéle murin de délétion inductible CD4creFRT?

m’a permis de
montrer que la délétion de Themis] au sein des LT CD8 n’était pas nécessaire a la réduction de
I’EAE observée chez les souris cKO et KI-cKO. De plus, la comparaison de souris cKO et
cKOFRT? immunisées avec un protocole équivalent montre que ces souris développent 'EAE
avec une sévérité quasi identique que ce soit en termes de cinétique clinique, de score maximal

ou de score cumulé (résultats non montrés). Néanmoins, au vu du réle de Themisl dans
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I’activation, la prolifération, et la production d’IFN-y (Brzostek et al., 2020), et au vu de la
réduction de leur nombre a 1’état basal, il reste probable que la délétion de Themis1 au sein des
LT CDS soit de relevance physiopathologique dans le cadre de la SEP ou les LT CD8 semblent
avoir un role plus important que dans le modele murin (Hauser et al., 1986 ; Neumann et al.,
2002).
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Figure 19 : Les souris VavI**"-Themis1"*7*" développent une EAE moins sévére

A) Les souris simple- et double-mutées ont été immunisées avec le peptide MOG3;s.ss. B-C) Des souris RAG2-KO
ont regu des transferts adoptifs de Tconv et Treg (B) ou seulement de Tconv (C) avant d’étre immunisées avec le
peptide MOGss.ss. D) Design de la paire de primers utilisée en (E) pour analyser la délétion de Themisl. E)
Différentes populations cellulaires ont été triées par FACS, puis lysées pour extraire I’ADN et analyser par PCR
la délétion génétique de Themis|.
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Analyse de la contribution de la sélection thymique dans la réduction de la sévérité de

I’EAE chez les souris mutées pour Vavl et pour Themisl.

De par leurs roles dans la signalisation du TCR, Vavl et Themisl sont impliqués dans le
développement des lymphocytes T au niveau du thymus (Fisher et al., 1995 ; Lesourne et al.,
2009), et participent ainsi a la sélection du répertoire TCR. Bien qu’il ait ét¢ montré que les
thymocytes ayant un TCR spécifique de la protéine MOG ne subissaient pas de sélection
négative (Delarasse et al., 2003; Fazilleau et al., 2006), suggérant qu’une diminution de la
signalisation par le biais des mutations Vav1l ou Themis] n’aurait pas d’impact a ce niveau-la,
une modification du répertoire sélectionné reste envisageable. L utilisation du modéle murin
CD4crefRT? précédemment décrit a permis d’exclure I’implication de la délétion de Themisl
dans le thymus dans la réduction de la sévérité de ’'EAE chez les souris cKO et KI-cKO.
L’implication du variant de Vav1 ne peut en revanche pas étre testée de manicre similaire. Il a
par ailleurs été montré que le variant R63W induisait une modification du répertoire TCR
responsable d’une augmentation de la sévérité de la maladie dans un modele de myasthénie

(Bernard et al., 2018). J’ai donc ’analysé le taux d’utilisation des différents domaines V3 au

sein des Tconv des 4 génotypes de souris (Figure 20).
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En accord avec la littérature (Bernard et al., 2018), nous avons observé une modification du
pourcentage d’utilisation des domaines V[35.1/5.2 et VB12 chez les souris KI. En revanche,
nous n’avons observé aucun impact du variant de Vavl (que ce soit en présence ou en absence
de Themis1) sur le pourcentage de Tconv exprimant les domaines V[38.1/8.2, dont V38.2 a été
décrit comme un réarrangement murin public présent dans les LT infiltrant le SNC suite a
I’immunisation avec le peptide MOG (Fazilleau et al., 2006). Bien que nous ne puissions pas
conclure du fait que les régions CDR3 n’aient pas été séquencées, cela constitue une premiere
indication que le répertoire TCR des Tconv n’est pas drastiquement impacté. De plus, nous
n’avons observé aucune différence dans 1’analyse du pourcentage et nombre absolu de Tconv
Tet-MOG" dans les dLN 7 jours aprés I’immunisation, indiquant que des Tconv ayant un TCR
spécifique du peptide MOG se développent bel et bien dans les 4 groupes de souris. Finalement,

la comparaison de souris KI avec KI-cKO, ou encore KI avec KI-cKOFRT?

permet de normaliser
I’impact de Vavl sur le développement thymique et d’analyser alors I’impact de la double
mutation sur les LT en périphérie. Collectivement, I’ensemble de ces résultats suggerent que la
réduction de la sévérité de I’EAE chez les souris mutées est due aux roles de ces mutations dans
la fonction des Tconv plutot que dans leur développement et la génération de leur répertoire

TCR.

La réduction de la sévérité de ’EAE chez les souris mutées pour Vavl et Themisl est

probablement la conséquence d’un défaut de I’encéphalitogénicité des LT conventionnels

La réduction de la sévérité de I’EAE chez les souris KI-cKO est associée a une tres forte
réduction de I’infiltration cellulaire au niveau du SNC, concernant d’une part les Tconv, mais
aussi les Treg, les LT CDS8, ou encore les neutrophiles et monocytes (résultats non montrés).
Or, lors de I'initiation de ’EAE, ce sont les LT CD4 qui migrent en premier lieu et permettent
ensuite le recrutement d’autres cellules au travers d’une BHE perméabilisée. Pour cela, les LT
CD4 doivent apres avoir migré vers le SNC, étre réactivés par des CPA locales et produire des
cytokines qui entraineront I’activation de 1’endothélium vasculaire cérébral, le relachement des
jonctions serrées, le relargage de chimiokines recrutant d’autres cellules inflammatoires, et in
fine la perturbation de la glia limitans permettant a I’infiltrat immunitaire de pénétrer le
parenchyme (Engelhardt, 2017). La réduction généralisée des infiltrats immunitaires chez les
souris KI-cKO suggere donc que I’initiation de la réponse immune anti-MOG pourrait €tre

défectueuse dans ces souris. En accord avec cette hypothese, j’ai montré que lors de la phase



de priming dans les dLN, les Tconv KI-cKO produisaient moins d’IFN-y, de TNF-a, d’IL-17
et de GM-CSF que les Tconv WT ou simple-mutés. Parmi ces cytokines, les 3 premieres ont
été décrites pour leur réle dans la perturbation de la BHE (Kebir et al., 2007; Sonar et al., 2017;
Song et al., 2015). Ainsi, une réduction de la production de cytokines pourrait premierement
entrainer une absence d’activation de I’endothélium vasculaire, et ainsi une incapacité des
Tconv a ralentir et s’arréter au niveau de I’endothélium malgré leur expression d’intégrine telles
que VLA-4 et LFA-1. Deuxiémement, elle pourrait diminuer la capacité des Tconv a traverser
par diapédése la premiere épaisseur de la BHE constituées par les cellules endothéliales (EC),
processus étant facilité par le relachement des jonctions serrées entre les EC. Enfin, si malgré
tout, les cellules passent les EC et se retrouvent dans I’espace péri-vasculaire ou elles
s’accumulent et résident pendant plusieurs jours, une faible production de cytokines pourrait
entrainer un trop faible recrutement de monocytes (indirectement via un défaut d’induction de
chimiokines). Ceci pourrait également entrainer une réactivation insuffisante des monocytes
pour induire leur production de MMP nécessaires a la dissociation de la glia limitans (Agrawal
et al., 2006). Cette hypothése est soutenue par le fait que les Tconv KI-cKO expriment
normalement les récepteurs de chimiokines communément associés a la migration vers le SNC
tels que CCR2, CCRS, CCR6 et CXCR3, mais aussi les sous-unités d’intégrines CD49d et
CD11a nécessaires a la formation des intégrines VLA-4 et LFA-1 respectivement. De plus, la
co-injection de Tconv WT avec des Tconv KI-cKO permet a ces derniers de migrer aussi
efficacement que les WT dans le SNC, suggérant que lorsqu’une source extérieure de cytokines
pro-inflammatoires est présente, ces cellules sont alors capables de migrer. Afin de confirmer
I’incapacité des Tconv KI-cKO a perméabiliser la BHE, il serait intéressant de réaliser un test
de perméabilité a 1’aide du bleu Evans chez les souris KI-cKO suite a I’immunisation. Injectée
en 1.v., cette molécule est normalement trop grosse pour diffuser dans le parenchyme. Sa
présence au niveau du SNC est donc un signe de perturbation de la BHE.

Ces précédents résultats suggerent donc que les processus de perturbation de la BHE et
de migration vers le parenchyme sont probablement impactés au sein des souris KI-cKO. De
plus, le faible infiltrat retrouvé malgré tout chez certaines souris est par ailleurs plus faiblement
inflammatoire, au vu de la réduction de la prolifération (Ki67) et de I’expression des molécules
de co-stimulation (CD80) par les monocytes, les DC et la microglie (résultats non montrés).
Ceci pourrait étre di au GM-CSF notamment, ayant ét¢ montré comme non-nécessaire a
I’induction de ’EAE (Duncker et al., 2018) mais permettant le recrutement, 1’activation et la

différenciation des cellules my¢loides recrutées (Croxford et al., 2015; Duncker et al., 2018).



Finalement, en accord avec I’é¢tude réalisée par le Dr Yang a laquelle j’ai participé (Yang
etal., in press), j’ai observé une diminution de 1’expression de T-bet chez les Tconv cKO et KI-
cKO, facteur de transcription clé dans la différenciation en Thl et la production d’IFN-y, étant
la cytokine la plus largement et la plus fréquemment réduite au sein des Tconv KI-cKO. Cette
¢tude montre par ailleurs une augmentation de D’expression de Themisl lors de la
différenciation en Th1, appuyant le réle de cette protéine dans le développement d’une réponse
Thl. La diminution d’expression de T-bet est par ailleurs accentuée chez les souris cumulant la
déficience en Themisl et le variant de Vavl1, suggérant que le role de Themisl dans le lignage
Thl pourrait étre dépendant de son interaction avec Vavl. Dans ce sens, il a ét¢é montré
précédemment par mon équipe d’accueil que Vavl impactait elle aussi individuellement la
capacité des Tconv a produire ces cytokines pro-inflammatoires au cours de ’EAE (Kassem et
al., 2016). Cette réduction de I’encéphalitogénicité observée chez les souris KI, KO et KI-cKO
semble par ailleurs étre récessive plutdét que dominante, du fait qu’aucune augmentation de la
production de cytokines inhibitrices telles que I’'IL-10 n’ait été¢ observée chez les souris KI
(Kassem et al., 2016), chez les KO (Yang et al., in press), ou chez les KI-cKO. De plus, lors de
I’expérience de co-transfert, 1’injection de Tconv KI-cKO n’a réduit ni ’infiltrat immunitaire
ni la production en cytokines par le compartiment WT co-injecté, suggérant que ces cellules
n’ont pas acquis de fonctions inhibitrices protectrices avec leurs mutations.

Il apparait ainsi que Themisl et Vav1 sont toutes deux impliquées dans 1’encéphalitogénicité
des Tconv au travers de leur contrdle sur la production de cytokines pro-inflammatoires. La
perturbation d’un seul de ces deux composants entraine une réduction intermédiaire de
I’encéphalitogénicité des Tconv (Kassem et al., 2016 ; Yang et al., 2022), tandis que la
perturbation du hub de signalisation Themisl-Vavl entier entraine une forte réduction du
potentiel inflammatoire des Tconv. Par la suite, réaliser des expériences d’EAE passive par
transferts adoptifs de Tconv issus des 4 génotypes permettrait non seulement de confirmer
I’implication directe des Tconv (injection de LT CD4 Thyl.1"), mais aussi d’analyser si le
prétraitement de ces cellules lors de la phases de restimulation in vitro avec différents cocktails
cytokiniques (pro-Thl, pro-Th17) pourrait rétablir le potentiel encéphalitogénique des Tconv

KI-cKO, ou si au contraire le défaut intrinséque est trop profond pour étre rétabli.

Les Tconv KI-cKO ont un défaut de signalisation du TCR

La production de cytokines par les LT est étroitement liée a la signalisation du TCR lors de leur

stimulation. Il est ainsi probable que la réduction de production de cytokines observée chez les
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Tconv KI-cKO soit une conséquence d’une altération de la signalisation du TCR. En effet
comme discuté précédemment, Vavl et Themisl sont deux molécules de la signalisation du
TCR. Vavl est impliquée dans la stabilisation d’interactions protéiques par le biais de sa
fonction adaptatrice et dans 1’activation directe de voies de signalisation via sa fonction GEF
(Tybulewicz, 2005). Themisl quant a elle semble indirectement impliquée de par son rdle
modulateur de la signalisation du TCR au travers de I’inhibition des phosphatases SHP-1 et

SHP-2 (Choi et al., 2017 ; Melique et al., 2022).

Dans ce sens, nous avons observé une réduction de la phosphorylation des kinases Erk1/2 et
Akt chez les souris KI, en accord avec des résultats précédents de 1’équipe (Kassem et al.,
2016). Nous n’avons cependant observé aucun impact de la délétion de Themisl sur la
signalisation du TCR lorsque cette délétion avait lieu chez des souris ayant une forme non-
mutée de Vavl. Ceci peut etre expliqué par le type de stimulation utilisée dans notre étude
(étant centrée sur le TCR via des anticorps anti-CD3 et anti-CD4) et ainsi par le role ambigu de
Themisl1 au sein de la signalisation du TCR au travers de 1’inhibition de SHP-1 et SHP-2. En
effet bien que SHP-1 soit largement décrite pour son role inhibiteur, SHP-2 a été décrite pour
son role de régulateur positif des kinases Erk1/2 suite a I’engagement du TCR seul (Frearson
& Alexander, 1998; Nguyen et al., 2006), tandis qu’elle aurait un role de régulateur négatif
dans la signalisation de co-récepteurs inhibiteurs tels que PD-1 et CTLA-4 (Rudd et al., 2009;
Yokosuka etal., 2012), ou encore du récepteur a ’IFN-y (X. Wu et al., 2012). Ceci expliquerait
la tendance a I’augmentation (non significative) de la phosphorylation de Erk1/2 que 1’on
observe au sein des LT CD4 cKO dans notre étude, en accord avec les résultats du Dr Yang
(Yang et al., in press). Les différences de phénotype observées in vivo chez les souris cKO
pourraient ainsi ne pas étre reflétées par une stimulation du TCR seule.

Enrevanche lorsque Themis1 est muté chez des souris exprimant le variant de Vav1, on observe
une diminution de la phosphorylation de RelA, appartenant a la voie canonique du NF-kB. Ces
résultats sont en accord avec différentes études décrivant I’implication de Vavl dans
I’activation de la voie NF-kB (Costello et al., 1999; Marinari et al., 2002). Ces observations ont
cependant été faites aprés délétion totale de la protéine. L’absence de diminution de la
phosphorylation de RelA chez les souris KI suggére donc que le variant VavlR®W parvient a
activer les voies nécessaires a 1’activation de ce facteur. Ces voies pourraient cependant étre
moins fortement activées et se retrouver ainsi plus sensibles a I’inhibition par SHP-1 en absence
de Themisl. Dans ce sens, il a ét¢ montré que Vavl favorisait 1’activité de la PLC-y (Costello

et al., 1999), protéine pouvant étre déphosphorylée par SHP-1 (Matallon et al., 2016).
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Alternativement, il a ét¢ montré que Themis] favorisait la phosphorylation de Vavl au sein de
thymocytes via 1’inhibition de SHP-1 (Zvezdova et al., 2016). La délétion de Themis1 pourrait
donc diminuer encore plus Iactivation de VavI1RSW celle-ci étant déja diminuée par sa
mutation. Ainsi, que ce soit via le controle direct de la fonction de Vavl ou via la régulation
des voies de signalisation en aval de Vavl, mes résultats indiquent que la combinaison du
variant de Vav1 et de la déficience en Themis1 induisent une diminution de la signalisation du

TCR provoquant une diminution de I’activation de la voie NF-kB.

Les diminutions des signalisations (p-Erk1/2 chez les souris KI et KI-cKO et p-P65 chez les
souris KI-cKO spécifiquement) pourraient expliquer la réduction de production de cytokines
pro-inflammatoires par les Tconv de ces souris. L’activation de la kinase Erk2 est en effet
associée a la différenciation en Thl et la production d’IFN-y (C.F. Chang et al., 2012). La
de¢létion d’Erk2 dans cette étude entraine par ailleurs une augmentation de la différenciation en
1Tregs, normalement réprimée. De plus, I’inhibition de Erk1/2 via 'utilisation d’inhibiteur de
leur kinase activatrice MEK1/2 entraine une réduction de la différenciation en Thl et Th17 et
une réduction de la sévérité de ’EAE (Brereton et al., 2009). Bien que cet effet soit en grande
partie dii a I’impact du traitement sur les DC et a la réduction de leur production d’IL-1 et d’IL-
23, I’utilisation de ce traitement sur des souris ayant une EAE déja établie avec des Thl et Th17
déja différenciés entraine la aussi une réduction de I’EAE. La voie NF-kB et plus
particulierement RelA sont elles aussi impliquées dans la différenciation des Tconv.
L’inhibition de la voie canonique par expression d une forme mutée dominante d’IxBo entraine
par exemple une diminution de la différenciation en Thl (Corn et al., 2003). Ceci peut étre
expliqué par les nombreux sites de liaison a I’ADN de RelA présents dans la région promotrice
du geéne de ’'IFN-y (Balasubramani et al., 2010a; Balasubramani et al., 2010b). De plus, RelA
et cRel sont impliquées dans la différenciation en Thl17 par le biais de I’induction de
I’expression de RORyt (Ruan et al., 2011). De méme, la délétion au sein des LT CD4 de NF-
kB1 (p50) nécessaire a la formation de dimeres avec RelA et cRel entraine une diminution de
la production de GM-CSF (Campbell et al., 2011). Enfin, ’activation de la voie NF-kB
canonique semble impliquée dans I’inhibition de la différenciation en 1Tregs au travers de
I’induction de la production d’IFN-y et de TNF-a (Molinero et al., 2011). Finalement, il a été
montré que la délétion de SHP-1 entraine une aggravation de I’EAE avec une augmentation de

la production d’IFN-y suggérant que la modulation de la signalisation du TCR a la hausse ou a



la baisse a des effets opposés sur la réponse T, sur la production de cytokines inflammatoires
et in fine sur la sévérité de I’EAE (Deng et al., 2003).

Collectivement, ces différentes études suggerent que la diminution de 1’activation des voies Erk
et RelA chez les souris KI-cKO pourrait étre responsable de la réduction de leur
encéphalitogénicité, possiblement au travers d’une augmentation de 1’activité de la phosphatase
SHP-1 inhibant une signalisation déja fragilisée par le variant de Vavl.

Il serait intéressant par la suite d’approfondir I’étude de la signalisation au sein de ces cellules,
en analysant par exemple la phosphorylation de la PLC-y, de la PKCO ou encore d’IKKa/p,
protéines étant impliquées dans 1’induction de la voie NF-kB, afin de déterminer a quel niveau
de la voie est impliqué le hub de signalisation Vavl-Themisl. Au vu de I’effet sur RelA, et de
la similarité partielle entre les roles de cRel et RelA, il serait aussi intéressant d’analyser
I’activation de cRel (Ruan et al., 2011). De plus, I’étude de la signalisation du TCR en présence
d’inhibiteur de la phosphatase SHP-1 permettrait d’analyser si, comme dans les LT CDS8
(Brzostek et al., 2020) ou dans les thymocytes (Choi et al., 2017), la diminution de la
signalisation en absence de Themis] est due a I’augmentation de 1’activité phosphatase de SHP-
1. Finalement, I’ensemble de ces tests devraient étre effectués avec différentes conditions de
stimulations, notamment via 1’engagement de CD28 au sein duquel I’activité de Vavl est

primordiale (Marinari et al., 2002; Piccolella et al., 2003).

Implication de Vavl et Themisl chez ’Homme

L’¢tude des mécanismes contrdlés par Vavl et Themisl semble étre de relevance
physiopathologique chez I’ Homme de par ’homologie entre les protéines murines et humaines.
mVavl et hVavl partagent en effet 93% d’homologie, tandis de mThemisl et hThemisl
partagent 76% d’homologie (résultats issus d’alignement de séquences par BLAST sur NCBI).
De plus, diverses analyses génétiques ont décrit une association entre des mutations de I’ADN
dans les geénes ou régions géniques proches des génes de Vavl et Themisl. Des SNP dans le
gene de Vavl ont par exemple €té associé€s avec la polyarthrite rhumatoide (Odds ratio (OR)
~1,13) (Guerreiro-Cacais et al., 2017), la myasthénie (OR ~0,70) (Avidan et al., 2014), ou avec
la sclérose en plaques (OR ~1,18) (Jagodic et al., 2009). Cependant, de par I’expression de
Vavl1 dans I’ensemble des cellules hématopoiétiques et son role dans la signalisation d’un grand
nombre de récepteurs différents (TCR, BCR, FcR, chimiokine-R...), le lien de causalité entre
des SNP sur le géne de Vavl et des pathologies inflammatoires peut étre (et serait stirement)

multiparamétrique. Néanmoins, au vu du réle primordial de Vav1 dans la signalisation du TCR,
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il reste fort probable que les SNP observés chez I’Homme modulant I’expression de Vavl
impactent par conséquent la fonction des LT. Concernant 1’expression de Vavl, il a justement
¢té montré qu’elle est augmentée au sein de PBMC de patients SEP, et notamment au sein de
patient exprimant le SNP positivement associé au développement de la SEP (Jagodic et al.,
2009). De plus, cette étude montre une corrélation positive entre I’expression de Vavl et
I’expression de cytokines pro-inflammatoires IFN-y et TNF-a au sein des PBMC et au sein des
cellules du LCR de patients SEP, suggérant un mécanisme par lequel Vav1 pourrait influencer

la physiopathologie de cette maladie.

De méme que pour Vavl, des SNP au sein ou a proximité du géne Themis]1 ont été associés au
développement de diverses maladies inflammatoires telles que 1’asthme (OR ~1,045)
(Olafsdottir et al., 2020), la dermatite atopique (OR~2,19) (Kim et al., 2015), la maladie
coeliaque (OR ~1,17) (Dubois et al., 2010), la maladie de Crohn (OR ~1,17) (Jostins et al.,
2012), ou encore la SEP (OR ~1,07) (Sawcer et al., 2011; Patsopoulos et al., 2019), illustrant
I’importance de ce gene et de la régulation de son expression dans le controle du systeme
immunitaire. Des SNP en 5° du géne codant Themis1 ont en effet €t¢ montré comme modulant
son expression au sein des LT CD4 chez ’Homme (Davies et al., 2016). Or, la modulation de
I’expression de Themisl semble relevante puisque on observe naturellement un controle strict
de son expression qui différe selon le type cellulaire (thymocytes DP, LT CDS...) (Lesourne et
al., 2012; Duguet et al., 2017), suggérant que ces cellules n’ont pas la méme dépendance en
Themisl, et ainsi, que moduler la quantité de protéine de Themisl constitue un niveau
supplémentaire de contrdle des signalisations dépendantes de Themis1. Contrairement a Vavl,
I’expression de Themisl est restreinte aux LT, aux NKT et aux mastocytes (non publi¢), et
implique donc que I’effet des SNP décrit dans les précédent GWAS passe par 1’une ou plusieurs
de ces populations immunitaires.

Pour Vavl comme pour Themisl, les résultats de mon travail de theése suggerent que ces 2
genes pourraient impacter la susceptibilité a diverses pathologies inflammatoires chez
I’Homme, au travers de la modulation de la fonction des LT CD4 conventionnels. De plus, mes
résultats indiquent qu’analyser I’implication de la co-expression de SNP au sein de Vavl et de
Themisl pourrait étre relevant, de par I’interaction physique et mécanistique entre ces 2
protéines. La co-expression de SNP pourrait entrainer un défaut fonctionnel plus grand que la
présence de SNP seuls, et ainsi permettre d’améliorer la compréhension de I’héritabilité de

maladies telles que la SEP.






Etude de I’implication du stress prénatal dans la
susceptibilité a développer une inflammation du systéme

nerveux central

Introduction

Il apparait depuis plusieurs années que des variations dans 1’état psychologique de la mere
(anxiété, dépression, stress) lors de la grossesse seraient associées avec divers troubles chez la
descendance, que ce soit chez le nouveau-né, chez I’enfant ou plus tard dans la vie.

Le stress engendre chez les meres I’activation de 1’axe Hypothalamo-Pituitaire-Adrénalien
(HPA) conduisant a un taux ¢€levé de cortisol maternel et placentaire. Il a été montré que les
quantités de cortisol maternel et foetal sont liées, puisqu’une partie du cortisol passe a travers le
placenta. Durant la gestation, le cortisol est majoritairement transformé en cortisone, moins
actif, mais I’enzyme responsable de cette modification (11B-HSD2) est moins présente en fin
de grossesse et d’autant plus en réponse a un stress prénatal (Douros et al., 2017). Ces
modifications des quantités de cortisol feetal peuvent modifier le développement du feetus et
notamment de son propre axe HPA. Le stress provoque aussi la production de cytokines pro-
inflammatoires maternelles qui pourraient passer le placenta ou lui faire sécréter a son tour des
cytokines. Celles-ci, en interagissant avec les cellules gliales feetales peuvent altérer le
développement cérébral de la progéniture lors de la gestation et augmenter les risques
d’apparition de troubles neurologiques (Rakers et al., 2020). Ces troubles peuvent étre neuro-
développementaux, comportementaux, émotionnels ou encore cognitifs (Graignic-Philip et al.,
2014).

Le stress prénatal a de plus été associé au développement de pathologies inflammatoires
(asthme, allergie, dermatite, infection) (Merlot et al., 2008). Ces troubles immunologiques sont
caractérisées par la mise en place d’une immunité de type Th2 et la production de cytokines
associées (IL-4, IL-5 et IL-13), dont I’activité semble augmentée chez les sujets ayant subi un
stress prénatal (Entringer et al., 2008 ; Pincusknackstedt et al., 2006 ; T. G. O’Connor et al.,
2013).

Cependant, I’impact du stress prénatal sur des pathologies de type Thl ou Th17 n’a presque
jamais été étudié. Seule une récente étude semble montrer que le stress prénatal induit une
augmentation de la sévérité de I’EAE chez les souriceaux (Paladini et al., 2020). Il apparait

ainsi une certaine contradiction avec 1’exacerbation de deux types de pathologies opposées
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faisant intervenir des réponses antagonistes (Th2 d’un c6té et Th1/Th17 de I’autre). De plus,
les auteurs suggerent que 1’augmentation de la sévérité de I’EAE serait indépendante du
systeme immunitaire, mais dépendante d’un défaut intrinseéque au SNC, au sein duquel on
retrouve une diminution du facteur neurotrophique BDNF (Brain Derived Neurotrophic factor)
suite au stress prénatal.

Finalement, il a ét¢ montré que le stress prénatal induit une modification des microbiotes
vaginal et intestinal chez la meére, ce qui est associ¢é a une dysbiose intestinale chez la
descendance (Zijlmans et al., 2015 ; Jasarevic et al., 2017). De par le lien largement décrit entre
le microbiote et I’inflammation du SNC, il serait envisageable que la dysbiose induite par le

stress prénatal impacte la susceptibilité¢ des descendants a développer I’EAE, possiblement au

travers de la modulation de la fonction du systeme immunitaire.

Ainsi, ce projet a pour objectif de caractériser I’impact du stress prénatal sur la susceptibilité

de la descendance a I’auto-immunité du SNC, et d’en déterminer les mécanismes impliqués.



Matériels et Méthodes

Animaux et protocole de stress

Des souris males et femelles C57BL/6 agées de 8 semaines provenant du laboratoire Janvier
ont été utilisées pour les accouplements. L’¢levage a été réalisé dans la zootechnie du 1’'US06
au CHU Purpan, Toulouse respectant la norme EOPS (Environnement exempté d’Organismes
Pathogenes Spécifiques). Toutes les expériences sont effectuées selon les indications du comité
d’éthique approuvées par le ministére ainsi que selon les regles frangaises et européennes pour
le soin et la protection des animaux de laboratoire.

Afin d’étudier I’'impact du stress prénatal, nous avons utilis¢é un modele de stress chronique
non-invasif, consistant en la rétention des souris gestantes dans un tube de S0mL troué, placé
sous une lumiere vive (200W) pendant 30 minutes. Ce stress est répété 3 fois par jour avec des
sessions espacées de 3h, et ce pendant 6 jours consécutifs, entre J13 et J18 de gestation (inclus),
les premiéres naissances arrivant a J19. Les souriceaux sont ensuite laissés avec la mere
jusqu’au sevrage a 4 semaines, ou ils sont regroupés par sexe et par groupe (CT ou PS) en
grandes cages (Jusqu’a 10 souris par cage). Les souris agées de 8 a 12 semaines sont ensuite

utilisées en expérimentation.

Induction de I’EAE active

Les progénitures CT et PS sont anesthésiées puis immunisées par voie sous-cutanée a la base
de la queue avec une émulsion de 200uL contenant le peptide MOGss.ss (Covalab) et de
I’adjuvant complet de Freund (CFA, Complete Freund’s Adjuvant, Sigma-Aldrich). Les males
recoivent une émulsion contenant 50pug de MOG et de 375ug/mL de CFA, ainsi qu’une
injection intraveineuse au niveau du sinus rétro-orbital de 50ng de toxine pertussique (PTX,
List Biological Laboratories) le jour de I’'immunisation et une autre de 100ng 48h plus tard. Les
femelles recoivent une émulsion de 50ug de MOG et de 500pug/mL de CFA, ainsi qu’une
injection intraveineuse au niveau du sinus rétro-orbital de 100ng de toxine pertussique le jour
de ’'immunisation et 48h apres.

Pour I’é¢tude du réle des Treg, les souris CT et PS ont été traitées soit avec du PBS soit avec
500ug d’anticorps PC61 (anti-CD25) par voie intra-péritonéale une semaine avant d’étre

immunisées selon le protocole décrit précédemment.

Induction de I’EAE passive
Des souris WT donneuses provenant du laboratoire Janvier ont ét¢é immunisées avec une

émulsion contenant 50pg de MOGss.ss et 500ug/mL de CFA. 10 jours plus tard, les cellules



issues des dLN et de la rate de ces souris sont mises en culture 3 jours a 4.10° cellules/mL dans
des flasques T25 pour étre restimulées in vitro en présence de 20ug/mL de peptide MOG3s.s5
(Covalab), 10ug/mL d’anti-IFN-y (BD Pharmigen, XGM.2) et 15ng/mL d’IL-23 (R&D
Systems, 1290-IL) et placées dans un incubateur a 37°C et 5% de CO». Aprés 3 jours, les
cellules vivantes sont isolées par gradient de Ficoll puis injectées par voie intraveineuse (20.10°
cellules par souris) dans le sinus rétro-orbital des souris CT et PS receveuses préalablement
irradiées (200 rads ~ 2Gy) le jour de I’injection.

De la méme maniere, un transfert adoptif inverse a aussi été réalisé en immunisant des souris
donneuses males CT et PS. Dans ce cas en revanche, les cellules restimulées in vitro récupérées
sur gradient de Ficoll ont ensuite été enrichies en LT CD4 (Kit Invitrogen Untouched CD4 T
cells) avant d’étre injectées dans les receveuses WT. Les souris receveuses males WT ont alors
recu une injection intraveineuse de 3.10° LT CD4 CT ou PS, ainsi qu’une injection de 100ng

de PTX a JO.

Extraction de linfiltrat immunitaire dans le SNC

Le jour de I’euthanasie, les souris CT et PS recoivent une dose 1étale de 20ul/g de kétamine et
xylazine par voie intra-péritonéale. Les souris sont ensuite perfusées en intracardiaque avec du
PBS pour séparer les cellules sanguines du tissu cérébral. Les cellules du SNC sont isolées par
digestion enzymatique des organes (Collagénase D, DNAse, TLCK) suivie d’une filtration. Un
gradient de densité permet ensuite de séparer les cellules tissulaires de la my¢line. Les cellules
sont ensuite comptées et analysées phénotypiquement et fonctionnellement par cytométrie en

flux.

Production cytokinique pas les cellules des nceuds lymphatiques drainants (dLN)

Les cellules des dLN de souris CT et PS préalablement immunisées ont été déposées en plaques
96 puits a fond plat et restimulées avec des doses croissantes de peptide MOGs3s.55(0, 10 et 100
pg/mL) a 37°C et 5% de CO2, durant 48h. Les productions d’IFN-y et de GM-CSF ont été
analysées par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Brievement, des plaques sont
coatées avec des anticorps de capture anti-IFN-y ou anti-GM-CSF dans du tampon carbonate
et laissées toute la nuit a 4°C. Les plaques sont ensuite lavées puis incubées avec les surnagents
de culture a 37°C pendant 1h30. Apres lavages, les plaques sont incubées avec les anticorps
biotinylés de détection (anti-IFN-y ou anti-GM-CSF) pendant 1h a 37°c. Les plaques sont
ensuite lavées et incubées avec I’enzyme de détection (phosphatase alcaline) couplée a la

streptavidine, a 37°C pendant environ 45 minutes. Enfin, les plaques sont lavées et incubées



avec le substrat enzymatique, générant une réaction colorée en présence de la phosphatase
alkaline. La densité optique est ensuite mesurée avec un spectrophotometre, et la concentration
cytokinique est calculée avec une gamme €talon. Pour les autres cytokines, nous avons utilisé
le kit LEGENDplex Mouse Th Cytokine Panel (12-plex) V03 de BioLegend en suivant le
protocole du fournisseur, ce qui nous a permis de quantifier la concentration en IL-2, 6, 17A,

17F, 22,4,5, 13, 10 et TNF dans le surnageant apres analyse au cytomeétre Fortessa X20.

Test in vitro des fonctions suppressives des Treg

Les Treg de souris CT et PS et Tconv de souris CT ont été triés par cytométrie en flux, sur la
base des marqueurs TCR*CD4*CD62L*CD25" pour les Tconv et TCR*CD4*CD62L* CD25"igh
pour les Treg. Les Tconv CT ont ensuite ét€ marqués au CTV (cell trace violet) par incubation
de 10 minutes a 37°C dans du PBS contenant le CTV. Les Tconv sont ensuite stimulés avec
des anticorps anti-CD3 et des splenocytes irradiés, en présence ou non de Treg a différent ratio
Treg/Tconv. Apres 62h de culture, la prolifération des Tconv est analysée par cytométrie en

flux.

Induction du modéle de colite

Les Tconv naifs de souris CT et PS ont été triés par cytométrie en flux, sur la base des marqueurs
TCR*CD4*CD45RB"e"CD25. Ces cellules ont ensuite été injectées dans des souris receveuses
RAG-2KO par voie intraveineuse, dans le sinus rétro-orbital (0,4.10° cellules par souris

receveuse).

Cytométrie en flux et clusterisation

Les marquages sont réalisés avec du Viability Dye (65-0865) et les anticorps suivants : TCRf
(H57- 597), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), CD25 (PC61), CD44 (IM7), CD62L (MEL-14),
CD69 (H1.2F3), CD11a (M17/4), CD127 (A7R34), KLRGI (2F1), LAG3 (C9B7W), Ki67
(SolA15), FOXP3 (FJK-168S), IL-10 (JESS-16 E3), TNF (MP6-XT22), GM-CSF (MP1-22
E9), IL-17 (eBio17B7), IFN-y (XMG1.2 ; TC11-18H10), T-BET (4B10), RORyt (Q31-378),
PD1 (RMP1-30), TIM3 (RMT3-23), GATA3 (L50-823), Eomes (Danl 1mag). L’acquisition a
¢té faite a I’aide du FortessaX20 et du SymphonyAS et I’analyse a été réalisée sur le logiciel
FlowJo. Pour I’analyse du compartiment lymphoide dans les LN nous avons utilisé différents
plug-ins sur FlowJo : UMAP pour réduire nos échantillons en deux dimensions ainsi que
Phenograph et FlowSOM afin de clustériser les cellules selon leurs similitudes. L analyse des

clusters a été faite manuellement ainsi qu’avec le plug-in Cluster Explorer.



Résultats

1 - Le stress prénatal n’a pas d’impact majeur sur le développement et 1’homéostasie des LT

Nous avons premierement analysé si ce protocole de stress prénatal induisait une modification
de I’homeéostasie générale des LT, que ce soit via une modulation de leur développement intra-
thymique, ou de leur phénotype en périphérie dans les OLIIL. Pour cela, nous avons prélevé le
thymus, la rate, et des ganglions lymphatiques de souris CT et PS, males et femelles, et nous
les avons analysés par cytométrie en flux (Figure 1). Chez les males comme chez les femelles
(résultats non montrés), nous n’avons observé aucune différence dans le nombre de cellules
issues du thymus ou dans la proportion des différents stades de développement (DN, DP, SP4,
SP8), suggérant que le stress prénatal n’entraine pas de modification majeure du développement
thymique (Figure 1A). L’analyse des LT matures présents dans les OLII n’a la non plus pas
réveélé de différences majeures en termes de nombres de ou de proportions de cellules naives,
activées ou mémoires au sein des Tconv, basés sur I’expression des marqueurs CD44 et CD62L
(Figure 1B). Seule une légere diminution de la proportion de cTreg (central Treg) au profit des
eTreg (effector Treg) a été observée (Figure 1C). Afin d’étudier en profondeur et de maniére
non biaisée le phénotype des LT dans les OLII, nous avons réalisé un marquage avec un large
panel d’anticorps, que nous avons analysé par utilisation de plugins de clusterisation. Afin de
gagner en profondeur d’analyse, la concaténation, la réalisation de représentation 2D par t-SNE,
et ainsi la clusterisation, ont été réalisées a partir du compartiment LT CD4 uniquement, et non
de I’organe entier (Figure 1D). En accord avec les résultats précédents, nous avons observé un
cluster majoritaire au sein des LT CD4 (cluster 1) consistant en la population de Tconv naifs
CD44-CD62L", et nous n’avons pas mis en évidence de différence majeure au sein des
différents clusters. Néanmoins, il apparait que deux clusters minoritaires (cluster 14 et 15) sont
surreprésentés au sein des souris PS. Ces clusters regroupent tous deux des cellules hautement
activées, exprimant un grand nombre de marqueurs d’activation (CD44"CD62L"
CD25"CD69"TIM3"CD11a*PD1"KLRG1"Eomes” et Ki67™). De fagon intéressante, la
différence entre ces deux clusters concerne 1I’expression de Foxp3, indiquant qu’une population
de Tconv mais aussi une population de Treg hautement activée sont augmentées au sein des
souris PS. La relevance de ces populations reste a déterminer, notamment du fait de leur faible
proportion, et de leur présence au sein des LN mais pas de la rate. Dans I’ensemble, ces résultats
indiquent que le stress prénatal n’induit pas de modification drastique du développement et de
I’homéostasie des LT en condition basale, mais suggerent la possible existence d’un impact

relativement faible sur le phénotype des LT CDA4.
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Figure 1. Le stress prénatal n’a pas d’impact majeur sur le développement et I’homéostasie
des LT

Le thymus et les ganglions lymphatiques de souris CT et PS ont été prélevés et analysés par
cytométrie en flux. A) Dot plot représentatif de I’expression des protéines CD4 et CD8 au sein des
thymocytes de souris CT et PS. Les histogrammes représentent la proportion et le nombre absolu
des différentes populations thymiques représentées sur les dot plots. B,C) Analyse de la proportion
et de I’activation des Tconv (B) et des Treg (C) au sein des ganglions lymphatiques. D) t-SNE
réalisé a partir de la concaténation des LT CD4 CT et PS. Les couleurs représentent les différents
clusters déterminés par FlowSOM. Les histogrammes représentent la proportion de ces différents
clusters au sein des LT CD4 de souris CT ou PS. Les analyses statistiques ont été réalisées par test
Mann-Whitney (*<0.05).



2 - Le stress prénatal induit une réduction de la sévérité de I’EAE chez les males uniquement

Nous avons par la suite étudié la susceptibilité des souris PS a développer une inflammation du
SNC en utilisant le modele d’EAE active précédemment décrit. Pour cela, des souris CT et PS,
males et femelles, ont été immunisées avec le peptide MOGs3s.s5. Nous avons ainsi observé une
réduction de la sévérité de I’EAE chez les males PS en comparaison avec les males CT (Figure
2A). Cette diminution est associée a une réduction du score maximal et une augmentation de la
variabilité intra-groupe, avec notamment une incidence légerement plus faible. Chez les
femelles cependant, nous n’avons pas observé de réduction significative de la sévérité¢ de
I’EAE, que ce soit en termes de scores cliniques au cours du temps, de scores maximaux ou de
scores cumulés (Figure 2B). De ce fait, les expériences réalisées ensuite ont €t€¢ majoritairement
effectuées au sein des males CT et PS, afin de comprendre dans un premier temps les

modifications induites par le PS aboutissant a cette réduction de I’EAE.
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Figure 2. La descendance maéle issue de méres stressées développe une EAE moins sévére
Les souris CT et PS males (A) et femelles (B) ont ét¢ immunisées avec le peptide MOGas.ss
et du CFA, et ont recu deux injections de toxine pertussique. Les analyses statistiques des
courbes cliniques ont été effectuées par Two-way ANOVA, et les analyses d’histogrammes
ont ¢été réalisées par test Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001).



3 — Le stress prénatal induit une diminution de la réponse T lors de I’EAE

Afin d’étudier les mécanismes cellulaires pouvant étre a 1’origine de la réduction de la sévérité
de ’EAE, nous avons réalis¢ une analyse fonctionnelle au pic de la maladie a J14. Nous avons
alors caractérisé¢ 1’état d’activation et les fonctions effectrices des LT issus des ganglions
drainant le site d’immunisation (dLN) et du SNC (Figure 3).

Nous avons ainsi observé une réduction de I’infiltrat immunitaire au sein de la moelle épiniere
des souris males PS en comparaison avec les souris CT (Figure 3A). La réduction de
I’infiltration ne concerne cependant que les Tconv et les LT CD8, sans impacter les Treg, étant
présents en nombres similaires. Ceci est ainsi associé a une augmentation du ratio Treg/Tconv,
¢tant une valeur biologique clé dans le contrdle de I’inflammation. De fagon intéressante, une
augmentation de ce ratio est également observée au sein du cerveau, tandis qu’il est identique
entre CT et PS au sein des dLN (Figure 3B). Cela semble suggérer que I’augmentation du ratio
n’est pas un phénomene général, mais au contraire spécifique aux organes cibles lors de ’EAE.
Ceci ne semble pas étre dii a un défaut de prolifération des Tconv au sein du SNC, puisqu’ils
expriment méme plus fortement le marqueur Ki67 associ¢ a la prolifération (résultats non
montrée). Afin d’analyser si les Tconv pourraient avoir un probléme de migration du fait d’un
défaut d’activation ou d’expression des récepteurs de chimiokines, nous avons analysé le
phénotype des Tconv dans les dLN (Figure 3 C). Nous avons ainsi observé une légere
diminution de la proportion de Tconv activés CD44"CD62L" au sein des Tconv PS. De plus,
ces Tconv activés expriment plus faiblement la sous unité d’intégrine CD49d primordiale a la
migration du sang vers le SNC. Une tendance vers une diminution de I’expression de CCRS est
aussi observée. A I’inverse, nous avons observé au sein des Treg une augmentation de la sous-
population eTreg CD44MCD62L°%, ainsi qu’une augmentation de I’expression de Ki67.
Aucune diminution de I’expression des intégrines ou récepteurs nécessaires a la migration vers
le SNC n’a été observée (Figure 3C). Finalement, nous avons analysé la capacité des LT CD4
CT et PS a produire des cytokines au cours de I’EAE. Pour cela, nous avons restimulé les dLN
avec des quantités croissantes de peptide MOGss.ss pendant 48h, et nous avons mesuré la
concentration en diverses cytokines dans le surnagent de culture par CBA (Figure 3 D). Il
apparait ainsi que les LT CD4 issus de souris PS produisent et sécrétent moins d’IFN-y, de GM-
CSF et de TNF-a. Les cytokines du lignage Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) ne sont que tres
faiblement produites par les 2 groupes de Tconv. De méme, les cytokines de type Th17 sont
soit tres fortement produites (IL-17A) soit tres faiblement (IL-17F), mais sans différence entre

les LT CD4 CT et PS.
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Figure 3. Le stress prénatal induit une réduction de ’infiltration de Tconv et de leurs fonctions
Les dLN et la moelle épiniere de souris CT et PS males ont été analysés 14 jours aprés immunisation
avec le peptide MOGss.ss. A) Analyse des nombres de cellules issues de la moelle épiniere. B) Ratio
Treg / Tconv au sein des LT CD4 présents dans le cerveau et les dLN. C) Analyse de 1’état
d’activation des Tconv et des Treg au sein des dLN. D) Analyse de la production de cytokines dans
le surnagent de culture par CBA apres restimulation des dLN avec des doses croissantes de peptide
MOGss.ss. Les analyses statistiques des courbes de CBA ont été effectuées par Two-way ANOVA,
et les analyses d’histogrammes ont été réalisées par test Mann-Whitney (*<0.05, **p<0.01,

35p<(0,0001).
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Finalement, nous n’avons pas observé de différence de production de la cytokine inhibitrice IL-
10. Dans I’ensemble, ces résultats montrent que la diminution de I’EAE chez les souris males
PS est associée a une réduction de I’infiltrat en Tconv et a une réduction de leur activation et
de leurs fonctions effectrices en périphérie. Ceci étant associé¢ a une légere augmentation de
I’activation des Treg, nous avons par la suite étudi¢ I’impact du stress prénatal sur cette

population.

4 — Le stress prénatal n’impacte pas les fonctions suppressives des Treg

Dans un premier temps, nous avons analysé les fonctions suppressives des Treg CT et PS en
condition basale. Pour cela, nous avons tri¢ par cytométrie en flux les cellules
TCR*CD4*CD62LCD25" étant a >98% des cellules Foxp3*. Nous avons ensuite analysé la
capacité de ces Treg a inhiber la prolifération de Tconv CT (TCR*CD4"CD62L*CD25") in vitro,
lors d’une stimulation avec un anticorps anti-CD3 et des splénocytes irradié¢s. Le marquage des
Tconv avec du CTV au préalable permet de suivre chaque cycle de prolifération cellulaire
(Figure 4A). Le pourcentage d’inhibition des Treg est obtenu en calculant la différence entre
la prolifération des Tconv seuls et leur prolifération en présence de Treg. Nous avons ainsi
observé que les Treg CT et PS inhibent avec la méme efficacité la prolifération des Tconv CT,
quel que soit le ratio Treg / Tconv. De plus, les Treg PS ne semblent pas proliférer plus
efficacement que les Treg CT, comme le suggere leur pourcentage équivalent au sein des LT
CD4 (Figure 4B). Finalement, I’analyse de protéines associées a leur activité inhibitrice
(CTLA-4,ICOS, CD25 et GITR) est elle aussi équivalente entre les Treg CT et PS. Ces résultats
suggerent donc que les fonctions suppressives des Treg ne sont pas impactées par le stress
prénatal. Nous avons par la suite voulu étudier la potentielle implication des Treg des souris PS
dans la réduction de la sévérité¢ de I’EAE. Pour cela, nous avons déplété les Treg CD25" par
injection d’anticorps anti-CD25 une semaine avant I’immunisation. Dans les souris CT comme
dans les souris PS, la déplétion des Treg entraine une augmentation de la sévérité de ’EAE, en
accord avec la littérature concernant le réle des Treg dans ’EAE. Cependant, la différence de
sévérité de ’EAE entre souris CT et souris PS est maintenue, indiquant que les Treg CD25" ne

sont pas nécessaires a la différence clinique observée suite au stress prénatal (Figure 4C).
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Figure 4. Le stress prénatal n’affecte pas la fonction suppressive des Treg

A,B) Les LT CD4 issus des LN et rates de souris CT et PS ont été triés par cytométrie en flux
selon les marqueurs TCR, CD4, CD62L et CD25. Les Tconv CT ont été marqués au CTV et
stimulés par de 1’anti-CD3 et des splénocytes irradiés, en présence ou non de Treg CT ou PS a
différents ratios pendant 62h. A) Courbe représentant le pourcentage d’inhibition de la
prolifération des Tconv par les différents Treg. B) Proportion et phénotype des Treg CT et PS
suite aux 62h de culture. C) Les souris CT et PS ont été traitées par voie intrapéritonéale avec de
I’anti-CD25 et immunisées 7 jours plus tard. Les analyses statistiques des courbes de CBA ont
été effectuées par Two-way ANOVA, et les analyses d’histogrammes ont été réalisées par test
Mann-Whitney (¥*<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).



5 — Le stress prénatal semble impacter la fonction des LT CD4

Au vu des résultats précédents, la réduction de ’EAE ne semble pas dépendante de la présence
des Treg. Nous avons donc par la suite voulu étudier si les LT CD4 (et parmi eux les Tconv)
portaient en eux de facon intrinseéque un défaut d’encéphalitogénicité qui serait responsable de
la réduction de la sévérité¢ de ’EAE, ou si au contraire les LT CD4 n’étaient pas impliqués et
que le phénotype observe était dii a un effet extérieur aux LT. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences d’EAE passive par transfert adoptif. Dans un premier temps, nous avons immunisé
des souris CT et au bout de 10 jours, nous avons restimulé in vitro les splénocytes et les cellules
issues des ganglions drainants pendant 3 jours avant de les réinjecter dans des souris CT et PS
(Figure 5A). Nous n’avons observé aucune différence de sévérité de I’EAE entre les souris CT
et PS ayant regu les mémes cellules encéphalitogéniques (Figure SB). Ces résultats suggerent
donc que les souris PS n’ont pas de résistance intrinséque a ’EAE. Nous avons par la suite
réalisé I’expérience inverse (Figure 5C), injectant a des souris CT des LT CD4 issus de souris
CT ou PS préalablement immunisées. Les résultats de cette expérience montrent une réduction
de la sévérité de I’EAE lorsque les souris CT regoivent des LT CD4 issus de souris PS (Figure
5D), suggérant que les LT CD4 des souris PS ont un défaut d’encéphalitogénicité intrinseque.
Cependant ces résultats n’ont pas été confirmés lorsque nous avons renouvelé cette expérience
(Figure 5E), venant ainsi contredire cette hypothése. Lors de ces expériences, les LT CD4 sont
préalablement activés in vivo par des DC stimulées par le CFA, puis réactivés in vitro en
présence de milieu polarisant. Afin d’éviter ces différentes étapes et d’analyser le potentiel
inflammatoire « brut » des Tconv provenant des souris PS, nous avons alors réalisé¢ une
expérience de transfert de Tconv naifs dans une souris RAG2X©. L’injection de Tconv dans ces
souris est connue pour entrainer une inflammation de I’intestin dépendante de la production de
cytokines pro-inflammatoires par ces cellules, pathologie accompagnée d’une perte de poids.
Comme attendu, les souris RAG2X© ayant regu du PBS prennent du poids tandis que les souris
ayant recu des Tconv CT en perdent (Figure 5F). Cependant, les souris RAG2X© ayant recu les
Tconv PS présentent un phénotype intermédiaire, suggérant que ces cellules, en absence de
manipulation extérieure préalable, posseédent d’ores et déja suite au stress prénatal un potentiel

inflammatoire inférieur a celui des Tconv CT.
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Figure 5. Le stress prénatal impacte la fonction des LT CD4

A-E) Expériences d’EAE passives par transferts adoptifs. A,C) Illustration du protocole
expérimental utilisé. 10 jours aprés I’immunisation, les cellules issues des dLN et de la rate sont
restimulées en présence de MOGss.ss, d’IL-23 et d’anti-IFN-y pendant 3 jours. Les cellules
vivantes sont ensuite récupérées par gradient de densité et injectées directement (A,B), ou enrichies
en LT CD4 avant d’étre injectées (C,D,E). F) Les LT CD4 issus des LN et rates de souris CT et
PS ont été triés par cytométrie en flux. Les Tconv TCR'CD4*CD45RB"¢"CD25" triés ont ensuite
été injectés a des souris RAG2KO, Les analyses statistiques ont été effectuées par Two-way
ANOVA (¥*<0.01, ****p<0.0001).






Discussion — Le stress prénatal

De nombreuse études ont suggéré chez ’Homme et montré chez la souris un lien entre le PS et
le développement de troubles neurologiques, de dysbiose du microbiote intestinal, et de
modification de ’activation du systéme immunitaire (Jasarevi¢ et al., 2017; Khashan et al.,
2008; Zijlmans et al., 2015). Cependant, ’impact du stress prénatal sur la susceptibilité a
I’inflammation du systéme nerveux central reste trés mal caractérisé. Au cours de ma these,
nous avons montré que le PS induit chez la descendance male une réduction de la sévérité de
I’EAE, associée a une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires par les
Tconv. Nous avons montré que ceci semble indépendant de la fonction des Treg, et pourrait

impliquer un défaut d’encéphalitogénicité des Tconv.

Stress prénatal et développement du systéeme immunitaire au cours de la grossesse

Bien que ce soit a différents moments de la gestation en fonction des especes, le systeéme
immunitaire commence a se former in utero, a partir de cellules progénitrices hématopoiétiques
issues du sac vitellin, et colonisant le foie foetal (Holladay & Smialowicz, 2000). Un stress
gestationnel survenant a ces périodes pourrait a ce titre modifier le développement du systéme
immunitaire. Dans ce sens, le stress que nous effectuons dans notre étude a lieu en fin de
gestation, lorsque le SI se développe chez la souris (Figure 21) (Merlot et al., 2008). Cependant,
contrairement a ce qui a pu étre décrit dans d’autres études chez la souris ou le cochon (Merlot
et al., 2008; Tuchscherer et al., 2002), nous n’avons pas observé de modification du
développement thymique chez les souris PS, que ce soit en termes de nombres absolus de
thymocytes ou de répartition des différents stades de développement. Ceci peut étre expliqué
par la nature du stress étant plus intense dans ces études, contrairement au stress que nous
réalisons, celui-ci étant considéré comme un stress modéré. Bien que nous n’ayons pas analysé
I’impact du PS sur le répertoire TCR, une étude a montré qu’un ensemble de stress variés
quotidiennement n’avait que treés peu d’impact sur le répertoire TCR, et ce malgré I’application
du stress tout au long de la gestation (Fonte et al., 2019). Finalement, nous n’avons pas observé
de modification majeure du nombre de LT CD4, LT CDS, ou de LB dans les OLII chez les
souris PS en comparaison avec les souris CT, suggérant la encore que le stress chronique

modéré appliqué dans notre étude n’induit pas de défaut de développement du SI.



Figure 21. Le développement du systeme immunitaire lors de la grossesse

Afin de pouvoir comparer facilement les périodes de gestations d’especes a durée gestationnelle
différentes telles que [’Homme (~40 semaines) et la souris (~20 jours), une unité universelle a été
proposée, correspondant a des fractions de la durée totale de gestation. Cela permet ainsi de représenter
sur une méme échelle de temps, les fenétres de développement de différents paramétres du feetus tels que

les cellules du systeme immunitaire ici. Issu de Merlot et al, 2008.

Concernant les fenétres de développement embryonnaire fcetal, et les périodes de stress
associés, il est important de mentionner qu’une certaine variabilité existe dans notre modele.
Cette variabilité vient de la détermination arbitraire et généralisée du JO de gestation, étant le
premier des 6 jours de la période d’accouplement. C’est en se basant sur ce JO, que les meres
PS sont stressées de J13 a J18. Pour les souris naissant a J19, le stress a effectivement été
effectué¢ de J13 a J18, soit sur la période 0.68-0.95. Or, les naissances sont réparties sur 6 jours
(de J19 aJ25). Si’on se base sur une gestation de 19 jours, les souris étant nées a J25 sont donc
issues d’un accouplement effectif ayant eu lieu le 6°™ jour d’accouplement, et non le 1°". Dans
ce cas précis, la mere aurait été stressée de J8 a J13, soit sur la période 0.42-0.68. Ainsi, suivant
le jour de naissance des souriceaux, la mere aurait été stressée a différents moments de la
gestion, pouvant théoriquement induire une variabilité dans les analyses réalisées. Cependant,
les naissances a J19 ou J25 restent rares, la majorité des souris naissant entre J20 et J22. Cela
correspond a des stress théoriques lors des périodes 0.63-0.90 (J20), 0.58-0.84 (J21), et 0.53-
0.79 (J22), soit sur un intervalle large allant de 0.53 & 0.90. Ces informations sont primordiales

dans I’interprétation des résultats et la recherche de reproductibilité expérimentale.



Néanmoins, au cours des 3 expériences de suivi clinique de I’EAE réalisées chez les souris
males dont le pool est représenté dans la partie résultats, aucune différence claire n’a été
observée suivant le jour de naissance des souris PS. On observe néanmoins une légere tendance
allant vers une diminution de I’EAE chez les souris ayant eu une naissance plus tardive, et donc
subit un stress prénatal plus précoce (0.53-0.79), soit, avant 1’apparition des premicres cellules
immunitaires lors de la mise en place des progéniteurs hématopoiétiques (Figure 21).

Dans ’ensemble, ces résultats suggérent qu’un stress prénatal effectué lors de la 2°™ moitié de
la gestation induit une diminution de la sévérité de I’EAE, indépendamment du moment du

stress, et indépendamment d’un trouble de développement des LT.

Modulation de la fonction du systéme immunitaire suite au stress prénatal

Bien que suite au PS les nombres de cellules immunitaires T et B restent inchangés dans les LN
et la rate chez les souriceaux adultes, nous avons observé dans certains cas I’apparition de
populations de Tconv et de Treg minoritaires mais semblant étre hautement activées. La
relevance de ces populations reste a déterminer, mais leur présence suggere un possible impact
du PS sur I’activation et/ou la fonction des LT CD4. De plus, nous avons montré que 1’injection
de LT CD4 naifs CD45RBMCD25" entrainait une colite moins sévére chez les receveurs
RAG2KXO, indiquant que le PS n’induit pas seulement 1’apparition de populations de LT CD4
activés, mais module aussi intrinséquement le potentiel inflammatoire des LT CD4, méme
naifs. Il serait dans ce sens nécessaire d’étudier plus en profondeur I’impact du PS sur la
fonction des LT CD4 a I’état basal dans notre modele. Il faudrait par exemple analyser la
capacité de prolifération des LT CD4 en réponse a divers stimuli (PMA/lonomycine ;
CD3/CD28), mais aussi analyser leur production cytokinique lors de ces stimulations neutres
ou en stimulations polarisantes de type Thl, Th2 ou Th17. Ceci est d’autant plus important
qu’un biais de la réponse immune vers la réponse Th2 a été décrit (Entringer et al., 2008; T. G.
O’Connor et al., 2013). De plus, nous observons lors de I’EAE une réduction de la production
de cytokines de type Thl, sans différence sur les cytokines de type Th17, suggérant que le stress
n’induit pas une inhibition générale du SI mais au contraire des effets spécifiques. Nous n’avons
en revanche observé aucun impact du stress prénatal sur la réponse Th2. Ceci pourrait
cependant étre di au fait que nous ayons analysé la production de cytokines au cours de I’'EAE,
suite a une immunisation avec du CFA, étant connu pour induire une réponse Th1/Th17 et non
Th2. 1l reste envisageable qu’en condition non-polarisante, ou en condition pro-Th2, les LT

CD4 se différencient plus efficacement en Th2. Dans ce contexte, il serait intéressant de tester



la susceptibilité des souris PS aux manifestations allergiques impliquant des adjuvants pro-Th2
comme 1’ Alun.

La différence de production de cytokines ainsi observée pourrait €tre intrinseque et/ou
extrinséque aux LT. Il a par exemple été montré que le biais vers la réponse Th2 pouvait étre
extrinséque aux LT, résultant d’un biais de 1’activation par les DC issues des souris PS,
induisant dans ce contexte une pathologie inflammatoire au niveau des poumons (Pincus-
knackstedt et al., 2006). Afin d’analyser si dans notre mod¢le les DC des souris CT et PS ont
des capacités différentes d’activation et d’induction de la différenciation des LT CD4, des LT
CD4 2D2 (ayant un TCR transgénique spécifique du peptide MOG) ont été injectés aux souris
CT et PS avant de les immuniser. Cette expérience est en cours, et devrait apporter des
précisions quant a I’impact du PS sur la fonction des DC et ainsi sur 1’activation des LT CD4.
Néanmoins, méme si nous observons des différences entre les 2D2 activés chez les souris CT
et ceux activés chez les souris PS, cela confirmera seulement que des facteurs extrinséques aux
LT CD4 sont impactés par le PS et modulent I’activation des LT CD4. En effet, ces facteurs
pourraient concerner les DC, mais aussi une autre population cellulaire interférant avec
I’activation des LT CD4 2D2. Dans ce contexte, nos résultats suggerent cependant que les Treg
ne sembleraient pas jouer ce role, puisque nous avons montré que leur fonction suppressive in
vitro est inchangée suite au PS, et que leur déplétion in vivo ne change pas le phénotype observé
de réduction de EAE. Ces résultats n’excluent cependant pas totalement une possible
implication des Tregs CD25 puisque nos €tudes ont été focalisées sur la population de Treg
CD25", la seule a pouvoir étre triée ou déplétée sans recourir a des manipulations génétiques.
Dans ce sens, nous pourrions réaliser les expériences de stress prénatal sur les souris Foxp3-
Thyl.l que nous avons maintenant en notre possession, ce qui permettrait d’analyser plus
efficacement la fonction des Tregs totaux, mais aussi des Tregs tissulaires suite a

I’inflammation.

Dysbiose du microbiote feetal

Comme discuté précédemment (partie IV.3.b.ii1), le microbiote est intimement li¢ au systeme
immunitaire de son hdte. De plus, il a ét¢ montré a de nombreuse reprises et dans diverses
especes que le stress prénatal induisait une modification du microbiote intestinal (Aatsinki et
al., 2020; Bailey et al., 2004; Golubeva et al., 2015; JaSarevi¢ et al., 2017; Zijlmans et al., 2015).
En accord avec cette littérature, nos collaborateurs de 1’Institut de la Recherche sur la Santé
Digestive (IRSD) ayant mis en place le modéle de stress prénatal sur lequel j’ai travaillé durant

ma theése, ont montré dans une étude dont je suis cosignataire que ce protocole induit lui aussi



Discussion — Le stress prénatal

une dysbiose du microbiote fécal de la descendance (Petit-Fils et al., under review). Ils ont ainsi
observé chez les males comme chez les femelles, une diminution de la diversité globale du
microbiote, ainsi qu’une diminution de la présence de Lactobacillus animalis/murinus. La
diminution de ce Lactobacille serait responsable de I’hypersensibilité viscérale observée chez
les souris PS dans cette étude, possiblement du fait de sa production de lipopeptides
analgésiques (C12 et C14asnGABA).

Cette observation peut sembler en désaccord avec une réduction de I’EAE, puisque de multiples
¢tudes ont associé la présence de Lactobacille avec une diminution de la sévérité¢ de I’EAE
(Ducetal.,2019; Lavasani etal., 2010; Mangalam et al., 2017), mécanisme semblant dépendant
de I’induction de Treg, de la production d’IL-10 et de I’inhibition des réponses Thl et Th17
(Lavasani et al., 2010). Cependant, bien que le L. animalis/murinus soit présent en quantité
réduite chez les souris PS, d’autres Lactobacilles semblent au contraire 1égerement augmentés,
corrélant alors avec la clinique de ’EAE (Figure 22). De plus, les Lactobacilles décrits comme
¢tant bénéfiques dans la premiere étude sont les L. paracasei et L. plantarum, et non le L.

animalis/murinus (Lavasani et al., 2010) (non précisé dans les deux autres études).

Figure 22. Dysbiose du microbiote fécal de la descendance suite au stress prénatal
Les feces de souris CT ou PS dgées de 8 semaines ont été prélevés et directement congelés dans de I’azote
liquide et stockés a -80°C jusqu’a ’analyse. L’ADN des échantillons a ensuite été prélevé puis séequencé
au niveau du gene codant I’ARN ribosomique 16S. Les séquences obtenues ont par la suite été croisées
avec celles présentes dans des bases de données afin de déterminer les souches bactériennes présentes
dans les échantillons testés. (Adapté des travaux du Dr. Petit-Fils)



Discussion — Le stress prénatal

Le phénotype observé au sein de I’étude de Petit-Fils et collaborateurs touche les males comme
les femelles, justifiant la recherche de modification de microbiote commune aux 2 sexes. Or,
dans le cas présent, seuls les méales sont impactés. Nous avons donc regardé avec 1’aide du Dr
Petit-Fils au sein des données de séquengage 16S si I’abondance de bactéries évoluait de
manicre sexe-dépendante suite au PS, comme récemment décrit dans la littérature (Rincel et
al., 2019). Nous avons ainsi observé des modifications de 1’abondance de plusieurs bactéries
appartenant au groupe « Clostridium Cluster XIVa», comprenant notamment C.
clostridioform, Blautia, ou encore Roseburia (Figure 22), étant des bactéries communément
associées a la santé du tractus digestif (Hollister et al., 2014), et dont les tendances de
modification d’abondance sont plus marquées chez les males que chez les femelles, voire
inversées. On observe ainsi une augmentation du pourcentage de Blautia chez les males PS par
rapport aux males CT, tandis que cette bactérie est plutdt diminuée chez les femelles suite au
stress. Il a ét¢ montré que cette bactérie est diminuée chez les patients SEP, que sa présence
correle positivement avec les fonctions motrices et cognitives des patients, et négativement
avec leurs états de fatigue et dépression (Cox et al., 2021). De plus, il a été montré que cette
bactérie est diminuée chez la souris suite a I’induction d’EAE (X. L. Lietal., 2019) et qu’elle
est inversement corrélée avec des marqueurs inflammatoires dans les féces d’enfants obeses,
suggérant un rdle dans le contréle de I’inflammation (Benitez-Paez et al., 2020). On retrouve
aussi chez les males PS une augmentation de Roseburia, dont la variation est moins marquée
chez les femelles PS. Roseburia est une bactérie produisant du butyrate, un acide gras a courte
chaine aux propriétés anti-inflammatoires illustrées notamment par I’induction de Treg (Arpaia
et al., 2013) et dont ’administration a des souris permet de protéger de I’EAE, possiblement
grace a la stimulation de la maturation des oligodendrocytes (T. Chen et al., 2019). Il a par
ailleurs ét¢ montré que cette bactérie est aussi diminuée chez les patients SEP (Levietal., 2021).
C. Clostridioform, 1a 3™ des bactéries appartenant au cluster XIVa citées ici, semble aussi étre
liée a PEAE puisque sa présence est diminuée suite a I’immunisation (Bianchimano et al.,
2021), mais son role reste a déterminer. Finalement, le PS induit une forte déplétion des
bactéries Desulfovibrio chez les males, bactéries impliquées dans le métabolisme des cystéines,
et dont la présence est augmentée au sein des patients SEP (Tremlett et al., 2016).
L’augmentation de 1’abondance de ces bactéries peut entrainer une diminution du taux de
cystéines disponibles, pourtant nécessaire a la formation du glutathion, puissant antioxydant
impliqué notamment dans I’inhibition des ROS au niveau du SNC (Dopkins et al., 2018).

Ces études suggerent ainsi une potentielle implication de la dysbiose du microbiote intestinal

dans la réduction de la sévérit¢ de ’EAE chez les souris PS, possiblement en controlant la



réponse inflammatoire directement (inhibition Th1, induction Treg), en permettant 1’inhibition
des ROS toxiques produites par les cellules myéloides (glutathion), ou encore en stimulant la
remy¢linisation (stimulation des oligodendrocytes). Cependant, cette caractérisation du
microbiote fécal des souris PS a été¢ réalisée en absence d’EAE. Il serait alors intéressant
d’analyser si ces différences persistent, diminuent ou s’accentuent suite a I’immunisation, mais
aussi d’analyser si ’abondance d’une ou de plusieurs de ces bactéries (avant immunisation ou
au cours de ’EAE) correlent avec la sévérité de I’EAE au sein d’une méme souris. En effet,
nous avons d’ores et déja prélevé les feces des quatre groupes de souris avant I’immunisation,
puis a J8, JI5 et J30. La réalisation de séquencage sur ces prélévements permettrait
d’approfondir la compréhension de I’impact du stress prénatal sur la dysbiose intestinale et de
son lien avec la sévérité¢ de ’EAE. De plus, il serait intéressant de corréler ces observations
avec une analyse des métabolites présents dans le sérum ou dans les féces des souris. Ceci
pourrait amener a I’identification de nouveaux métabolites bactériens ayant une action
bénéfique contre le développement de I’EAE, et possiblement de la SEP. Afin de tester cette
hypothese, ces métabolites seraient alors testés pour leur effet préventif ou curatif lors de

I’EAE.

Hormis ces effets « directs » du microbiote ayant lieu au cours de ’EAE, le microbiote et sa
modification peuvent aussi avoir des conséquences sur le développement du systéme
immunitaire et son €ducation lors des premieres semaines de vie, et ce notamment lors de la
phase de « weaning reaction » (ou réaction post-sevrage) (Al Nabhani et al., 2019). Lors de
cette étude, les auteurs montrent que lors du sevrage, le changement d’alimentation des souris
induit un changement de microbiote entrainant une réaction inflammatoire (la « weaning
reaction »), nécessaire a 1’éducation du systeme immunitaire, notamment via I’induction de
Treg. La perturbation de cette réaction est associée avec un risque accru de développer des
pathologies inflammatoires par la suite chez ces souris (Al Nabhani et al., 2019). Il serait ainsi
théoriquement envisageable qu’a I’inverse, la dysbiose du microbiote chez les souris PS
impacte positivement la réaction immunitaire lors du sevrage et module ainsi plus efficacement

I’activation ultérieure du systéme immunitaire.

Modulation du systéme immunitaire par les hormones de stress
Depuis leur découverte dans les années 1940, le role immunosuppresseurs des glucocorticoides
(GC) a été largement décrit et étudié (Coutinho & Chapman, 2011), étant par ailleurs utilisés

comme traitement chez les patients SEP (H. J. Fischer et al., 2019; Milligan et al., 1987). Il a



¢té montré que le PS pouvait induire une modification de I’axe HPA chez la descendance,
entrainant dans certains cas un taux basal plus élevé de GC circulants et une inhibition du
rétrocontrole négatif, induisant une réponse plus forte et plus longue a un stress aigu, en
comparaison avec les animaux CT (Darnaudéry & Maccari, 2008; Maccari et al., 2003; Van
Bodegom et al., 2017). De fagon importante, il a ét¢ montré que ces différences peuvent
disparaitre lorsque les animaux PS subissent un stress chronique une fois adulte (Van Bodegom
et al., 2017). Le PS modéré appliqué dans notre étude n’induit pas d’augmentation basale de
la concentration plasmatique de corticostérone, que ce soit chez les males ou chez les femelles
PS (Petit-Fils et al., under review). Ainsi, les GC plasmatiques a I’état basal ne sembleraient
pas pouvoir expliquer les différences observées entre souris CT et PS. Nous n’avons cependant
pas analysé la réponse au stress chez ces souris. Il est envisageable que la manipulation des
souris (enfermement dans la chambre a isoflurane pour anesthésie) soit une source de stress
plus importante chez les souris PS, engendrant de plus forts taux de GC sur un temps plus long,
inhibant ainsi la réponse inflammatoire nécessaire a I’induction de I’EAE. Dans ce sens, tout
comme 1’application d’un stress chronique €élimine les différences de réponse a un stress aigu
(Van Bodegom et al., 2017), il semblerait qu’un stress chronique puisse abroger les différences
de séverité de ’EAE entre males CT et males PS. En effet, bien que cela n’ait été réalisé qu’une
seule fois, le passage de males PS d’une grande cage de 10 animaux a une petite cage de 5
animaux, cumulé a un changement de piece d’hébergement, s’est traduit par une absence de
différence clinique suite a I’immunisation, suggérant que 1’application d’un stress chez les
souris PS adultes est suffisante pour masquer les différences entre souris CT et PS. Ceci reste
cependant a confirmer, d’autant que 1’effet du stress sur ’EAE n’est pas compleétement compris,
semblant induire une augmentation de la sévérité de ’EAE lors de stress aigus et une diminution

de la maladie lors de stress chroniques (Pérez-Nievas et al., 2010).

Effet du PS indépendant du systéeme immunitaire ?

Le microbiote et les hormones de stress peuvent aussi avoir des répercussions sur des
composantes extérieures au systeme immunitaire. Il a par exemple été¢ décrit que les GC
pouvaient réduire la perméabilité de la BHE en augmentant I’expression de 1’occludine et de
Z0-1, augmentant ainsi les jonctions serrées entre les cellules endothéliales. Les GC induisent
aussi une réduction de I’expression des molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1) (Salvador
etal., 2014). De méme, il a ét€ montré que le microbiote est lui aussi associé a la perméabilité
de la BHE, et ce, méme avant la naissance. Une étude a en effet montré une augmentation de

la perméabilité de la BHE associée a une réduction de I’expression de 1’occludine chez les feetus



issus de souris germ-free (Braniste et al., 2014). Ce défaut d’imperméabilité de la BHE est par
ailleurs maintenu chez les souris adultes. Il est par contre réversible par reconstitution de leur
microbiote via 1’apport de microbiote de souris pathogen-free, mais aussi par I’apport de souche
bactérienne unique telle que Clostidium tyrobutyricum (bactérie productrice de butyrate) ou
encore via ’apport direct de butyrate (Braniste et al., 2014).

De plus, une étude récente a montré que le stress prénatal induit une augmentation de la sévérité
de PEAE chez les souris femelles, qui serait due selon eux a une réduction de la quantité de
BDNF (Brain Derived Neurotrophic factor) entrainant un défaut de maturation des
oligodendrocytes chez les souris PS (Paladini et al., 2020). Ainsi, il apparait que la modulation
du microbiote ou de 1’axe HPA pourrait moduler la susceptibilité des souris PS a ’EAE,
indépendamment d’un effet direct sur le systeme immunitaire. De plus, la diminution d’un
facteur neurotrophique (BDNF) suite au PS semble conférer une sensibilit¢ accrue a I’EAE.
Néanmoins, les expériences d’EAE passive par transfert adoptif que nous avons réalisées ne
montrent aucune différence entre les souris CT et les souris PS concernant leur sensibilité a
I’EAE. Cela laisse supposer que les différences de microbiote, d’activation de I’axe HPA, ou
encore que des facteurs neurotrophiques ne sont pas responsables a eux seuls de la réduction de
la sévérité¢ de ’EAE, indépendamment du SI. En accord avec ces observations, nous avons
montré lors d’une expérience que ’injection de LT CD4 de souris PS pré-activés in vivo et
restimulés in vitro induisait une EAE plus faible au sein de souris CT, en comparaison avec des
LT CD4 de souris CT. Bien que ces résultats n’aient pas été confirmés lors d’une seconde
expérience, I’ensemble de nos résultats suggere que le PS induit une réduction de ’EAE de par
un effet sur le SI, plutot que via une résistance intrinseéque des organes cibles uniquement. Nous
avons de plus montré que les LT CD4 naifs semblent avoir une modification intrinséque de leur
colitogénicité suite a I’injection dans des receveuses RAG2-KO.

L’apparente contradiction des résultats entre ’article (Paladini et al., 2020) et notre étude ne
peut étre expliquée par I’espece ou le type de stress puisque nos deux modeles sont identiques.
Hormis une période de stress légerement différente (J16 a J19), quatre différences majeures
subsistent. Premierement, les auteurs n’utilisent dans cette étude que les souris femelles, et ne
décrivent pas ce qu’il se passe chez les souris males, 1a ou nous observons le plus large effet.
Deuxiémement, j’ai réalisé plusieurs expériences pour mettre en place les conditions
d’immunisation en termes de quantit¢ de MOGss.ss, de CFA et de PTX nécessaires a
I’observation du phénotype. Les doses utilisées dans cette étude sont 6 fois plus concentrées
pour le peptide MOG, 16 fois plus concentrées pour le CFA, et 5 fois plus élevées pour la PTX

que les doses que nous utilisons ici. Troisiemement, les souris sont achetées déja gestantes et a



J14 de gestation dans cette ¢tude. Les souris CT tout comme les souris PS subissent donc
probablement un stress lors du transport entre le fournisseur et le laboratoire, mais aussi du fait
du changement d’environnement. Finalement, indépendamment de tous protocoles
expérimentaux, I’environnement, la nourriture, les enrichissements, font que le microbiote des
souris difféere d’une animalerie de laboratoire a une autre, et pourrait impacter différemment les

phénotypes étudiés.

En conclusion, notre ¢tude montre que le stress prénatal module la susceptibilité de la
descendance a développer une inflammation du systéme nerveux central, ceci étant associé¢ a
une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires par les LT CD4 auto-
spécifiques. Nous avons observé en parallele une dysbiose intestinale, dont des souches
bactériennes ont d’ores et déja été décrites au cours de la SEP ou de I’EAE, suggérant que la
modulation de ces bactéries par le PS pourrait expliquer en partie le phénotype observé. Si cela
est confirmé, cette étude serait la premiere a établir un lien entre stress prénatal, dysbiose
intestinale, activation du systéme immunitaire et inflammation du systéme nerveux central.

La relevance de cette étude chez I’Homme reste difficile a appréhender, tant le stress prénatal
est un sujet particulierement complexe a étudier. Bien qu’aucune étude n’ait a ce jour établi un
lien entre PS et susceptibilité a développer la SEP, le lien entre PS et dysbiose a quant a lui été
observé chez ’Homme. 11 serait alors intéressant d’analyser si, comme chez la souris, la nature
de cette dysbiose différe entre males et femelles. Dans un contexte d’é¢pidémiologie auto-
immune ou les femmes sont surreprésentées, dans une société ou le stress (et le stress prénatal)
est prépondérant, il est envisageable qu’en plus des différences hormonales et génétiques
(inactivation du chromosome X), le stress prénatal soit lui aussi responsable des différences de

susceptibilités aux maladies auto-immunes entre les femmes et les hommes.






Discussion générale

La sclérose en plaques est une maladie complexe dont I’étiologie multifactorielle est encore
mal connue. Etant une maladie auto-immune, il n’est pas étonnant que la majorité des facteurs
génétiques impliqués dans son développement concerne des genes nécessaires au
fonctionnement du systéme immunitaire. Cependant des facteurs environnementaux modulent
eux aussi la susceptibilité a cette pathologie. Au cours de ma these, j’ai étudié I’implication du
stress prénatal dans la susceptibilit¢ a ’EAE et j’ai montré que ce facteur environnemental
diminue la sévérité de ’'EAE chez la descendance male. De fagon intéressante, nos travaux
montrent que cet impact du stress prénatal est dépendant de la modulation de la fonction des
LT CD4, semblant étre impactés intrinsequement par le stress prénatal. Ainsi, que ce soit les
facteurs génétiques étudiés au cours de ma thése, ou ce facteur environnemental, tous semblent
moduler la susceptibilité¢ a 1’inflammation du SNC par des mécanismes convergeant vers des
parametres similaires. En effet dans ces deux projets, nous avons observé une diminution de la

production cytokinique par les LT CD4, et une réduction de leur infiltration dans le SNC.

Ces résultats illustrent ainsi la complexité de la compréhension de ce type de maladies, au sein
desquelles 1’association d’un ensemble de facteurs peuvent agir positivement ou négativement
sur des parametres communs, modulant alors la susceptibilit¢ du sujet a développer la
pathologie. Ceci concorde avec I’hypothese actuelle que les maladies auto-immunes, et en
I’occurrence la SEP, se développent chez des individus génétiquement prédisposés, ayant subi
certaines pressions environnementales. Ce serait alors la somme des effets génétiques et
environnementaux qui en convergeant vers des parametres similaires et/ou complémentaires,

permettrait de franchir ou non le seuil nécessaire au développement de la pathologie.

Dans ce sens, le stress prénatal et les glucocorticoides qui en découlent peuvent directement
moduler la perméabilit¢ de la BHE (Salvador et al., 2014), paramétre pouvant aussi étre
indirectement impacté par des facteurs génétiques comme les mutations sur Vavl et Themisl

qui entrainent une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires.

De la méme manicre, les facteurs génétiques modulant la production de cytokines telles que
I’IL-17 pourraient moduler le microbiote intestinal (Regen et al., 202 1), ce qui serait susceptible

d’étre amplifié¢ ou modifié par I’ajout de stress prénatal.



Discussion générale

Finalement, le stress prénatal semblerait ne pas étre un facteur purement environnemental, mais
étre aussi impacté par la génétique. En effet, une étude portant sur une cohorte de femmes ayant
eu recours a la fécondation in vitro avec des embryons génétiquement associé€s ou non a la mere
porteuse, a permis de montrer qu’une partie des effets du stress prénatal semblait dépendre de
facteurs génétiques transmis a la descendance (Rice et al., 2010). De plus, tout comme les
facteurs génétiques, I’impact du stress prénatal sur la descendance pourrait étre transmis aux
générations futures (Mattews & Phillips, 2012), possiblement au travers de modifications
épigénétiques (Danaudéry & Maccari, 2008 ; Mattews & Phillips, 2012 ; Kim et al., 2021).
Dans ce sens, une étude a justement montré que 1’activation du systéme immunitaire de la mere
lors de la gestation entrainait chez la descendance une modification des verrouillages
épigénétiques au sein des LT CD4 (Kim et al., 2021), illustrant 1a encore le lien entre période

prénatale, génétique/€épigénétique, systeéme immunitaire et conséquences physiopathologiques.

Dans I’ensemble, mes travaux de thése indiquent que I’amélioration de la compréhension de
I’étiologie de la sclérose en plaques doit maintenant passer de 1’étude simple de facteur
génétique unique a I’étude combinée de différents facteurs génétiques ensemble, pouvant
révéler des interactions épistatiques. De plus, mes travaux montrent que la transmission
verticale de la susceptibilité a la sclérose en plaques de la mére a I’enfant ne concerne pas
uniquement la transmission génique, mais aussi la transmission de facteurs encore non

déterminés, véhiculant les effets du stress prénatal.
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Abstract

Signals that determine the differentiation of naive CD4+ helper T cells (Th) into specific
effector subsets are primarily triggered by cytokines but additional signals are required to adjust
the magnitude of Th responses and set the balance between effective immunity and
immunological tolerance. By inducing a post-thymic deletion of the T-cell lineage signaling
protein THEMIS, we show that THEMIS promotes the development of optimal type 1
responses to foreign antigens but triggers signals that in return favour encephalitogenic
responses to self neuroantigens. Analysis of THEMIS expression in polarized CD4+ T cells
show that THEMIS is selectively up-regulated in Thl cells. THEMIS exerts positive effects on
T-BET expression and on [FNy production and enhances the ability of encephalitogenic CD4+
T cells to migrate into the central nervous system. Although the phenotype observed ex-vivo on
effector CD4+ T cells is indicative of positive function of THEMIS on TCR-mediated
responses, we show that THEMIS exerts opposite effects on naive CD4+ T cells in vitro by
inhibiting TCR-mediated signals leading to Th1 responses, indicating that THEMIS exerts TCR
independent functions in effector T cells which increase the magnitude of normal and

pathogenic Thl-mediated responses.

Introduction

One essential feature of the immune system is its ability to engage distinct defensive strategies
adapted to the variety of invading pathogens. This is partially dependent on CD4+ helper T
cells (Th) which may differentiate from a so-called naive state into distinct effector subsets
(Th1, Th2, Th17, T-follicular helper cells [Tth], induced-regulatory T cells [iTreg], Type-1
regulatory T cells [Tr1]) with specialized immune functions. The lineage choice decision of Th
cells results from the complex integration of signaling events triggered by the T cell antigen
receptor (TCR), which recognize self- or foreign-peptide ligands bound to major
histocompatibility complex (pMHC) at the surface of antigen presenting cells, and by a
combination of cytokine receptors which are stimulated specifically according to the cytokine
milieu at the site of CD4+ T cell activation (1). In addition to those cell-fate decision signals,
additional signaling events triggered by the TCR and by co-stimulatory and co-inhibitory
receptors (2) contribute to regulate the magnitude of specific effector responses, promoting
thereby effective immunity and preventing the development of potentially pathogenic

inflammatory responses.



THEMIS is a T cell lineage-specific protein that has important role during T cell development
(3-5). The phenotype of THEMIS deficient mice shows that THEMIS is essential for the
positive selection of CD4+CD8+ (double-positive [DP]) thymocytes (3-5) and for their
commitment to the CD4+ lineage (5). THEMIS contains a proline-rich C-terminal sequence
(PRS), which binds to the adaptor protein GRB2 (5, 6) that is required for the recruitment of
THEMIS to the transmembrane adaptor LAT following TCR engagement (5, 6), and two
globular cysteine-containing, all-f in THEMIS (CABIT) domains (4), which bind to the
phosphatase domains of the tyrosine phosphatases SHP-1 and SHP-2 (7).

Although THEMIS has been characterized as an important regulator of T cell development
more than a decade ago, the mechanism by which it operates in this context has remained the
subject to nearly opposite interpretations (8). A first model posits that THEMIS dampens TCR
signaling initiated by low-affinity self-peptide-bound MHC (pMHC) interactions, preventing
the transmission of a strong signaling response to these stimuli that would trigger negative
selection (9). THEMIS is speculated here to function by promoting SHP-1 and SHP-2
phosphatase domain activation and or by facilitating their recruitment to LAT where they are
brought into contact with their primary targets (9, 10). This model was mostly deduced from in
vitro studies in which preselected “naive” DP thymocytes were stimulated with low-affinity
pMHC:s tetramers (9). More recently, a second model has been proposed in which THEMIS
operates as an enhancer of TCR signaling, which enables thymocytes to reach the threshold for
positive selection, avoiding death by neglect (7, 11). THEMIS operates here by blocking the
catalytic function of the tyrosine phosphatase SHP-1, which has inhibitory effect on TCR
signaling (7). This action is mediated by THEMIS’s CABIT modules, which bind to the
phosphatase domain of SHP-1 and promote or stabilize the oxidation of SHP-1’s catalytic
cysteine residue, inhibiting the tyrosine-phosphatase activity of SHP-1 (7). In this second
model, the enhancing effects of THEMIS on TCR signaling were mainly deduced from in vivo
observations using TCR-signal sensing mouse models (11) and complementation studies with
SHP-1 deficient mice (7). Although the second model is more likely to explain the block of T
cell development observed in THEMIS deficient mice and although the repressing effect of
THEMIS on SHP-1 and SHP-2 phosphatase activity is based on solid molecular evidences (7),

the reasons for the apparently contradictory findings remain unexplained.

The role of THEMIS during thymic selection has been well characterized, yet less is known
about its function in peripheral T cells. Conditional disruption of the gene encoding THEMIS

at late stage of T cell development using CRE recombinase transgenes driven by the distal Ick



promoter identified a positive role for THEMIS in controlling peripheral CD8+ T cell
maintenance (12). The impaired homeostasis of peripheral CD8+ T in THEMIS-deficient mice
was strongly suggestive of a positive function for THEMIS on tonic TCR signaling and could
be rescue by deleting the gene encoding for SHP-1 (12). Interestingly, this effect was restricted
to CD8+ T cells, since no effect of THEMIS on CD4+ T cell function could be detected in that
study (12).

In the present study, we identified a positive function for THEMIS in CD4+ T cell responses
to self and foreign antigens. Post-thymic disruption of the Themis gene, using Cre recombinase
transgenes driven by the #CD2 promoter, shows that THEMIS promotes Thl responses in vivo
and enhances encephalitogenic responses of CD4+ T cells to a neuroantigen in a mouse model
of central nervous system (CNS) auto-immunity. Although THEMIS exerts a positive function
in Thl responses following antigen immunization, we show that THEMIS deficiency leads to
opposite outcomes following TCR stimulation, suggesting that the inhibitory effects of
THEMIS on TCR signaling are overcome during immune responses by additional THEMIS-

mediated signals which promote rather than repress T-cell effector function.



Results

THEMIS negatively regulates IFNy production in polarized Thl cells by repressing
ERK1/2-mediated signaling

To evaluate the post-thymic functions of THEMIS in CD4+ T cells, we conditionally disrupted
Themis gene using two different Cre recombinase transgenes driven by the human Cd?2 and the
distal /ck promoters. Contrary to other Cd2- and /ck-driven transgenes, these constructs are not
active in most DP thymocytes and CD4 single positive (CD4SP) thymocytes, but are
upregulated mainly after thymic development in peripheral T cells (14, 15). THEMIS
expression is comparable in thymocytes from Themis"**/"o* (thereafter referred as to Themis-
T""y and Cd2-Cre Themis/° (thereafter called Themis-T%°) mice but becomes undetectable
in peripheral Themis-TX° CD4+ and CD&+ T cells (Fig. S1A). Since a significant amount of
THEMIS was detected in peripheral CD4+ T cells from dLck-Cre Themis"*/°* (Fig. S1B), we
decided to mainly focus our analysis on the Cd2-driven knockout model. Proportions and
numbers of DP and SP thymocytes and of peripheral CD4+ T cells observed in Themis-T%°
mice were comparable to those observed in Themis-T"" mice (Fig. S1C). The proportions and
numbers of lymph nodes and splenic CD8+ T cells were slightly reduced in Themis-T%° mice
(Fig. S1D), confirming previously published findings obtained in the dLck-Cre Themis*~/1o*
model indicating a role for THEMIS in peripheral CD8+ T cell maintenance (12). The absence
of THEMIS in peripheral T cells did not affect the proportions and numbers of FOXP3+
regulatory T cells (Fig. S1E) and did not significantly modify the percentages of
CD62L°CD44" memory-like CD4+ T cells as compared to that in the Themis-T"" group (Fig.
S1F).

Since THEMIS has been characterized as a regulator of TCR signaling, we first examined the
effect of THEMIS deficiency on CD4+ T cell responses induced in vitro following TCR
triggering with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. The viability and the ability of CD4+ T
cells to proliferate in response to TCR stimulation were similar in Themis-T5° and Themis-T""
mice (Fig. 1A). TCR stimulation also resulted in similar expression of the activation markers
CD25 and CD69 on CD4+ T cells in the two groups of mice but induced a higher expression
of CD44 at the surface of Themis-T%° mice (Fig. 1B), suggesting that THEMIS may have an
inhibitory function on a restricted set of TCR-mediated responses in CD4+ T cells. THEMIS
deficiency had no impact on the production of IL-2, [FNy and GM-CSF in a similar stimulating
context (Fig. 1C and S2A), indicating that THEMIS does not regulate the secretion of cytokines

associated to primary CD4+ T cell activation. The absence of THEMIS had minimal impact on



in vitro CD8+ T cell responses following TCR stimulation (Fig. S2B, S2C and S2D),

confirming previous findings obtained in the dLck-Cre Themis"**/** mouse model (12).

Figure 1. THEMIS deficiency has minimal effect on naive CD4+ T cell responses following
TCR stimulation. (A) Naive CD62L"e"CD44-CD25  CD4+ T cells from Themis-T""and T Themis-
T%° mice were stained with CTV and stimulated with the indicated dose of anti-CD3 antibodies.
Curve graphs represent the survival rate (left) and the proliferation (right) of cells determined by
flow cytometry at day 3 after stimulation; the histogram graph (middle) shows CTV dilution on
viable CD4+ T cells. (B and C) Naive CD62L"#$"CD25- CD4+ T cells from Themis-T"" and Themis-
T%9 mice were stimulated with the indicated dose of anti-CD3 antibodies. (B) Curve graphs represent
the percentages of CD4+ T cells expressing CD25 (left) and CD69 (middle) as well as the MFI of
CD44 staining on CD4+ T cells (right). (C) Curve graphs represent the secretion of IL-2 (left), IFNy
(middle) and GM-CSF (right) measured by ELISA. Data are mean values + S.E.M and are
representative of at least three independent experiments each including n=3-4 mice per group.
Unpaired two-tailed Mann—Whitney t test. ***P < 0.001. ****P < (.0001.



We next investigated whether THEMIS influences the polarization of CD4+ T cells into
specific effector subsets. We first compared THEMIS expression in CD4+ T cells stimulated
in vitro for three and five days in ThO, Thl, Th2 and Th17 polarizing conditions. THEMIS
expression was strongly increased in Thl cells as compared to that in naive CD4+ T cells and
other polarized subsets (Fig. 2A). By contrast, THEMIS expression in ThO, Th2 and Th17
polarized cells was comparable to that in naive CD4+ T cells (Fig. 2A). We next analyzed the
impact of THEMIS deficiency on the production of cytokines in CD4+ T cells stimulated in
Thl, Th2, Th17, iTreg and Trl polarizing conditions. We observed that THEMIS deficient
CD4+ T cells produced significantly higher amount of IFNy in Thl polarizing conditions as
compared to that in Themis-T"T CD4+ T cells (Fig. 2B). This difference was mostly detected
when high doses of anti-CD3 antibodies were used, suggesting that THEMIS could be part of
anegative feedback loop that may prevent excessive and potentially detrimental effects of [FNy.
This effect was specifically observed in Thl polarized cells, since the production of IFNy was
not affected by THEMIS deficiency in Th2 and Th17 polarized cells (Fig. S3A). The production
of IL-13, IL-17 and IL-10 by CD4+ T cells polarized respectively under Th2, Th17 and Trl
conditions and the expression of FOXP3 in iTreg-polarized CD4+ T cells were also comparable
in Themis-TXC and Themis-T"" mice (Fig. 2B, S3B, S3C), indicating that THEMIS selectively
represses the production of cytokines in CD4+ T cells polarized in the Th1 subset. Accordingly,
the absence of THEMIS also led to a moderate increase of TNFa production in Thl polarized
cells (Fig. S3D), although no significant effects were observed on IL-2 secretion in similar
experimental settings (Fig. S3E). The transcription factors T-BET and EOMES were expressed
at similar level in Themis-T%° and Themis-T"T CD4+ T cells polarized in Th1 conditions (Fig.
2C), suggesting that THEMIS represses Thl responses rather than the differentiation program
leading to the acquisition of the Th1 lineage.

We next investigated the mechanism by which THEMIS negatively regulates the secretion of
cytokines in Thl cells. The expression level of the IL-12 receptor (IL-12R) and the
phosphorylation of STAT4 induced by IL-12 stimulation (16) were comparable in Themis-T%°
and Themis-T"T CD4+ T cells (Fig. S4A and S4B), indicating that the increased secretion of
Thl cytokines in Themis-TX° CD4+ T cells was not the consequences of exacerbated IL-12R
signaling. Since the binding of IFNYy to its receptor (IFNyR) triggers a positive feedback loop
in Thl cells (17), we analyzed whether the inhibitory effects of THEMIS on IFNy secretion
were dependent on IFNyR-mediated signaling. The expression levels of IFNYR were similar in
Themis-TXC and Themis-T"" CD4+ T cells (Fig. S4C). The production of IFNy remained

increased in Themis-T%° CD4+ T as compared to that in control cells, when the IFNyR was



blocked using antagonist antibodies (Fig. S4D), suggesting that THEMIS operates
independently of IFNyR-mediated signaling.

Figure 2. THEMIS negatively regulates the
production of IFNy in Th1 polarized cells. Naive
CD62L"e"CD25- CD4+ T cells from Themis-T"" and
Themis-TX° mice were stimulated with various doses
of anti-CD3 antibodies in presence of anti-CD28
antibodies in ThO, Thl, Th2 and Thl7 polarizing
conditions. (A) Total cytoplasmic extracts of naive
and the indicated polarized CD4+ T cell subsets were
analyzed by Western blotting with antibodies against
THEMIS and GAPDH. Bar graphs show the relative
abundances of THEMIS as determined by
calculating the ratios of the intensities of the bands
corresponding to THEMIS to those corresponding to
GAPDH, the loading control. Data are representative
of one out of two independent experiments. (B)
Curve graphs represent the production of IFNy
(upper panels), IL-13 (middle panels) and IL-17
(lower panels) in Thl, Th2 and Thl7 polarizing
conditions, respectively, analyzed by ELISA (left
panels) and by flow cytometry after intracytoplasmic
staining (right panels). (C) Naive CD62L1¢"CD25-
CD4+ T cells from Themis-T"" and Themis-T5° mice
were stimulated with various doses of anti-CD3
antibodies in presence of anti-CD28 antibodies in
Thl polarizing conditions. Curve graphs represent
the MFI of T-BET in CD4+ T cells (left) and the
percentages of CD4+ T cells expressing EOMES
(right) analyzed by flow cytometry after
intracytoplasmic staining. Data are mean values +
S.E.M. and represent of at least 3 independent
experiments including n=3-4 mice per group.
Unpaired two-tailed Mann—Whitney t test. ****pP <
0.0001.

THEMIS deficiency leads to a selective increase of the MAP kinases ERK1/2 phosphorylation
following TCR stimulation in thymocytes (9, 11). Since ERK2 enhances selectively the
production of Thl cytokines without affecting T-BET expression (18), we speculated that
THEMIS might negatively regulate Thl responses by repressing ERK2 activity. Confirming



previous observations in thymocytes (9, 11), the phosphorylation of ERK1/2 was increased in
Themis-TXC CD4+ T cells as compared to that in control cells (Fig. 3A and 3B). In comparison,
the presence of THEMIS did not affect the phosphorylation of P38, indicative of specific effect
of THEMIS on TCR signaling pathways (Fig. 3A and 3B). The phosphorylation of SHP-1 and
SHP-2 were decreased in Themis-TX? CD4+ T cells as compared to that in Themis-T"" CD4+
T cells (Fig. 3A), suggesting that THEMIS negatively regulates ERK by regulating those
phosphatases. To address whether exacerbated ERK activity could be responsible for the
increased production of Thl cytokines in Themis-TX® CD4+ T cells, we next compared the
responsiveness of Themis-T*C and Themis-T"" CD4+ T cells to ERK inhibitor treatments
following TCR stimulation of CD4+ T cells in Thl polarized conditions. The production of
IFNy by CD4+ T cells was progressively decreased as the doses of the ERK inhibitor U0126
increased, confirming the enhancing effect of ERK1/2-mediated signaling on IFNy production
in Th1 cells (Fig. 3C). By contrast the production of TNFa was not affected by those treatments,
indicating that ERK 1/2-dependent signals regulate a restricted set of Th1 cytokines (Fig. S4E).
Higher doses of inhibitor were required to inhibit by 50% the production of IFNy in Themis-
T%9 Thl cells as compared to that in control cells (Fig. 3C), confirming that the increased
activity of ERK1/2 enhances the production of IFNy in Themis-TX? CD4+ T cells.

THEMIS promotes the expression of T-BET and enhances the secretion of IFNy by
antigen specific CD4+ T cells

To examine the in vivo relevance of those observations, we next analyzed CD4+ T cell
responses following immunization of Themis-T"" and Themis-T*° mice with a peptide variant
(EAWGALANKAVDKA, called 1WIK peptide hereafter) of the I-E alpha chain
immunodominant peptide 52-68 in the presence of the Th1/Th17 polarizing Complete Freund’s
Adjuvant (CFA). To follow antigen-specific CD4+ T cells, we stained cells from the draining
lymph nodes with 1WI1K-pMHCII tetramer and first analyzed the expression of CD44, T-BET
and RORyt. The percentages of CD4+ T cells expressing high level of CD44 and the
percentages of CD44"CD4+ T cells positive for tetramer staining were similar in Themis-T""
and Themis-T%° mice, indicating that THEMIS does not significantly impact the activation and
the clonal expansion of antigen-specific CD4+ T cells in this experimental setting (Fig. 4A).
The percentages of tetramer+CD4+ T cells expressing T-BET were decreased in Themis-T5°
mice as compared to those in Themis-T"" mice (Fig. 4B). In comparison, the expression of
RORyt in tetramer+CD4+ T cells was similar between Themis-T"" and Themis-T%° mice (Fig.

40).



Figure 3. THEMIS represses the production of IFNy in Thl cells by negatively regulating
ERK-mediated signaling. (A) Total CD4+ T cells from Themis-T"" and Themis-T%° mice were
stimulated anti-CD3 and anti-CD4 antibodies for the indicated times. Total cytoplasmic extracts of
the cells were then analyzed by Western blotting with antibodies against phosphorylated forms of
SHP-1 (Y564), SHP-2 (Y580), ERK (T202/Y204) and p38 (T180/Y182). (B) Curve graphs show
the relative abundances of the indicated phosphorylated proteins as determined by calculating the
ratios of the intensities of the bands corresponding to the phosphorylated proteins to those
corresponding to Racl, the loading control. The y axes represent means = S.E.M. of the relative
values calculated after normalization to the highest value in the Themis-T"" cells. Data are
representative of three to five independent experiments, each including one mouse of the indicated
genotype. (C) Naive CD62L"e"CD25 CD4+ T cells from Themis-T"" and Themis-T<° mice were
stimulated with anti-CD3 antibodies in Th1 polarizing conditions in presence of the indicated doses
of ERK inhibitor (U0126) or DMSO. Left and middle curve graphs represent the production of IFNy
by CD4+ T cells analyzed by flow cytometry after intracytoplasmic staining. Right curve graph
represents the percentages of inhibition of IFNy produced by CD4+ T cells following treatment with
the indicated doses of U0126. Data are mean = S.E.M. and are representative of one out of three
independent experiments each including n=3 mice per group. Unpaired two-tailed Mann—Whitney t
test. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001; ****P <0.0001.



The proportions of antigen-specific CD4+ T cells producing IFNy were decreased in Themis-
T%° mice in comparison to that in Themis-T"" mice, whereas the absence of THEMIS had no
significant impact on the percentages of cells producing IL-17 and TNFa in the same
experimental conditions (Fig. 4D). Thus, contrasting with results indicating inhibitory effects
of THEMIS on CD4+ responses in Thl polarized cells, immunization with a foreign antigen

reveals positive effect of THEMIS on the development of type-1 responses.

Figure 4. THEMIS enhances Th1 responses to foreign antigens. Themis-T"" and Themis-TXC
mice were immunized with IW1K peptide in presence of CFA. (A) Draining lymph nodes were
collected after 9 days and analyzed by flow cytometry after staining of the cells with I1W1K-
conjugated MHC tetramers. Graphs represent the percentages of CD44" among CD4+ T cells (left),
the percentages of tetramer+ cells among CD44"CD4+ T cells (middle left), the percentages of T-
BET+ (middle right) and RORyt+ (right) cells among tetramer+ cells. (B) At day 9 post-
immunization, cells from the draining lymph nodes were re-stimulated in vifro with the indicated
doses of the 1W1K peptide. Curves graphs represent the production of [FNy, IL-17 and TNFa in
CD44MCD4+ T cells analyzed by flow cytometry after intracytoplasmic staining. Data are means +
S.E.M. and are representative of one out of three independent experiments including n=5 mice per
group. Unpaired two-tailed Mann—Whitney t test (A) and multiple t-test (B). *P < 0.05; **P <0.01.



THEMIS enhances the susceptibility to the development of Central nervous system
autoimmunity

Initial studies on THEMIS suggest that it attenuates TCR signal strength in thymocytes in
response to low- but not high-affinity TCR engagement (9), suggesting that THEMIS might
have a different influence on CD4+ T cells responses when cells are stimulated by self rather
than foreign antigens. To address this possibility, we examined the effect of THEMIS
expression on the development of Experimental Auto-immune Encephalomyelitis (EAE), a
well-characterized mouse model of multiple sclerosis. The disease was induced by immunizing
Themis-TXC and Themis-T"" mice with a peptide from the myelin oligodendrocyte glycoprotein
(MOGss.ss) emulsified in CFA. The incidence and the clinical scores of EAE were decreased
in the group of Themis-T%° mice in comparison to that in the wild-type group (Fig. 5A).
Although the Cd2-driven Cre transgene begins to be expressed at relatively late stage of T cell
development (14), we could not definitively exclude that the effect of THEMIS on EAE
development could be the consequence of an altered selection of the TCR repertoire in the
thymus. To evaluate this possibility, we conditionally disrupted 7Themis gene in peripheral
CD4+ T cells by administrating tamoxifen to Themis™/°* mice expressing the CD4-Cre*7?-
driven transgene (19) and analyzed the development of EAE in this new model. The incidence
and clinical scores of EAE were decreased in THEMIS deficient mice similarly to what was
observed in the Cd2-Cre driven transgenic model (Fig. 5B). Numbers of CD4+ and CD8+ T
cells that have migrated into the brain were decreased in THEMIS deficient mice in comparison
to that in littermate controls (Fig. 5C and 5D). This was associated with increased numbers of
CD4+ and CD8+ T cells in the lymph nodes, whereas the numbers of cells recovered in the

spinal cord were comparable between the two groups of mice (Fig. 5C and 5D).

THEMIS enhances the expression of T-BET and the production of IFNy and GM-CSF in
encephalitogenic CD4+ T cells

To investigate further the mechanism by which THEMIS modulates the development of EAE
and to avoid potential bias due to the perturbation of the TCR repertoire or to tamoxifen
treatment, we adoptively transferred Themis-TXC and Themis-T"" CD62L"e"CD25- CD4+ T
cells expressing the MOGs3s.ss specific TCR 2D2 and the CD45.1 allotypic marker into
CS57BL/6 mice and analyzed the development of EAE in recipient mice following immunization
with MOGss.ss in the presence of CFA. The incidence and the clinical scores of EAE were
decreased in recipient mice that have received Themis-T5° 2D2+CD4+ T cells in comparison

to that in the control group (Fig. 6A).



Figure 5. THEMIS expression in CD4+ T cells is associated with an enhanced susceptibility to
the development of EAE. (A) Themis-T"" (black circles) and Themis-TXC (open circles) mice were
immunized with 50 pg of peptide MOGss.ss emulsified in CFA at day 0 and 200 ng of pertussis toxin
was injected 1.v. on day 0 and day 2. Incidence, clinical scores, maximum scores and cumulative
clinical scores were calculated. Data represent four independent experiments including a total of
n=22-23 mice per group. B) Themis"/* (black circles) and CD4-CreR>-Themis"**/"°* (open
circles) mice were immunized with 200 pg of peptide MOGss.ss emulsified in CFA at day 0 and 200
ng of pertussis toxin was injected i.v. on day 0 and day 2. Incidence, clinical scores, maximum scores
and cumulative clinical scores were calculated. Data represent two independent experiments
including a total of n=10-12 mice per group. (C, D) Dot graphs represent the percentages and
numbers of CD4+ (C) and CD8+ (D) T cells in the lymph nodes, the brain and the spinal cord of
Themis"**f1o* and CD4 CreER(T2)-Themis"**/"** mice immunized with MOGss.ss. Data are
representative of one experiment out of two independent experiments each including n=5-7 mice per
group. Clinical scores and incidence were calculated using a two-way ANOVA. Unpaired two-tailed
Mann—Whitney t test for other analysis. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001; ****P <(0.0001.



The cumulative scores and the maximum scores were also lower in recipient mice injected with
Themis-TXO 2D2+CD4+ T cells (Fig. 6A), suggesting that THEMIS enhances the
encephalitogenic potential of CD4+ T cells in this model. The numbers of CD45.1+CD4+ T
cells infiltrating the brain and the spinal cord were decreased in recipient mice injected with
Themis-TX® CD4+ T cells fourteen days after immunization (Fig. 6B). However, similar
percentages of 2D2+ T cells out of total CD4+ T cells were recovered in those organs,
suggesting that THEMIS promotes the migration of encephalitogenic 2D2+CD4+ T cells and
may also facilitate the migration of endogenous CD4+ T cells through bystander effects (Fig.
6B).

To analyze whether THEMIS regulates the activation and the differentiation of 2D2+ T cells,
we performed a phenotypic analysis of lymph nodes CD45.1+CD4+ T cells prior the onset of
the disease. The percentages and numbers of Themis-TK° CD45.1+CD4+ T cells recovered in
the draining lymph nodes were decreased in comparison to Themis-T"7 control cells, suggesting
that THEMIS might be important for the maintenance or the clonal expansion of 2D2+ T cells
(Fig. 6C). To examine whether THEMIS regulates the ability of CD4+ T cells to proliferate in
response to MOGss.ss peptide, we injected Themis-T5C and Themis-T"" 2D2+CD45.1+ CD4+
T cells stained with Cell-Trace-Violet (CTV) into C57BL/6 mice and analyzed CTV staining
in CD45.1+CD4+ T cells three days after immunization. The absence of THEMIS had no
detectable impact on the percentages of CTVY and CTV'e¥lw CD45.1+CD4+ T cells,
indicating that THEMIS is not required for the proliferation of antigen specific T cells (Fig.
6D). Confirming this observation, the percentages of 2D2+ T cells expressing the cell division
marker Ki67 were not affected by THEMIS deficiency (Fig. 6E). The expression of the TCR
signaling sensor CD35 (20) was decreased in Themis-T%° CD45.1+CD4+ T cells as compared
to that in wild-type controls, indicating positive function of THEMIS on TCR signaling during
CD4+ T cell activation (Fig. 6F). Although the percentages of CD45.1+CD4+ T cells
expressing the IL-2 receptor alpha chain, CD25, were lower in the absence of THEMIS, the
activation markers CD44 and PD-1 were expressed at similar levels on Themis-T%° and Themis-
T"T CD45.1+CD4+ T cells, indicating that THEMIS deficiency does not lead to an overall
defect of CD4+ T cell priming in this model (Fig. 6F).



Figure 6. THEMIS enhances the encephalitogenic potential of CD4+ T cells expressing the
MOGss.ss specific 2D2 TCR.



Figure 6. THEMIS enhances the encephalitogenic potential of CD4+ T cells expressing the
MOGs3s.ss specific 2D2 TCR. C57BL/6j mice (CD45.2+) were injected i.v. with 2 x 10° naive
CD45.1+CD4+ T cells from 2D2-Themis-T"" and 2D2-Themis-TX° mice. Mice were then
immunized with 100 pg of peptide MOGas.ss emulsified in CFA at day 0 and injected 1.v. with
200 ng of pertussis toxin at day 0 and 2. (A) Incidence, clinical scores, maximum scores and
cumulative clinical scores were calculated. Data represent three independent experiments
including a total of n=17 mice per group. (B and C) Dot graph represent the percentages and
numbers of CD45.1+ cells among CD4+ T cells in the brain and the spinal cord (B) and in the
lymph nodes (C) at day 14 and 6 after immunization, respectively. Data in (B) represent two
independent experiments including a total of n=12 mice per group. Data in C is representative
of one experiment out of four independent experiments including n=6 mice per group (D)
C57BL/6j mice (CD45.2+) were injected i.v. with 2 x 10° CTV stained naive CD45.1+CD4+ T
cells from 2D2-Themis-T"" and 2D2-Themis-TX° mice. Mice were then immunized with 100 pg
of peptide MOGss.s5s emulsified in CFA at day 0 and injected 1.v. with 200 ng of pertussis toxin
at day 0 and 2. Proliferation was analyzed at day three after immunization. Contour plots
represent CD4 vs CTV staining on CD45.1+ cells. Histogram bars represent the percentages of
divided and highly divided cells based on the gating strategy indicated in the contour plots. (E)
Contour plots represent CD4 vs Ki-67 staining on CD45.1+ cells. Histogram bars represent the
percentage of Ki-67+ cells in CD45.1+CD44" cells. (F) Histogram bars represent the
percentages of CD44" and CD25+ cells among CD45.1+CD4+ T cells as well as the MFI of
PD-1 on CD45.1+CD4+ T cells. (G) Histogram bars represent the percentages of CD45.1+CD4+
T cells expressing T-BET and RORyt cells. (H) Histogram bars represent the percentages of
CDA45.1+CD4+ T cells expressing CXCR3. For D, E, F, G and H, data are representative of one
experiment out of three to five independent experiments each including n=5-7 mice per group.
Clinical scores and incidence were calculated using a two-way ANOVA. Unpaired two-tailed
Mann—Whitney t test for the other analysis. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****pP <
0.0001.

We next analyzed the expression of T-BET and RORyt in CD45.1+CD4+ T cells to determine
the influence of THEMIS on the generation of Th1 and Th17 effector subsets. The percentages
of CD45.1+CD4+ T cells expressing T-BET were decreased in the absence of THEMIS in
comparison to those in control cells, whereas the expression of RORyt in CD45.1+CD4+T cells
was not affected by THEMIS expression (Fig. 6G). The chemokine receptor CXCR3, whose
expression is positively regulated by T-BET (21), was expressed at lower level on Themis-T5°

CDA45.1+CD4+ T cells as compared to that in control cells (Fig. 6H).



We next examined the production of inflammatory cytokines by THEMIS deficient peripheral
2D2+CDA4+ T cells in this model. To evaluate whether the affinity of TCR engagement could
influence the effect mediated by THEMIS on CD4+ T cell responses, 2D2+ T cells were
harvested from the lymph nodes six days after immunization and re-stimulated in vitro with
MOGss.s5 or with a peptide corresponding to the Neurofilament medium polypeptide epitope
(NF-Mis.35), which is also recognized by the 2D2 TCR but elicit stronger stimulatory effect
than MOGss.ss (22, 23). Contrasting again with previous results obtained following TCR
stimulation, the percentages of 2D2+CD44" cells producing IFNy were decreased in the
absence of THEMIS in responses to MOGss.ss and NF-Mis.3s stimulation (Fig. 7A). The
production of GM-CSF was also decreased in Themis-T5° 2D2+CD44" T cells but only when
cells were stimulated with low doses of MOG3s.s5 (Fig. 7B). In comparison, the absence of
THEMIS had no detectable effect on the production of IL-17 by 2D2+CD44" cells (Fig. 7C).

One discrepancy between the stimulation of naive CD4+ T cells in vitro and the re-stimulation
of effector CD4+ T cells ex-vivo relies on the nature of the TCR stimulations, which are based
on anti-CD3 antibodies in vitro and on peptide presented by antigen presenting cells ex-vivo.
To evaluate whether this could explain the difference between our in vitro and in vivo data, we
purified naive CD4+ T cells expressing the 2D2 TCR from Themis-TX° and Themis-T"" mice
and stimulated them with irradiated splenic cells in presence of MOGs3s.55 or NF-Mis.35 peptides
in Th1 polarized conditions. The ability of 2D2+ T cells to proliferate in response to MOG3s.s5
or NF-Mis.35 stimulation was not affected by THEMIS deficiency (Fig. S5A). Confirming
previous data obtained with antibody-based stimulations, the percentages of 2D2+ T cells
producing IFNy and TNFa were enhanced in the absence of THEMIS as compared to those in
control cells (Fig. 7D and S5B). The inhibitory effect of THEMIS on IFNy production was
mostly observed at high doses of peptides and seemed more pronounced with NF-M;s.35 than
with MOGas.ss stimulations, supporting the idea that THEMIS might be part of a negative
feedback loop engaged upon strong TCR stimulation. The expression of T-BET was
comparable in Themis-TXC and Themis-T"T CD4+ T cells (Fig. S5C). Finally, the absence of
THEMIS did not significantly affect the percentages of 2D2+ cells producing IL-17 when cells
were polarized in Th17 conditions (Fig. S5D). Altogether those results indicate that THEMIS
exerts dual inhibitory and enhancing effects on CD4+ T cell responses and that enhancing
effects predominates in the physiological context of immune responses against self- and foreign

antigens.



Figure 7. THEMIS exerts opposite
effect on IFNy production in effector
CD4+ T cells and in Th1-polarized cells
stimulated with neuroantigens. (A, B
and C) C57BL/6j mice (CD45.2+) were
injected iv. with 2 x 10° naive
CDA45.1+CD4+ T cells from 2D2-Themis-
T"Tand 2D2-Themis-T*° mice. Mice were
then immunized with 100 ug of peptide
MOGss.ss emulsified in CFA. Cells were
collected from the draining lymph nodes
at day six after immunization and
stimulated with the indicated dose of
MOGss.ss (upper panel) and NF-Mis.s
(lower panel). The curve graphs represent
the percentages of CD45.1+CD44h CD4+
T cells expressing IFNy (A), GM-CSF (B)
and IL-17 (C). Data are means + S.E.M.
and are representative of one experiment
out of five independent experiments each
including n=5 mice per group. (D) Naive
CD62LMCD25  CD4+ T cells from 2D2-
Themis-T"" and 2D2-Themis-TX° mice
were stimulated with MOGas.ss and NF-
Misss  in presence of  irradiated
splenocytes in Thl polarizing conditions.
Curve graphs represent the production of
IFNy analyzed by flow cytometry after
intracytoplasmic staining and by ELISA.

Data are means £ S.E.M. and are representative of one experiment out of two independent
experiments each including n=3-4 mice per group. (E) Naive CD62LMNCD25  CD4+ T cells from
2D2-Themis-T"" and 2D2-Themis-TX° mice were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28
antibodies in Thl polarizing conditions for two days. Cells were rested for 24 hours in presence of
IL-2 and re-stimulated with MOGas.ss and NF-Mjs.35 in presence of irradiated splenocytes in Thl
polarizing conditions. Curve graphs represent the production of IFNy analyzed by flow cytometry
after intracytoplasmic staining. Data are means + S.E.M. and are representative of two independent
experiments each including n=3-4 mice per group. Unpaired two-tailed Mann—Whitney t test for
the other analysis. *P < 0.05; **P <0.01; ***P <0.001; ****P <(0.0001.



The analysis of cytokine secretion following immunization with MOGss.ss or 1W1K peptides
were performed on effector CD4+ T cells. By contrast to naive T cells, effector T cells express
a wide variety of inhibitory receptors that are up-regulated after T-cell activation and engage
SHP-1 and SHP-2 (24-27). Since THEMIS was reported to exert inhibitory function on SHP-1
and SHP-2’s phosphatase activity (7), we hypothesized that THEMIS deficiency might lead to
different outcomes in naive and effector CD4+ T cells and might enhance Thl responses
exclusively in effector cells by blocking the inhibitory function of those receptors. To
investigate this possibility, we stimulated 2D2+ Themis-TX° and Themis-T"" naive CD4+ T
cells with anti-CD3 antibodies in polarized conditions to generate Thl effector cells. After a
24-hour resting period, CD4+ T cells were re-stimulated by irradiated splenic cells incubated
with MOGss.ss or NF-Mis.3s in the presence of Thl polarizing milieu. In those conditions, the
percentages of cells producing IFNy and expressing T-bet were strongly increased following
re-stimulation of Themis-T"" CD4+ T cells with NFM;s.35 peptide, but were only modestly
affected following MOGas.ss re-stimulation (Figure 7E and S5E). The percentages of 2D2+ T
cells producing IFNy and expressing T-bet were decreased in the absence of THEMIS as
compared to that in Themis-T"7 control cells, resulting in similar outcomes to what we observed

ex-vivo on effector T cells following immunization (Figure 7E and S5E).

Discussion

Nearly opposite functions have been assigned to THEMIS to explain its role on T cell
development (8). Whereas in vitro studies on DP thymocytes suggest that THEMIS could
prevent “misplaced” negative selection events by negatively regulating TCR signals elicited by
weak TCR stimulation (9), in vivo studies are indicative of an enhancing role on TCR signaling
which enables thymocytes to reach the threshold for positive selection and prevent death by
neglect (7, 11). One potential interpretation to explain this discrepancy is that THEMIS may
promote different outcomes according to the context of stimulation, operating as a negative
regulator of T cell responses when TCR signals emanate exclusively from the TCR, and as an
enhancer of those responses when TCR signals integrate multiple regulatory inputs triggered
by additional environmental stimuli. Biochemically speaking, THEMIS would operate
similarly in both contexts i.e by repressing the phosphatase activity of SHP-1 and SHP-2, but
the consequence of this effect might be different according to how those phosphatases are
respectively engaged by the TCR and by additional receptors such as co-inhibitory and cytokine

receptors.



Accordingly, we show here that THEMIS deficiency has nearly opposite consequences on
CDA4+ T cell responses according to the context of stimulation. THEMIS negatively regulates
the production of IFNy and TNFa when naive CD4+ T cells were polarized in Th1 conditions.
The inhibitory effect of THEMIS was restricted to Th1-mediated responses since the absence
of THEMIS did not affect the priming of naive CD4+ T cells nor their differentiation into Th2
and Th17 cells. Interestingly, we found that the effect of THEMIS on Thl responses was
associated with a strong and selective increase of THEMIS expression level in Thl cells,
supporting the idea that THEMIS operates as a specific regulator of type-1 responses. T-BET
and EOMES were induced normally in the absence of THEMIS following stimulation of naive
CD4+ T cells in Thl polarizing conditions, suggesting that THEMIS regulates Thl
responsiveness to TCR stimulation rather than the ability of naive CD4+ T cells to differentiate
into this subset. Paralleling this relatively narrow modulatory effect of THEMIS on Thl
responses, we showed that THEMIS inhibits preferentially the phosphorylation of ERK1/2 but
has no detectable effect on the phosphorylation of p38 upon TCR stimulation or on the
phosphorylation STAT4 upon IL-12R stimulation. The effects of erk2 conditional disruption in
CD4+ T are relatively symmetrical to those observed in THEMIS deficient CD4+ T cells,
leading to a specific decrease of IFNy production in polarized Thl cells associated with the
absence of detectable effect on T-BET and on Th2 or Th17-mediated responses (18), suggesting
that the selective effect of THEMIS on Thl cytokine responses might also be the consequence
of a targeted effect of THEMIS on ERK2 activity. Supporting this possibility, ERK1/2
inhibitors repressed less efficiently IFNy production in THEMIS-deficient CD4+ T cells as
compared to that in control CD4+ T cells. Of note, the inhibition of ERK1/2 activity had no
detectable effect on the production TNFa in Th1 polarized cells, suggesting that the regulatory
effect of THEMIS on this cytokine might be dependent on alternative signaling pathways.

Previous analysis of TCR signaling in 7Themis-/- thymocytes showed that THEMIS exerts
uncoupled and dual outcomes on TCR-mediated signaling events by repressing on one hand
the phosphorylation of ERK1/2 induced by weak TCR stimulation (9, 11) and by enhancing on
the other hand the activity of Vav1l independently of the strength of the TCR stimulation (11).
The molecular explanation of this combined effect is not yet resolved but may rely on the type
of SHP phosphatases that interact with THEMIS. THEMIS binds and directly inhibits SHP-1
and SHP-2, with the inhibitory effect on SHP-2 being less pronounced as that on SHP-1 (7).
SHP-1 appears to have an exclusively inhibitory role in T-cell signaling by dephosphorylating
key positive regulators of TCR signaling among which VAV1 (28-30). By contrast, SHP-2 has

been ascribed both inhibitory and activating roles depending on the substrate and the context



of'its recruitment to the membrane. Whereas SHP-2 is described as a negative regulator of TCR-
and CD28-mediated signaling events following its recruitment to the inhibitory receptor PD-1
(24, 31, 32), SHP-2 is associated to positive function on TCR signaling when TCR signals do
not integrate additional stimulatory inputs (33, 34). Inactivation of SHP-2 catalytic function in
Jurkat cells (33) and conditional disruption of Ptpnl 1, the gene encoding SHP-2, in thymocytes
(34) result in impaired TCR-induced ERK activation, suggesting that the repressing effect of
THEMIS on ERK1/2 activity may be the consequence of the inhibitory effect of THEMIS on
SHP-2 catalytic function and that, by contrast, the activating effect of THEMIS on Vavl may
results from the inhibition of SHP-1.

THEMIS-mediated inhibition of SHP-1’s phosphatase activity is associated with an enhanced
phosphorylation of SHP-1 in THEMIS-deficient thymocytes, presumably due to reduced auto-
or trans-dephosphorylation by SHP-1 (7, 9). We observed that THEMIS positively regulates
the phosphorylation of SHP-2 in CD4+ T cells, supporting the possibility that THEMIS
represses the phosphatase activity of SHP-2 in those cells and inhibit thereby Thl cytokine
responses. Although, we also detected a decreased phosphorylation of SHP-1 in THEMIS
deficient CD4+ T cells, this was not associated with a significant decrease of VAVI
phosphorylation (data not shown) and, more generally, with any detectable decrease of CD4+
T cell responses. This suggests that the functional outcomes resulting from THEMIS-mediated
SHP-2 inhibition could be predominant over those resulting from SHP-1 inhibition in these
settings. Although several reports identified inhibitory function for SHP-1 on CD4+ T cell
responses in vivo (35-38), the conditional deletion of ptpn6, the gene encoding for SHP-1, has
minimal effect on CD4+ T cell responses in vitro when TCR signals emanate exclusively from
TCR cross-linking (36, 38, 39), suggesting that SHP-1 might operate more effectively when
recruited to inhibitory receptors (24, 26, 40), which might enrich SHP-1 in proximity of TCR
signaling complexes, or in the context of cytokine receptor signaling (36, 41, 42), rather than
through negative feedback loops triggered by the TCR itself. This might explain why THEMIS-
mediated positive effects on TCR signaling are not revealed in naive T cells, on the surface of
which inhibitory receptors recruiting SHP-1 and SHP-2 are relatively weakly expressed, but
are detected on effector T cell subsets which express a variety of those receptors (2). This
possibility may explain why in vitro studies, which exclusively focused on isolated TCR

stimulation may have failed to identify THEMIS as a positive regulator of T cell responses.

The effect of THEMIS on CD4+ T cell responses was nearly the opposite in vivo when mice

were immunized with self or foreign antigens. THEMIS exacerbates auto-immunity following



the immunization with a neuroantigen and enhanced the encephalitogenic potential of 2D2+
CDA4+ T cells. This was associated with a positive effect of THEMIS on the secretion of IFNy
and to a lesser extent on the secretion of GM-CSF by 2D2+ CD4+ T cells. Similar to our in
vitro findings, THEMIS expression did not significantly affect molecular and cellular events
associated to naive CD4+ T cell priming and to the development of efficient Th17 responses.
The presence of THEMIS was associated with an enhanced expression of T-BET in MOG- and
IWI1K-specific CD4+ T cells, suggesting that THEMIS might be important in vivo for the
differentiation of naive CD4+ T cells into type 1 effector cells by contrast to its selective effect
observed in vitro on Thl cell responsiveness. T-BET is required to promote full pathogenic
responses during the development of EAE (43, 44) and may operate, at least partly, by inducing
the secretion of IFNy which promotes pathogenesis at the early phase of the disease (45, 46).
The reduced susceptibility of THEMIS deficient mice to develop EAE might thus result from
the inefficient up-regulation of T-BET which may consequently affect the production level of
IFNy by encephalitogenic CD4+ T cells. The absence of THEMIS is also associated with
decreased numbers of encephalitogenic CD4+ T cells in the brain, suggesting that THEMIS
might favor the migration of auto-reactive CD4+ T cells in the CNS. T-BET is required for
optimal migration of CD4+ T cells to inflammatory sites by controlling the attachment of CD4+
T cells to P-selectin and by enhancing the expression of chemokine receptors such as CXCR3
(21). Accordingly, the surface expression of CXCR3 was reduced in THEMIS deficient CD4+
T cells, suggesting that THEMIS may enhances CD4+ T cell migration into the CNS through a
T-BET-mediated process.

Altogether our study identifies THEMIS as positive regulator of type 1 response in the contexts
of immune response to foreign antigen and CNS autoimmunity. The differentiation of naive
CD4+ T cells into distinct Th subsets is regulated by cytokine co-stimulation but also by the
magnitude of TCR signaling events which is contingent on antigen loads, on the affinity of the
TCR for pMHC complex and on additional input signals which emanate from co-stimulatory
and co-inhibitory receptors. Several evidences suggest that stronger TCR signals are required
for the differentiation of naive CD4+ T cells into the Th1 lineage than for the Th2 lineage (47,
48), suggesting that THEMIS might operate in CD4+ T cells similarly as in thymocytes, by
enabling reaching a TCR signaling threshold required for the efficient development of type 1
responses. Accordingly, the expression level of the TCR signaling sensor CD5 was reduced in
antigen specific CD4+ T cells following immunization with MOGss.ss.  Since opposite
outcomes for THEMIS deficiency on TCR signaling were obtained in naive CD4+ T cells in

the context of TCR stimulation with anti-CD3 antibodies, this suggests that THEMIS might



enhance TCR signals in vivo independently of the TCR itself, possibly by regulating receptors
express at the surface of effector cells that would recruit SHP-1 or SHP-2. Accordingly, the
stimulation of pre-differentiated effector CD4+ T cells with antigen presenting cells, revealed
stimulatory function for THEMIS on type 1 cytokine responses, similar to those observed ex-
vivo following immunization. This possibility may explain why in vitro studies, which
exclusively focused on isolated TCR stimulation may have failed to identify THEMIS as a

positive regulator of T cell responses.

Materials and Methods

Mice

For the generation of Themis-T%°mice, ES cells from the EUCOMM consortium (clone
HEPDO0712-6-H05) were used to generate Themis"*/"** mice in which the 4th exon of themis
was surrounded by two loxp sites. These mice were bred with #CDZ2-cre transgenic mice

(https://www.jax.org/strain/027406) in which the human cd2 promoter directs the expression

of the CRE recombinase at late stages of T cell development in mature CD4+ and CD8+ single-
positive thymocytes. Themis*/°* mice were also bred with CD4-CrefR"? transgenic mice
which contain tamoxifen inducible CRE wunder the control of the c¢d4 promoter
(https://www jax.org/strain/022356). Themis-T%° were crossed with transgenic mice expressing
the 2D2 TCR (13). All the experiments were conducted with sex and age-matched mice
between 8 and 12 weeks old housed under specific pathogen-free conditions at the INSERM
animal facility (US-006; accreditation number A-31 55508 delivered by the French Ministry of
Agriculture to perform experiments on live mice). All experimental protocols were approved
by a Ministry-approved ethics committee (CEEA-122) and follow the French and European
regulations on care and protection of the Laboratory Animals (EC Directive 2010/63).

Antibodies

For CD4+ T cell purifications: monoclonal antibodies anti-B220 (RA3-6-B2), anti-CD11b
(M1/70), anti-MHC class Il (m5-114), anti-FcyRs (2.4G2), NK1.1 (83PK136), anti-CD4
(GK1.5), anti-CD8 (SN-H59) and anti-CD25 (PC61) were generated in our Lab. For
stimulation and cell culture: anti-CD3¢ (145-2C11) and anti-CD28 (37.51) antibodies were
from Biolegend. Recombinant murine IL-2, IL-12p70, IL-6, TGF-B and IL-27 are from
PeproTech. Neutralizing anti-IL-4 (BVD4-1D11) and anti-IFNy (XMG1.2) antibodies are from
BD Bioscience. The ERK inhibitor U0126 is from Cell Signaling. For ELISA analysis: capture
anti-IFNy (AN-18), anti-IL-2 (JES6-1A12), anti-GM-CSF (MP1-22E9) and anti-IL-17 (TC11-
18H10) antibodies and detection biotin anti-IFNy (XMG 1.2), anti-IL-2 (JES6-SH4), anti-GM-
CSF (MP1-31G6) and anti-IL-17 (TC11-8H4) antibodies are from BD Bioscience. Capture
anti-IL-13 (eBiol3A) and detection biotin anti-IL-13 (eBiol316H) antibodies were from



eBioscience. For Immunoprecipitation and Western blot: anti-THEMIS (06-1328) and anti-
Rac (23A8) antibodies are from EMD Millipore. Anti-pERK (Thr202/Tyr204), anti-pSHP-1
(Tyr564), anti-pSHP-2 (Tyr580) and anti-pP38 MAPK (Thr180/Tyr182) antibodies were
purchased from Cell Signaling. HRP-conjugated goat anti-rabbit and goat anti-mouse
antibodies were from Santa Cruz Biotechnology. For cell sorting and flow cytometry analysis:
anti-CD4 (RM 4-5), anti-GM-CSF (MP1-22E9), anti-IL-10 (JES5-16E3 and anti-BTLA (6A6)
antibodies were from Biolegend; anti-CD8a (53-6.7), anti-TCRP (H57-597), anti-CD25
(PC61.5), anti-CD44 (IM7), anti-CD69 (H1.2F3), anti-EOMES (Danllmag), anti-T-bet
(4B10), anti-IL-13 (eBiol3A), anti-RORyt (B2D), anti-FOXP3 (FJK-16s), anti-CXCR3
(CXCR3-173), anti-PC-1 (J43), anti-IFNyR (2E2), anti-pSTAT4 (4LURPIE) and anti-
Granzyme B (NGZB) antibodies were from eBioscience. Anti-CD62L (MEL-14), anti-
[FNy (XMG1.2), anti-TNFa (MP6-XT22), anti-IL-17 (TC11-18H10), anti-Ki-67 (B56)
antibodies were from BD Bioscience. Anti-CD45.1 (A20), anti-TCR Va3.2 (REA359) and anti-
TCR VBI11(REA657) were from Miltenyi Biotec.

Flow cytometry and cell sorting

For flow cytometry analysis, single-cell suspensions from thymus, spleen or lymph nodes were
incubated with diluted eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (ThermoFisher) in
phosphate-buffered saline (PBS), 1% Fetal Calf Serum (FCS) and 2 mM
ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt solution (EDTA) prior staining with
fluorochrome-conjugated antibodies. Intracellular staining was performed using the FOXP3
staining buffer kit (e-Biosciences) according to the manufacturer’s instructions before data
acquisition on a BD LSRII flow cytometer and analysis with the FlowJo software. Purification
of naive CD62LMCD25" CD4+ and CD8+ T cells was performed by cell sorting using a
FACSAria-SORP (BD Biosciences).

Cell cultures

For proliferation assays, naive CD62LMCD25- CD4+ T cells were labeled with 2 uM Cell Trace
Violet (CTV; Life Technologies) for 15 min at 37 °C and cultured in 96-well plates coated with
variable doses of anti-CD3 antibodies at a density of 10 per ml. The incorporation of CTV was
measured by flow cytometry after 3 days of culture. For polarization assays, naive CD4+ T
cells were stimulated for three (Thl, iTreg), four (Trl) and five days (Th2, Th17) with the
indicated doses of anti-CD3 antibodies and with 1pug/ml of soluble anti-CD28 antibodies in
presence of different cytokines and neutralizing antibodies cocktails, such as: Thl : IL-12
(10ng/ml) and anti-IL-4 (10pg/mL); Th2: IL-4 (20ng/ml) and anti-IFNy (6pg/ml); Th17: IL-6
(20ng/ml), TGF-beta (2ng/ml), anti-IFNy (6ug/ml) and anti-IL-4 (10pg/ml); Trl: IL-27
(50ng/mL); iTreg: TGFB (0.25ng/ml) and IL-2 (Ing/mL). For the analysis of cytokine



production by flow cytometry, cells were re-stimulated for 4 hours with 500 ng/ml Phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA), 1ug/mL of ionomycin and 1pg/ml of Golgi-plug (BD Bioscience).
To analyze STAT4 phosphorylation, naive CD4+ T cells were stimulated for two days with
anti-CD3 (2 pg/ml) and anti-CD28 (1 pg/ml) antibodies. Cells were rested in RPMI at 37°C
overnight and stimulated with the indicated doses of IL-12 at 37°C for 40 min.

For in vitro stimulation of 2D2+ CD4+ T cells, naive CD62LMNCD25" CD4+T cells from
Themis-T"" and Themis-T*° mice expressing the 2D2 TCR were labeled with CTV and cultured
in Th1 or Th17 polarizing conditions with MOGs3s.55 or NF-Mis.35at 10 or 50 pg/mL in presence
of 1x10° cells/well of irradiated splenocytes from C57BL/6J mice. For the in vitro analysis of
effector cells, naive CD62LMCD25" CD4+T cells from Themis-T"" and Themis-TX° mice
expressing the 2D2 TCR were stimulated for two days in Thl polarizing conditions with anti-
CD3 and anti-CD28 antibodies. After a 24-hours resting period in presence of IL-2, cells were
re-stimulated with MOGss.ss or NF-Mis.35 in presence of irradiated splenocytes from C57BL/6J

mice.

ELISA

Enzyme immunoassays were used to measure cytokines in culture supernatants. Briefly, 96
well plates were coated for 2h at 37°C with anti-IFN-y, anti-IL13, anti-IL-17 or anti-GM-CSF
in carbonate buffer 0.05 M pH 9.6. Culture supernatants or standards were incubated 2h at
37°C. The plates were then incubated 1h30min with a secondary biotinylated antibody specific
for each cytokine, followed by 20 min of incubation with streptavidin-phosphatase alkaline at
37°C. Finally, plates were revealed by phosphatase alkaline substrate and absorbance was
measured at 450/540 nm.

Immunization with 1IW1K peptide

Mice were immunized subcutaneously on each side at the base of the tail with 4 pg of peptide
IW1K (EAWGALANKAVDKA from Genecust) in complete Freund’s adjuvant (CFA,
Sigma). CD4+ T cell populations from the draining lymph nodes were analyzed 9 days after
immunization. For staining of antigen-specific cells, | WIK-IAb tetramers were obtained from
the NIH Tetramer core facility. Overall, cells at 10® per ml were first stained at room
temperature for two hours with an optimal concentration of tetramer. Then, cell staining for
additional markers was performed as described previously. To measure cytokines production,
6x10° cells from the draining lymph nodes were stimulated with the indicated dose of IW1K
peptide overnight and incubated with Golgi-plug for 1h30min.

Experimental autoimmune encephalomyelitis
For active EAE, Themis-T"" and Themis-TX° mice were immunized with 50 pg of MOGs3s.ss

peptide (Covalab) emulsified with CFA containing 1 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis



(Difco). 200 ng of pertussis toxin (List Biological Lab) was given through intravenous (i.v.)

ERT2 flox/flox mjce were treated

injection at day 0 and day 2 after immunization. CD4-Cre"*'“-Themis
by oral gavage with Smg of tamoxifen for 3 days and rested for two weeks prior immunization
with 200 pg of MOGss.ss peptide emulsified with CFA containing 2 mg/ml of Mycobacterium
tuberculosis. 200 ng of pertussis toxin was given i.v. at day 0 and day 2 after immunization.
Analysis of CD4+ and CD8+T cells in the lymph nodes, the brain and the spinal cord was
performed at day 28 after immunization. Clinical scores were evaluated on a five-stage scale
from 0 to 5. For active EAE following adoptive transfer, naive CD62L"CD25- CD45.1+CD4+
T cells were purified from lymph nodes and splenocytes from Themis-T"" and Themis-TX° mice
expressing the 2D2 TCR. 2x10° cells in PBS were injected i.v. into C57BL/6J mice (CD45.2+)
one day before immunization with 100 ug of MOGss.ss peptide emulsified with CFA containing
1 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis. Analysis of CD45.1+ CD4+ T cells in the brain and
the spinal cord was performed at day 14 after immunization. For in vivo analysis of
proliferation, 2D2+CD4+ T cells were stained with CTV and injected 1.v. into C57BL/6J mice
one day before immunization with MOGss.ss peptide. The dilution of CTV was evaluated on
day 3 after immunization. The phenotype of the CD45.1+CD4+ T cells from the draining lymph
nodes was analyzed by flow cytometry on day 6 after immunization. For the analysis of
cytokines production, 1x10° cells isolated from the draining lymph nodes were cultured in the
presence of MOGss.ss or NF-Mis.35 peptides (10 and 50 pg/ml) for 2 days and then incubated

with 1pg/mL of Golgi-plug for 4 hours.

Western blot analysis

To analyze TCR signaling, CD4+ T cells were resuspended at a density of 107 cells per 50 ul
and incubated at 37°C for 10 min before being stimulated. Antibody complexes were prepared
at a 2x concentration before being used to stimulate cells at 37°C for 10 min with biotin-
conjugated anti-CD3 and anti-CD4 antibodies mixed with equal concentrations of streptavidin.
Cells were stimulated with 50 ul of antibody complexes (60 pg/ml) for the times indicated in
the figure legends. Cell lysates were prepared by resuspending cells in Iml of ice-cold lysis
buffer (10 mM tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton, 2 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 1 mM
EDTA, and protease inhibitor tablets (Roche)) for 20min at 4°C. Lysates were cleared by
centrifugation at 18,000g for 15 min at 4°C. For Western blot analysis, proteins were resolved
by SDS-PAGE gel and transferred to PVDF membranes according standard protocols.
Membranes were blocked with 5% milk in tris-buffered saline containing Tween at 0.05% for
1 hour at room temperature before being incubated with primary antibodies at 4°C overnight.
After washing, membranes were incubated with secondary antibodies for 1 hour at room
temperature. Subsequently, membranes were incubated with enhanced chemiluminescence
solution (Sigma) for 5 minutes in the dark, and luminescence was captured with a Bio-Rad

XRS+ imager. Band intensities were quantified with Bio-Rad ImageLab software. Values from



quantitated bands were normalized for loading differences with Racl as a control. The intensity
values at each time point were normalized to the highest intensity value obtained for wild-type

controls in each individual experiment.

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Statistical analysis were performed using unpaired t test.
Mann-Whitney test was used for nonparametric tests. For clinical score and incidence in EAE,
two-ways ANOV A method was used for calculating the statistical difference. P values < 0.05
were considered statistically significant (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001, ****p<0,001).
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Supplementary Figure 1. Phenotypic analyses of thymocytes and peripheral T cells from Themis-T""
and Themis-T%° mice. (A) Total cytoplasmic extracts of thymocytes and peripheral T cells from Themis-
T"T(TWT)and Themis-T%° (TKO) mice were analyzed by Western blot with antibodies against THEMIS
and GAPDH. (B) THEMIS was immunoprecipitated from cellular extracts of peripheral CD4+ T cells
from C57BL/6 and dLck-Cre Themis-T""*/° mice. (C and D) Dot plots show CD4 versus CDS8 surface
staining on thymocytes (C), splenocytes (D, middle panel) and lymph nodes (D, lower panel) from
Themis-T"" (TWT) and Themis-TX° mice. Histogram bars represent the percentages of thymocytes and
peripheral T cell subsets in mice from the indicated genotype. Data are mean + S.E.M. and represent two
to three independent experiments each including n=3-4 mice per group. (E) Histogram bars represent
the percentages and numbers of CD4+ T cells expressing FOXP3 in mice from the indicated genotype.



Supplementary Figure 1. Data are mean + S.E.M. and represent two independent experiments each
including n=3 mice per group. (F) Histogram bars represent the percentages of CD62L"CD44%° and
CD62L°CD44" cells among CD4+ and CD8+ T cells in mice from the indicated genotype. Data are mean
+ S.E.M. and represent three independent experiments each including n=3 mice per group. (G)
Histogram bars represent the MFI of the TCR among CD4+ and CD8+ T cells in mice from the indicated
genotype. Unpaired two-tailed Mann—Whitney t test for the other analysis. *P < 0.05.

Supplementary Figure 2. Effect of THEMIS deficiency on CD4+ and CD8+ T cell responses
induced after TCR stimulation. (A) Naive CD62L"CD25  CD4+ T cells from Themis-T"" and Themis-
T%9 mice were stimulated with the indicated dose of anti-CD3 antibodies in presence of anti-CD28
antibodies. Curve graphs represent the percentages of CD4+ producing IFNy and GM-CSF analyzed by
flow cytometry following intracytoplasmic staining. (B, C and D) Naive CD62L"CD25 CD8+ T cells
from Themis-T"" and Themis-T%° mice were stimulated with the indicated dose of anti-CD3 antibodies
in presence of anti-CD28 antibodies for one (C) or 3 days (B and D). Curve graphs represent the
percentages viable cells among CD8+ T cells (B), the percentages of CD4+ T cells expressing CD25 and
CD69 as well as the MFI of CD44 staining on CD4+ T cells (C), the percentages of CD8+ T cells
producing IFNy and Granzyme B (D). Data are mean values + S.E.M and are representative of at least
three independent experiments each including n=3-4 mice per group. Unpaired two-tailed Mann—
Whitney t test for the other analysis. *P < 0.05; **P <0.01.



Supplementary Figure 3. Effect of THEMIS
deficiency on CD4+ T cell polarization. (A)
Naive CD62LMe"CD25- CD4+ T cells from
Themis-T"" vs  Themis-T*° mice were
stimulated with various doses of anti-CD3
antibodies in presence of anti-CD28 antibodies
in Thl, Th2 and Th17 polarizing conditions.
Curve graphs represent the production of IFNy,
IL-13, and IL-17 in Thl, Th2 and Thl7
polarizing conditions analyzed by ELISA. B)
Naive CD62LMehCD25- CD4+ T cells from
Themis-T"" and Themis-T*° mice were
stimulated with various doses of anti-CD3
antibodies in presence of anti-CD28 antibodies
in iTreg polarizing conditions. Curve graphs
represent the percentages of cells expressing
FOXP3 among CD4+ T cells. C) Naive
CD62L"e"CD25- CD4+ T cells from Themis-
T"Tvs Themis-T5° mice were stimulated with
various doses of anti-CD3 antibodies in
presence of anti-CD28 antibodies in Trl
polarizing conditions. Curve graphs represent
the percentages of cells expressing IL-10
among CD4+ T cells. (D, E and F) Naive
CD62L"e"CD25- CD4+ T cells from Themis-
T"Tand Themis-T%° mice were stimulated with
various doses of anti-CD3 antibodies in
presence of anti-CD28 antibodies in Thl
polarizing conditions. Curve graphs represent
the MFI of TNFa staining gated on
CD4+TNFa+ cells (D), the percentages of
divided CD4+ T cells (CTVY) (E), the
secretion of IL-2 (F). Data are mean values +
S.E.M and are representative of at least three
independent experiments each including n=3-4
mice per group. Unpaired two-tailed Mann—
Whitney t test for the other analysis. *P <0.05.



Supplementary Figure 4. Effect of THEMIS deficiency on IL-12R-, IFNYR- and TCR-mediated
signaling in CD4+ T cells. A and C) Naive CD62L"¢"CD25- CD4+ T cells from Themis-T"" vs
Themis-TX° mice were stimulated with various doses of anti-CD3 antibodies in presence of anti-
CD28 antibodies in Thl polarizing conditions. Curve graphs represent the MFI of IL-12R (A) and
IFNYR (C) staining on CD4+ T cells analyzed flow cytometry. B) Naive CD62LMe"CD25- CD4+ T
cells from Themis-T""vs Themis-TXC mice were stimulated with 8pg/mL of anti-CD3 antibodies in
presence of anti-CD28 antibodies for two days. Cells were then stimulated following overnight
resting with the indicated dose of IL-12 for 40 minutes. The curve graph represents the MFI of
phosphorylated STAT4 in CD4+ T cells. (D) Naive CD62L"e"CD25- CD4+ T cells from Themis-T""
vs Themis-TX° mice were stimulated with anti-CD3 antibodies and anti-CD28 antibodies in Thl
polarizing conditions in the absence or in the presence of IFNyR neutralizing antibody. Bar graph
represents the percentages of CD4+ T cells producing IFNy analyzed by flow cytometry after
intracytoplasmic staining. (E) Naive CD62L"e"CD25- CD4+ T cells from Themis-T"" and Themis-
T%9 mice were stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in Th1 polarizing conditions in
presence of the indicated doses of ERK inhibitor (U0126) or DMSO. Curve graphs represent the
percentages of CD4+ T producing TNFa analyzed by flow cytometry after intracytoplasmic staining.
Data are mean values + S.E.M and are representative of two to three independent experiments each
including n=3-4 mice per group. Unpaired two-tailed Mann—Whitney t test for the other analysis. *P
<0.05.



Supplementary Figure 5. Effect of THEMIS deficiency on Thl cell responses following
stimulation with MOG3s.ss and NF-Mjs._3s. (A) CTV stained naive CD62LMCD25- CD4+ T cells
from 2D2-Themis-T"" and 2D2-Themis-T%° mice were stimulated with MOGss.ss and NF-Mjs.3s
in presence of irradiated splenocytes in Thl polarizing condition for 3 days. Curve graphs
represent the percentages of divided CD4+ T cells (CTV'®") in CD4+ T cells analyzed by flow
cytometry following intracytoplasmic staining. Data are mean values = S.E.M and are
representative of two independent experiments each including n=3-4 mice per group. (B and C)
Naive CD62LMCD25 CD4+ T cells from 2D2-Themis-T"T and 2D2-Themis-TX° mice were
stimulated with MOGss.ss and NF-Mjs.35 in presence of irradiated splenocytes in Thl polarizing
condition for 3 days. Curve graphs represent the percentages of CD4+ T cells producing TNFa
(B) and expressing T-bet (C) analyzed by flow cytometry following intracytoplasmic staining.
Data are mean values + S.E.M and are representative of two independent experiments each
including n=3-4 mice per group. (D) Naive CD62LMCD25 CD4+ T cells from 2D2-Themis-T""
and 2D2-Themis-T*° mice were stimulated with MOG3s.ss and NF-Mjs.s in presence of
irradiated splenocytes in Th17 polarizing condition for 3 days. Curve graphs represent the
percentages of CD4+ T cells producing IL-17 analyzed by flow cytometry following
intracytoplasmic staining. Data are mean values = S.E.M and are representative of two
independent experiments each including n=3-4 mice per group. (E) Naive CD62LMCD25  CD4+
T cells from 2D2-Themis-T"" and 2D2-Themis-TX° mice were stimulated with anti-CD3 and anti-
CD28 antibodies in Th1 polarizing conditions for two days. Cells were rested for 24 hours in
presence of IL-2 and re-stimulated with MOGss.ss and NF-Mjs.3s in presence of irradiated
splenocytes in Thl polarizing conditions. Curve graphs represent the expression of T-bet
analyzed by flow cytometry after intracytoplasmic staining. Data are means + S.E.M. and are
representative of one experiment including n=4 mice per group. Unpaired two-tailed Mann—
Whitney t test for the other analysis. *P < 0.05.
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Implication des facteurs génétiques et environnementaux dans la
susceptibilité a 1'inflammation du systéeme nerveux central

Ecris par Rémi Marrocco

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire du systéme nerveux central (SNC) faisant
intervenir des facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux. Mes travaux de thése ont eu pour
objectif d’analyser I’implication de deux facteurs génétiques (Themisl et Vavl) et d’un facteur
environnemental (le stress prénatal).

Themisl et Vavl sont deux molécules de signalisation du récepteur T (TCR) qui jouent un
role important dans la sélection thymique des thymocytes. Le role de Vav1 a largement été étudié¢ dans
les LT matures, contrairement a Themis1 dont le role reste trés peu caractérisé. Des analyses génétiques
chez I’Homme indiquent que Themisl et Vavl sont des génes de susceptibilité a la SEP, mais les
mécanismes impliqués n’ont pas été élucidés. Mon équipe d’accueil a montré chez la souris dans un
mod¢le d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) que le variant naturel VaviR63W
induisait une réduction modérée de I’inflammation du SNC, mais rien n’était connu sur le réle de
Themisl dans cette pathologie.

Durant ma thése, j’ai donc analysé I’implication de Themis1 dans la physiopathologie de
I’EAE. De plus, puisque Themisl et Vavl interagissent et que Themisl contréle positivement
I’activation de Vavl, j’ai étudié I’impact de la combinaison de la déficience en Themis]1 avec le variant
VavlR63W sur la susceptibilité a ’EAE. J’ai montré que la mutation de Themis]1 induit une réduction
intermédiaire de la sévérité de ’EAE et que cette réduction est augmentée en présence du variant de
Vavl. Mes résultats suggérent que cela est dépendant d’une réduction de I’encéphalitogénicité des LT
conventionnels (Tconv) mutés. La réduction de la signalisation du TCR (notamment de la voie NF-kB)
du fait de ces mutations entraine une réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires
nécessaires a la perturbation de la barriére hémato-encéphalique, et ainsi a I’infiltration du parenchyme
cérébral. Ceci résulte chez les souris mutées en une absence d’infiltrat immunitaire dans la moelle
épinicre. Notre travail souligne ainsi 1’intérét d’analyser la combinaison de plusieurs polymorphismes
génétiques ayant un faible poids pour identifier des réseaux moléculaires de susceptibilité a I’auto-
immunité qui pourraient expliquer une partie du « missing heritability ».

En dehors des facteurs génétiques, les facteurs environnementaux tels que le tabac,
I’ensoleillement (vitamine D), ou le microbiote sont aujourd’hui communément admis comme influant
sur la susceptibilité a la SEP. Plusieurs études ont montré que le stress pendant la grossesse (stress
prénatal) pouvait avoir des répercussions sur la susceptibilité de la descendance a diverses pathologies
psychiatriques, neurologiques ou inflammatoires. Cependant, I’impact du stress prénatal (PS) sur la
susceptibilité de la progéniture a I’inflammation du SNC reste trés peu étudié.

Dans ce contexte, nous avons utilis¢é un modéle de PS chronique afin d’étudier les
répercussions que cela pourrait avoir sur la susceptibilité de la descendance a développer ’EAE. Nous
avons montré que les progénitures provenant des femelles stressées développent une EAE moins séveére
en comparaison avec les progénitures issues de femelles non stressées. Nos résultats préliminaires
montrent que cette diminution est associée a une réduction de I’infiltrat immunitaire dans la moelle
épinicre, a une augmentation de la fréquence de LT régulateurs, et a une réduction de la production de
cytokines pro-inflammatoires. Nos résultats mettent ainsi en évidence qu’avant méme la naissance, des
facteurs environnementaux extérieurs modulent la susceptibilité a I’inflammation du SNC, possiblement
par I’altération des fonctions des LT CD4.

Centre : Institut Toulousain des Maladies Infecticuses et Inflammatoires (INFINITYy), Toulouse, France

4

Equipe : Maladies Inflammatoires du Systéme Nerveux Central : Mécanismes et Thérapies

Directeur de thése : Dr. Abdelhadi Saoudi




